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“O que sabemos é uma gota; o que ignoramos € um oceano”.

(Isaac Newton)



Resumo em portugués

BASE TEORICA:

O nevo recorrente, € uma lesdo pigmentada no sitio de retirada de nevo
melanocitico benigno prévio, sendo um dos importantes diagnoésticos diferencias do
melanoma. Houve uma evolugdo no conhecimento clinico e dermatoscopico acerca
destas lesdes, porém ainda faltam estudos avaliando suas caracteristicas
histopatoldgicas e imuno-histoquimicas. Pouco também é conhecido acerca de seus

mecanismos fisiopatogénicos.

OBJETIVOS:

Avaliar as caracteristicas histolégicas e imuno-histoquimicas de uma amostra de
nevos melanociticos recorrentes e a associagdo da expressdo imuno-histoquimica de
BRAF nestes nevos com preditores clinicos para recorréncia a partir da avaliacdo

retrospectiva das caracteristicas clinicas e dermatoscopicas de suas lesdes primarias.

METODOS:

Realizou-se um estudo transversal, com uma amostra de 58 nevos recorrentes
(NRs) coletados a partir de 224 nevos removidos cirurgicamente por “shaving” foi
avaliada retrospectivamente guanto as seguintes caracteristicas a histopatologia:
simetria arquitetural, presenca de padrdo trizonal, presenca de nevo residual,
hiperplasia lentiginosa, disseminacdo pagetoide, padrdo confluente dos ninhos
melanociticos, “dropping off” de células névicas na cicatriz, presenga de melanofagos,
fibrose, inflamacéo, envolvimento névico anexial, envolvimento névico perineural,
mitoses e atipia nuclear. Além disso, foi avaliada a expressao imuno-histoquimica de
HMB-45, tirosinase, KI-67 e BRAF-V600E nas lesdes. Finalmente, foi analisada a
associacdo da expressao imuno-histoquimica de BRAF nos nevos recidivados com

aspectos clinicos e dermatoscopicos de suas lesées primarias.

RESULTADOS:

Verificou-se a presenca de padrao trizonal em 84% das lesdes. A maioria dos
NRs apresentou assimetria arquitetural (56%) e hiperplasia lentiginosa (76%). A
fibrose (98%) e inflamacao (96%) foram encontrados em quase toda a amostra. Viu-

se a confluéncia de ninhos juncionais em 12% das lesdes e o “dropping off” de células



névicas para a cicatriz dérmica em 1,7% delas. Encontrou-se a presenca de
melanofagos na frequéncia de 79% e o comprometimento anexial pelas células
névicas em 22% dos casos. Nao encontramos envolvimento perineural ou mitoses em
nenhuma lesdo avaliada. Achados comuns ao melanoma como a disseminacao
pagetoide e a atipia celular foram encontrados de maneira leve a moderada em
respectivamente 30 e 15% das lesoes.

A analise imuno-histoquimica teve imunomarcacéao positiva para HMB-45 (98%)
e tirosinase (91%) com padrdo em gradiente, com positividade forte no componente
juncional, tendendo a negativar conforme havia aprofundamento das porgées névicas.
O KI-67 apresentou indice proliferativo médio de 2,83%, quase que exclusivamente
no componente juncional.

A expressao positiva de BRAF foi encontrada em 42 NRs (72,4%). Observou-se
gue a marcacdo se deu de maneira exclusiva na porgao juncional em 7 lesdes, na
porcdo dérmica em 28 e em ambas as localizacbes em 7 lesbes. A analise da
expressdo de BRAF com as caracteristicas clinicas e dermatoscopicas das lesdes
primarias demonstrou uma associacdo para a localizacdo das mesmas em areas
fotoexpostas (p=0,01), e para a presenc¢a dermatoscopica de hiperpigmentacdo anular
(p=0,041).

CONCLUSAO:

Demonstramos que a histopatologia tipica dos nevos recorrentes apresenta
padrdo trizonal associado a assimetria arquitetural, e achados histolégicos comuns
incluem hiperplasia lentiginosa, fibrose, inflamagao, auséncia de mitoses e auséncia
de atipia celular. Demonstramos que estas lesbes apresentam baixo indice
proliferativo através da expressao nuclear de KI-67, além de expressao em gradiente
dos marcadores HMB-45 e tirosinase. Ainda evidenciamos alto indice de expressao
de BRAF, sendo que a marcacdo se da de maneira independente nas porcdes
juncionais e dérmicas da recorréncia. Por fim, esta expresséo parece ocorrer mais em
lesbBes de areas fotoexpostas e também associada a lesées com pigmentacdo anular

da les&o névica primaria na dermatoscopia.

PALAVRAS CHAVE: nevo recorrente, pseudomelanoma, nevo melanocitico,

imuno-histoquimica, BRAF



Resumo em inglés

BACKGROUND:

A recurrent nevus is a pigmented lesion occurring at the site of removal of a
previous benign melanocytic nevus. It may mimic clinically melanoma lesions. There
are well-known clinical and dermoscopic aspects already described for these lesions,
however studies that assess their histopathological and immunohistochemical features

are scarce and little is also known regarding their pathophysiological mechanisms.

OBJECTIVES:

To evaluate the histological and immunohistochemical features of a sample of
recurrent melanocytic nevi, and the association of the immunohistochemical
expression of BRAF in these nevi with clinical and dermatoscopic predictors for

recurrence evaluated retrospectively in their primary lesions.

METHODS:

A sample of 58 recurrent nevi (RNs) from 224 melanocytic nevi removed by shave
biopsy were retrospectively evaluated for the presence of the following
histopathological features: architectural symmetry, a trizonal pattern, a residual nevus,
lentiginous hyperplasia, pagetoid spread, confluent melanocytic nests, nevus cells
‘dropping off’ into the scar, melanophages, fibrosis, inflammation, adnexal nevus
involvement, perineural nevus involvement, mitosis, and nuclear atypia. In addition,
the immunohistochemical expression of HMB-45, tyrosinase, KI-67 and BRAF-V600E
in the lesions was evaluated. Finally, we looked at the association of the
immunohistochemical expression of BRAF in the recurrent nevi with clinical and

dermoscopic aspects of their primary lesions.

RESULTS:

A trizonal pattern was found in 84% of the lesions. Most RNs presented
architectural asymmetry (56%) and lentiginous hyperplasia (76%). Fibrosis (98%) and
inflammation (96%) were found in almost the entire sample. Uncommon findings were
the confluence of junctional nests (12%) and the “dropping off” of nevus cells into the
dermal scar (1.7%). Melanophages were found in 79%, and adnexal involvement by

nevus cells in 22% of the cases. We found no perineural involvement or mitosis in any



of the evaluated lesions. Findings common to melanoma, such as pagetoid spread and
cell atypia, were found to be slight to moderate in 30% and 15% of the lesions,
respectively.

The immunohistochemical analysis showed graded expression of positive
immunostaining for HMB-45 (98%) and tyrosinase (91%), with strong positivity in the
junctional component, tending to be negative in the deeper portions of the nevi. KI-67
exhibited an average proliferative index of 2.83%, almost exclusively in the junctional
component.

The BRAF expression was found to be positive in 42 NRs (72.4%). It occurred
exclusively in the junctional portion in 7 lesions, in the dermal portion in 28 and in both
locations in 7 lesions. Moreover, BRAF positive expression was associated to the
location in sunexposed areas (p = 0.01), and for the dermoscopic presence of annular

hyperpigmentation (p = 0.041).

CONCLUSION:

We have demonstrated that the most common histopathologic pattern of
recurrent nevi is composed of a trizonal pattern associated with architectural
asymmetry. Other common histological findings include lentiginous hyperplasia,
fibrosis, inflammation, absence of mitosis and absence of cell atypia. We also
demonstrated by Ki 67 expression that these lesions have a low proliferative rate and
that HMB-45 and tyrosinase expressions demonstrate a gradient pattern. Moreover,
we observed that BRAF expression positivity is high among recurrent nevi, occurring
independently in the junctional and dermal portions of the nevi. Finally, it seems that
this expression is more common in lesions on sunexposed areas and is associated

with the occurrence of annular pigmentation on dermoscopy of primary lesions.

KEYWORDS: recurrent nevus, pseudomelanoma, melanocytic nevus,

immunohistochemistry, BRAF
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1. Introducéo:

O nevo recorrente (NR), lesdo pigmentada no sitio de retirada de nevo
melanocitico benigno prévio, € um dos importantes diagnosticos diferencias do
melanoma de espalhamento superficial, sendo o reconhecimento das suas
caracteristicas clinicas e dermatoscopicas de grande importancia para se evitar
tratamentos cirargicos desnecessarios, principalmente naqueles casos em que ndo se
conhece o diagnastico histopatolégico da lesédo primaria.

Houve uma evolucdo no conhecimento acerca destas lesfes, sabendo-se hoje
que ocorrem em pacientes mais jovens, em curto periodo de tempo apds a excisdo
do nevo original, a maioria dentro dos 6 primeiros meses, e tendem a cessar seu
crescimento com o tempo (1, 2, 3). Costuma ser mais frequente o seu aparecimento
com o método cirurgico de shaving, e dentre os subtipos de nevos comuns costuma
ocorrer mais quando a leséo inicial apresenta componente dérmico (1, 2, 4).

Os achados dermatoscopicos mais relevantes sédo a presenca de linhas radiais
segmentares, pigmentacdo heterogénea e glébulos. Chama a atencéo que a leséo
recorrente dos nevos nao costuma ultrapassar o limite cicatricial, dado muito relevante
ao se diferenciar do melanoma recorrente, cujas margens da cicatriz ndo sao
respeitadas (3, 5, 6, 7, 8).

Cabe lembrar que o diagndstico clinico nem sempre é possivel e a analise
histopatolégica da lesdo pode ser necessaria. Poucos estudos descreveram suas
caracteristicas histopatologicas. O padrdo classico descrito € o trizonal, constituido
por um componente juncional lentiginoso sobre uma cicatriz dérmica e a presenca de
células névicas dérmicas profundas residuais (4). Contudo, achados de disseminacao
pagetoide proeminente, infiltrado inflamatério, assimetria arquitetural, atipia
melanocitica, e acometimento folicular foram descritos, demonstrando que também
histologicamente estas les6es podem representar um desafio diagnéstico (1, 4, 9).

Aventa-se que 0s nevos recorrentes (NRs) apresentem o mesmo padrédo de
expressdes imuno-histoquimicas do que os nevos melanociticos benignos, porém
pouco se encontra na literatura acerca das caracteristicas imuno-histoquimicas destas
lesbes, (9, 10) sendo que a técnica pode ter grande importancia na diferenciacao
daquelas com histologia atipica.

Pouco se evoluiu também acerca da fisiopatogenia dos nevos recorrentes. As

mutacdes ativadoras do BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1), um
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protooncogene da familia das serina-treonina quinases que regula o crescimento
celular, sdo encontradas com grande frequéncia tanto nos melanomas quanto nos
nevos melanociticos benignos, acreditando-se que seja um evento inicial na génese
tumoral melanocitica (11, 12, 13). Sua presenca nunca foi estudada nos NRs, nao se
tendo conhecimento do seu papel na génese destas lesdes.

Objetiva-se neste estudo caracterizar os nevos melanociticos recorrentes quanto
a sua histopatologia e marcacdo imuno-histoquimica, incluindo marcador para

deteccdo da mutacdo de BRAF.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacodes:

A revisdo da literatura foi focada nos aspectos histopatolégicos e imuno-
histoquimicos relacionados aos nevos recorrentes. Também se procurou artigos
originais que pesquisassem a presenca de mutacdo de BRAF nos nevos recorrentes.

A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: LILACS, SciELO,
PubMed e Catalogo de teses e dissertacdes da CAPES. Nao houve limitacao de data
ou lingua.

Foram realizadas buscas através dos termos “Recurrent nevus”, “Recurrent
melanocytic nevi’, “Recurrent melanocytic nevus”, “Regenerating naevus”,
“‘Regenerating naevi”, “Pseudomelanoma”, “Histopathology”, “Immunohistochemistry”,
“‘BRAF mutation”, “BRAF V600E” e suas combinacdes.

Excluiram-se artigos repetidos nas bases de dados, artigos cujo conteudo na
integra ndo pode ser acessado, relatos de caso, artigos de revisao e artigos cujos

assuntos nao se relacionavam ao tema proposto.
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Figura 1. Fluxograma da estratégia de busca para localizar e selecionar as informagdes da pesquisa

2.2 Teorias da nevogénese:

Diversas teorias ja foram propostas para explicar os processos envolvidos na
génese dos nevos melanociticos, sendo que a primeira delas data de 1893, onde foi
sugerido por Unna uma progressiva migracdo das células névicas com origem na
juncao dermopidérmica em direcdo a derme profunda (14, 15, 16). Devido ao maior
conhecimento atual dos padrbes dermatoscopicos, esta teoria tende a perder forca
pois sabe-se que 0s nevos de padrdo globular, com maior componente dérmico,
tendem a ter maior prevaléncia em jovens, contrastando com os de padrao reticular,
com o componente juncional mais proeminente, predominando na idade adulta (14,
17, 18).

Em seguida, por observar as diferengcas morfoloégicas entre as porcdes
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superficias e profundas dos nevos, Masson prop6s uma dupla origem névica, onde as
células mais superficiais seriam originadas de melanoblastos epidérmicos, enquanto
as porcdes mais profundas se originariam de células de Schwann, sendo que mais
tarde foi demonstrada a origem embriol6gica comum destas (16, 19).

Apo6s o conhecimento de que os melandcitos se originam da crista neural, Cramer
propds uma teoria contraria a de Unna, onde estas células fariam uma migracdo
ascendente através das fibras nervosas, semelhante a eventos embriénicos (14, 16,
20).

Em 2004, um estudo em murinos mostrou a presenca de células-tronco
pluripotentes derivadas da crista neural localizadas na protuberancia do foliculo piloso,
que poderiam representar a origem das células melanociticas no periodo pos-natal, e
explicaria o constante achado de células névicas ao redor dos foliculos na por¢ao
dérmica do nevo, além de possivelmente apresentar relevancia na repigmentacao de
cicatrizes e les@es de vitiligo (16, 21).

Mais recentemente, Zalaudek et al, propuseram a teoria das “duas rotas” da
nevogénese, baseados nas observacdes dermatoscoépicas de prevaléncias distintas
dos padrbes névicos globulares e reticulares de acordo com a faixa etaria dos
pacientes. A via constitutiva ou enddgena, engloba agueles nevos globulares surgidos
na infancia, geneticamente determinados, que reteriam suas caracteristicas
dermatoscopicas ao longo da vida, e que apresentam ninhos nas por¢des dérmicas,
sugerindo a teoria da origem ascendente. Por outro lado, os nevos com padréo
reticular, surgidos na adolescéncia, poderiam ser induzidos por fatores exdgenos,
como a RUV e tenderiam a regressao ao longo da vida. Estes Ultimos se originariam
de uma proliferacdo juncional de melandcitos diferenciados, que posteriormente se
espalhariam horizontalmente ao longo da juncdo dermoepidérmica (14, 22).

Atualmente, ainda ndo se compreende totalmente os processos envolvidos na
nevogénese, porém alguns estudos tém avaliado de maneira mais especifica as
células tronco foliculares (23, 24). Além disso, especula-se que células tronco
encontradas na bainha nervosa também possam se diferenciar em células

melanociticas contribuindo no processo (23, 25).

2.3 Nevos melanociticos recorrentes:
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E denominado nevo recorrente, nevo persistente, nevo regenerado ou
pseudomelanoma, a lesdo melanocitica que se desenvolve no sitio de remog¢éao prévia
de um nevo melanocitico benigno.

Primordialmente, aventava-se que a remocao parcial de nevos poderia levar a
transformacdo maligna das células remanescentes, porém Walton et al, em 1957,
refutou esta teoria existente ao estudar uma amostra de 112 lesdes removidas por
shaving seguido de eletrocoagulacéo, e demonstrar que apesar da repigmentacéo de
grande parte delas, ndo se encontrou histologia maligna nas lesdes recorrentes ou
precursoras (26, 27).

Kornberg e Ackerman, em 1975, foram os primeiros a descrever esta lesdo com
0 nome de pseudomelanoma, devido a sua semelhanca clinica e histolégica com o
melanoma de espalhamento superficial (MES) em que pese, mantinham-se como
nevos benignos. Em sua série, foram avaliadas 8 lesdes pigmentadas que surgiram
em sitios de remocéo de nevos benignos prévios em até 6 meses apos o procedimento
inicial. Os aspectos clinicos descritos eram de lesdes planas, com pigmentacao
variada e bordas irregulares, clinicamente lembrando o melanoma de espalhamento
superficial. As caracteristicas histolégicas descritas foram: 1) melandcitos
circunscritos na epiderme, sem tendéncia de se estender lateralmente entre os
queratinécitos periféricos a lesédo; 2) melandcitos atipicos confinados a epiderme; 3)
poucos ou nenhum melandcito em mitose; 4) aumento do niumero de melandcitos
isolados ou em ninhos na camada basal ou acima desta; 5) variacdo no tamanho e na
forma dos ninhos de melandcitos; 6) ninhos melanociticos confluentes, bem como
ninhos discretos; 7) poucos melandcitos atipicos, com ndcleos grandes,
hipercromaticos e pleomorficos; 8) fibrose na derme papilar e algumas vezes na
derme reticular; 9) infiltrado linfohistiocitario, esparso, superficial e perivascular. Foi
enfatizado por eles o comportamento benigno destas lesGes, apesar de muitos dos
achados histopatolégicos descritos serem comuns ao MES (28).

O aparecimento de NRs ja foi descrito apos diversos métodos de remocao da
lesédo névica primaria, como exérese tangencial (shaving), exérese com fechamento
primério, dermoabrasdo, cauterizacdo quimica com A&cidos, eletrocauterizacéo,
crioterapia e “lasers” ablativos (29, 30, 31, 32, 33, 34). Estas lesbes melanociticas
também ja foram encontradas em sitios de queimaduras e radiodermite, bem como
em areas cutaneas cicatricias de outras doencas prévias como epidermolise bolhosa
distrofica e doenca de Hailey-Hailey (35, 36, 37, 38).
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Estudos descritivos relatam incidéncias de NRs que variam entre 2,8 a 30%,
sendo que os valores mais altos encontrados derivam de estudos onde o método
cirdrgico empregado foi o shaving. Nos estudos que incluiram excisao primaria com
sutura, as incidéncias demonstraram-se menores, demonstrando um possivel papel
importante do remanescente névico na génese da lesao recidivada (2, 39, 40, 41, 42).

A grande importancia do maior conhecimento acerca das caracteristicas dos
NRs, implica no pronto diagnéstico diferencial com o melanoma, nem sempre facil do
ponto de vista clinico e dermatoscépico, levando muitas vezes a exéreses
desnecessarias. Ressalta-se também a dificuldade diagndstica inclusive na avaliacédo
histoldgica, sendo necessario algumas vezes lancar mao de métodos diagndsticos

auxiliares como a imuno-histoquimica (42).

2.3.1 Fisiopatogenia dos nevos recorrentes

Assim como dos nevos melanociticos adquiridos, 0 mecanismo fisiopatologico
da recidiva ainda ndo foi completamente esclarecido e, apesar de varias teorias
propostas nenhuma se mostrou definitiva.

Primeiramente, Gougerot propés que a “semeadura” de células durante o
procedimento de remocao da leséo névica original, seria a responsavel pela posterior
recidiva local (27, 43).

Outra teoria foi aventada por Schoenfeld e Pinkus sugerindo que o estimulo
juncional apds a remocéo parcial do nevo, poderia levar ao retorno a um estagio inicial
da histéria natural da maturacdo névica, originando um “novo” nevo derivado de
células dos foliculos pilosos remanescentes e da periferia da lesao (27, 44).
Demonstrou-se posteriormente, em um estudo laboratorial com modelo murino, a
presenca de células tronco progenitoras da linhagem melanocitica em por¢des
inferiores dos foliculos pilosos, dando forga a esta teoria (45).

Outras hipdteses aventadas enfatizam a importancia do papel das células
residuais dérmicas poés-cirdrgicas, em possivelmente gerar um novo estimulo local
para o recrescimento névico ou, até mesmo, que esta proliferacdo seja efetuada a
partir delas mesmas (46, 47). Contrap0e-se a ideia de proliferacdo das células

remanescentes, o fato de alguns nevos primarios serem completamente excisados,
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sem o encontro histolégico de células névicas residuais, e também apresentarem

recidiva (1).

2.3.2 Caracteristicas clinicas dos nevos recorrentes:

Os NRs apresentam-se clinicamente como méculas de coloracdo marrom a
enegrecida, clinicamente assimétricas e com bordas irregulares, achados comuns a
lesdes melanociticas malignas. E comum também a identificacdo da cicatriz do
procedimento cirdrgico prévio, com a lesdo pigmentada respeitando os limites da
cicatriz, ndo se estendendo para a pele normal adjacente. Por outro lado, a maioria
dos melanomas recidivados devera apresentar um comportamento agressivo, comum
as neoplasias malignas, mantendo seu crescimento horizontal de forma
desorganizada além dos limites cicatriciais (3, 7, 42).

E fundamental na caracteriza¢&o clinica de um nevo recorrente a recuperagio
do historico da lesdo primaria que foi removida. Principalmente, recuperar os dados
relativos ao diagnodstico histoldégico desta lesdo pode ser definitivo para sua
constatacdo. E mais prevalente em pacientes de sexo feminino, sendo que cerca de
65% a 85% destas lesdes sdo encontradas em mulheres, porém acredita-se que
possa dever-se a maior procura destas para remocao de les6es benignas por motivos
estéticos. Além disso, especula-se que suas visitas mais assiduas a reavaliacfes
médicas possam fazer com que as s recorréncias sejam mais percebidas (1, 2, 4, 48).

A idade é um fator preditor da recorréncia, sendo que NRs j& foram relatados em
uma distribuicdo etaria ampla, variando dos 6 aos 92 anos de idade. Porém, observa-
se que ha uma grande tendéncia a encontrar os NRs em uma faixa etaria jovem,
predominando abaixo dos 40 anos (1, 48). Estudo prospectivo realizada pelo nosso
grupo de pesquisa foi capaz de predizer uma diminui¢cdo na incidéncia dos NRs em
3% a cada ano adicional de idade, especulando-se que sua ocorréncia possa estar
associada a mudancas dindmicas relacionadas a senescéncia névica (2).

Os estudos com maiores nameros amostrais, evidenciam como sitios mais
frequentes de recorréncia o dorso (49-57%), seguido pelo abdome (12-15%) e
membros (1, 48). Observou-se também que o tempo médio de recorréncia é entre 8 e

9,7 meses, sendo que a maioria das lesdes (54-64%) recorre dentro dos primeiros 6
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meses apos o0 procedimento inicial, dado que difere do melanoma, cuja recorréncia
pode acontecer de meses a anos apos a excisado primaria (1, 4, 7, 9, 48, 49).

Ha divergéncia quanto ao padrao histoldégico predominante da lesao inicial nos
nevos recorrentes. King et al, em sua amostra de 350 NRs, descreve padréo inicial
mais frequente de nevos displasicos (72% versus 26% de nevos comuns). Ja Sommer
et al, avaliou 108 lesdes, e apresentou dados contrarios com predominancia de nevos
comuns (64% versus 27% de nevos displasicos) (1, 48). Dentre os subtipos de nevos
comuns, ha consenso em afirmar que 0s nevos compostos sdo 0s que apresentam
maior recorréncia, seguidos pelos intradérmicos e por ultimo os juncionais (1, 2, 4).
Foram descritas recorréncias derivadas também de nevos congénitos, nevo de Spitz,
nevo azul e nevo de Reed (1, 32, 50, 51).

Mais um dado que ajuda na diferenciacdo do NR com o MES, é a observacéo da
tendéncia dos nevos recorrentes apresentarem crescimento seguido de estabilidade,

contrariamente aos melanomas, cujas lesdes apresentam aumento progressivo (3).

2.3.3 Dermatoscopia dos nevos recorrentes:

A dermatoscopia € um método simples, rapido, ndo invasivo, cada vez mais
utilizado para auxilio diagnéstico de lesbes cutaneas. Ela permite, através de um
sistema de lente e filtros de aumento associado a uma fonte de luz, a visualizacdo de
estruturas presentes na epiderme, juncao dermoepidérmica e na derme superior, além
dos vasos do plexo superior, a partir da polarizagéo cruzada da luz através dos filtros.
A dermatoscopia digital consiste na captura e armazenamento das imagens
dematoscopicas, permitindo sua comparacdo ou monitoramento em intervalos
regulares. Existe uma estreita correlagdo entre as estruturas dermatoscépicas e as
estruturas histologicas, sendo o método de grande validade para diferenciagédo entre
lesbes cutdneas de origem benigna e maligna (52, 53). Existe uma curva de
aprendizado necesséria para a melhor utilizacédo da técnica. O uso da dermatoscopia
por profissionais treinados melhora significativamente a acuracia diagnostica quando
comparado somente com a avaliagao clinica (54).

Botella-Estrada et al, estudaram dermatoscopicamente e histologicamente 95
cicatrizes pigmentadas e descreveram a presenca de globulos e pigmentagéo

heterogénea como os dois achados dermatoscopicos mais fortemente relacionados
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aos NRs, seguidos pela presenca de rede pigmentar irregular e a auséncia de estrias
(5).

Um outro achado caracteristico a dermatoscopia dos NRs séo as linhas radiais
segmentares, que partem da porcdo mais central da lesdo e se estendem em todas
as direcoes (6).

Podemos observar com mais acurdcia ao exame dermatoscépico do que
somente clinicamente, que o NR n&o ultrapassa os limites da cicatriz inicial, sendo
lesGes que se estendem além dela, fortemente sugestivas de melanoma (3, 7).

Um estudo multicéntrico, avaliou as diferencas dermatoscopicas entre nevos
recorrentes e melanomas recorrentes. Foram avaliadas 160 lesbdes, sendo 98 NRs,
encontrando-se a presencga de linhas radiais como o achado mais comum nas lesdes
de origem benigna. A assimetria de estruturas e a hiperpigmentacéo excéntrica foram
mais encontrados no melanoma. Mais uma vez afirmou-se que a pigmentacdo se
estendendo além dos limites cicatriciais foi mais comum nos melanomas (87,1%
versus 42,9% nos nevos recorrentes), sendo este o achado mais importante na
diferenciacéo entre estas duas entidades (8).

Caracterizamos em estudo prévio, alguns fatores dermatoscépicos preditores de
recorréncia névica ao se avaliar os nevos melanociticos primarios antes da sua
excisdo por shaving. A presenca de multiplas cores, pontos, presenca de pelo
terminal, e pigmentacdo anular circundando as estruturas anexiais se correlacionaram

com maior chance de recorréncia local (2).

2.2.4 Microscopia confocal dos nevos recorrentes:

A microscopia confocal (MC) € um método nédo invasivo, que gera imagens in
vivo dos tecidos com uma resolucéo a nivel celular. Esta técnica utiliza um laser com
comprimento de onda préoximo ao infravermelho que faz uma varredura horizontal da
pele, produzindo imagens celulares detalhadas em preto e branco da epiderme até a
derme papilar. Esta técnica € examinador-dependente e necessita do acoplamento
das lentes objetivas sobre a lesdo de maneira a manté-las fixas durante o exame. Este
meétodo diagndstico € a ligacéo entre a dermatoscopia e a histologia devido a sua alta
resolucao e ao fato de ndo necessitar intervengdes invasivas (55).

A MC ja foi usada para avaliar um pequeno numero de lesdes recorrentes em
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cicatrizes de exéreses prévias. Enquanto as lesfes névicas benignas nao
apresentavam propagacdo lateral ou pagetoide proeminente de melandcitos, e
também demonstravam em sua maioria auséncia de ninhos atipicos juncionais, as
lesbes de recidiva de melanoma exibiam melanocitos com formas dendriticas
dispostos em ninhos com propagacao pagetoide e lateral, estendendo-se além da
cicatriz e também apresentavam atipia celular marcante (49).

Ja foram descritas lesdes recorrentes com presenca de padrdo irregular de
distribuicdo dos ninhos e das células névicas a nivel da juncdo dermoepidérmica, e
também ha a descricdo de células pleomorficas de padrao pagetoide (56, 57, 58). A
distincdo entre células de Langerhans e melandcitos pode ser dificil, ao avaliar-se a
epiderme com o0 método, sendo que a disseminacao pagetoide descrita nestas lesdes

deve ser avaliada com cautela (59).

2.2.5 Histopatologia do nevo recorrente:

Poucos estudos avaliaram objetivamente as caracteristicas histolégicas dos
nevos recorrentes (1, 4, 9) (Quadro 1). Park et al, analisaram de maneira retrospectiva
uma amostra de 175 lesdes recorrentes e descreveram que estas apresentavam um
aumento expressivo da atividade melanocitica juncional, sendo que mais da metade
das lesdes avaliadas apresentava um padréo histolégico trizonal, constituido por um
componente juncional lentiginoso sobre uma cicatriz dérmica, além da presenca de
células névicas dérmicas profundas residuais. O segundo padrdo histoldégico mais
comum, foi o de lesdes melanociticas com presenca somente do componente
juncional. Por dltimo, a minoria destas lesfes se apresentava com ninhos dérmicos
associados a cicatriz, com auséncia de atividade juncional (4).

A assimetria arquitetural (caracterizada pela diferenca nos contornos, tamanho e
forma dos ninhos de células melanociticas, distribuicdo dos componentes
intraepiteliais e dérmicos, e infiltrado inflamatdrio em relagcéo as duas metades quando
a lesdo é dividida na porcéo central por um eixo imaginario vertical), foi descrita por
Hoang et al na sua amostra de 15 NRs, como presente em cerca de metade das
lesbes recorrentes, sendo este achado raro nos nevos melanociticos primarios (9).

Cerca de um terco dos NRs demonstra “dropping off” das células névicas do
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componente juncional para a cicatriz fibrosa que separa este dos ninhos
remanescentes dérmicos profundos. Estas células permanecem com a caracteristica
de células “A”, ndo ocorrendo a diferenciagdo para células B ou C (4).

A presenca de células névicas em disposicdo perifolicular ou invadindo
estruturas anexiais € descrita, porém também este achado ndo foi encontrado de
maneira mais proeminente do que nos nevos primarios, sendo descrito em 6% das
lesbes da amostra de 357 NRs de King et al (1, 9). O comprometimento perineural &
ausente nestas lesoes (9).

A presenca de melanéfagos € mais acentuada nas lesGes recorrentes quando
comparadas as lesbes névicas primarias (9). Com relacdo a inflamacédo, os NRs
costumam exibir um infiltrado linfocitico dérmico superficial, discreto na maior parte
das lesbes, predominando na area cicatricial (4, 9).

Os NRs também apresentam em sua maioria um componente fibrético, que
costuma tornar-se mais proeminente conforme aumenta o tempo decorrente da
excisdo do nevo primario (4). Pode-se verificar também o aplanamento da epiderme,
com perda da configuracdo epidérmica que da origem ao padrdo reticular
dermatoscopico (1).

Outra caracteristica marcante, importante na diferenciacdo com lesdes
melanociticas de origem maligna, € a auséncia/raridade de figuras mitéticas, na quase
totalidade dos NRs (4). Quando se encontram mitoses, estas ocorrem no componente
juncional, ndo sendo encontradas no componente névico dérmico da leséo (9).

A atipia melanocitica foi encontrada de maneira moderada em cerca de 12% das
lesGes analisadas, sendo a atipia intensa, ndo encontrada nos NRs (4). O achado de
células névicas com maior tamanho e nucléolos mais proeminentes foi descrito como
significativo quando comparado a nevos primarios. Ha uma tendéncia das células dos
NRs também apresentarem nucleos maiores (9). King et al descreveram que o achado
de atipia celular foi encontrado em algum grau em 26% da sua amostra (1). Estes
achados se encontram presentes de maneira muito mais intensa nas lesdes
melanociticas malignas.

A disseminacao pagetoide, com tendéncia a ser discreta, pode ocorrer nos NRs,
nao sendo um achado proeminente. Os estudos existentes descrevem o encontro
deste achado histolégico de maneira discreta ou ausente em 89% das lesdes,
moderado em 8% delas e importante em somente 3% (4, 9).

O achado de células névicas do componente juncional apresentarem padrao de
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células fusiformes foi raramente encontrado (4).

Nos NRs observa-se que os ninhos de melandcitos remanescentes se
restringem do ponto de vista histoldgico aos limites da cicatriz de exérese da lesdo
primaria contrastando com casos de melanoma onde o crescimento desorganizado
neoplasico faz com que os ninhos extravasem as margens cirargicas (1, 4, 47).

Nota-se portanto, que uma pequena proporcdo dos NRs pode mimetizar
histologicamente o melanoma de espalhamento superficial, apresentando atipia
nuclear, crescimento lentiginoso proeminente, mitoses, envolvimento anexial e
infiltrado de células inflamatérias, sendo a diferenciacdo histologica entre as duas

entidades por vezes dificil (1,4, 9).

2.4 Imuno-histoquimica das lesdes melanociticas:

A imuno-histoquimica é uma ferramenta importante no diagndstico
histopatolégico em diferentes areas do conhecimento e, também, na dermatologia. Ela
abrange um conjunto de técnicas nas quais, basicamente, anticorpos marcados sao
utilizados para detectar a presenca de antigenos nas células e tecidos. Seu principio
consiste na capacidade de ligacéo especifica destes anticorpos aos seus antigenos,
sendo que a ligacdo pode ser visualizada quando o anticorpo é marcado com uma
substancia que produz cor (60).

Na maioria dos casos, a diferenciacdo entre os diversos tipos de lesbes
melanociticas ndo necessita da utilizacao da técnica, entretanto, naqueles casos com
histologia atipica, seu papel é de extrema importancia (61).

A proteina S-100 é expressa em melandcitos, células gliais, condrdcitos e células
mioepiteliais das glandulas écrinas e apocrinas. Ela € o marcador mais sensivel de
proliferacdes melanociticas, sendo encontrada em praticamente 100% dos nevos
melanociticos e em cerca de 98% dos melanomas (60). Observa-se que a
imunomarcacao algumas vezes sofre interferéncia do processo laboratorial, como o
tempo de fixagdo, congelamento prévio ou pré-tratamento com tripsina, sendo
considerado realizar nova testagem naquelas lesdes sugestivas de melanoma cuja
marcacao foi negativa para S-100 (62). A proteina perde em especificidade pois pode
mais raramente também estar presente em outras neoplasias como alguns

carcinomas espinocelulares, tumores mioepiteliais, tumores de musculo liso e tumores
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da bainha nervosa dos nervos periféricos (60, 61). Como € um marcador presente
tanto em les6es melanociticas malignas como em benignas, sua imunomarcagado nao
tem utilidade para a diferenciagéo entre elas, sendo seu uso reservado para 0s casos
em que se tem duvida quanto a origem melanocitica do tumor.

O marcador HMB-45 (human melanoma black 45) é um anticorpo monoclonal
direcionado contra uma glicoproteina componente do premelanossoma (gp100), que
identifica melandcitos ativos, imaturos e intradérmicos, ndo sendo marcador de
melandcitos quiescentes (60, 62). Apresenta-se positivo em cerca de 78 a 93% dos
casos de melanoma, e também é marcador de lesBes melanociticas benignas como
nevos adquiridos, nevos de Spitz, nevos azuis e nevos displasicos (63). Tumores nao
melanociticos que contenham premelanossomos, como o dermatofibrossarcoma
protuberante pigmentado e o angiomiolipoma, também serdo imunomarcados pelo
HMB45, bem como lesGes que contenham premelanossomos fagocitados em
melanofagos ou transferidos para queratindcitos, como as ceratoses actinicas
pigmentadas (62, 64). Este marcador, diferentemente do S-100, pode ter utilidade na
diferenciacdo entre lesbes melanociticas benignas e malignas. E observado em
lesBes benignas que sua expressado diminui conforme ha maturacdo das linhagens
celulares com a sua profundidade, desta forma, apresenta um aspecto em forma de
gradiente com o componente juncional mais intensamente marcado. Por outro lado,
no melanoma, sua expressao continua aumentada também no componente profundo
(62, 65). Uma excecdo a este padrdo de marcacdo acontece no melanoma
desmoplésico, em que o HMB45 é encontrado com as caracteristicas similares
aquelas das lesbes benignas, corando somente o componente intraepidérmico e
juncional, e sendo negativo no componente dérmico (60). As metastases de
melanoma também costumam apresentar-se positivas de maneira focal para este
marcador (60, 63).

A tirosinase é uma enzima envolvida na biossintese da melanina, sendo mais um
marcador citoplasmatico de alta sensibilidade e especificidade para lesdes
melanociticas. Sua imunopositividade se correlaciona inversamente com o estagio
clinico do melanoma. A coloragédo costuma ser mais homogénea nos estagios iniciais,
tornando-se heterogénea nos estagios tardios. Assim como ocorre com a expressao
de HMB45, marca-se em gradiente, com maior positividade epidérmica (66, 67).

O Melan-A é um componente da membrana do premelanossoma, produto do

gene MART-1(melanoma antigen recognized by T cell 1), apresentando sensibilidade
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e especificidade semelhantes ao HMB45 para marcacéao de células melanociticas (60,
64). Além das células melanociticas cutédneas, se expressa nas células retinianas,
ovarianas, nas células de Leydig do testiculo e células do cortex da suprarrenal (60,
62). Cora-se de maneira mais difusa e mais intensa que a proteina S-100 (60).
Algumas neoplasias melanociticas ndo apresentam expressao deste marcador, tais
como o melanoma desmoplasico e alguns melanomas de células fusiformes (60, 62).
Na pele com dano actinico croénico, o Melan-A também pode estar expresso em
gueratinécitos basais pigmentados, por esta razdo tem auxilio limitado na
diferenciacdo de ceratose actinica pigmentada e lentigo maligno. Nestes casos,
recomenda-se um painel imuno-histoquimico mais amplo com outros marcadores de
linhagens melanocitica e queratinocitica (60, 66, 68).

O marcador Ki-67 € usado para identificar proliferacéo celular, ndo somente em
lesGes melanociticas. Sua expressao nuclear é vista nas células que se encontram
nas fases G1, M, G2 e S do ciclo celular, estando ausente na fase GO (63, 69). Se por
um lado, este marcador ndo é util para caracterizar a lesdo como de origem
melanocitica, seu emprego € de grande utilidade na diferenciacdo entre lesdes
melanociticas benignas e malignas, sendo sua expressao maior nos melanomas
quando comparada aos nevos melanociticos adquiridos (61, 70). Ndo ha valor
padronizado para determinar um ponto de corte entre melanoma e nevos, entretanto,
a expressao de menos de 5% das células costuma ocorrer nas lesdes melanociticas
benignas e, em niveis superiores, entre 10 a 30% nas células do melanoma (61, 66,
70). Além disto, as les6es melanociticas benignas exibem a sua marcacéo na regido
juncdo dermoepidérmica e por¢des superficias da derme, enquanto os melanomas
exibem positividade nas margens profundas da leséo (62, 70). Sua avaliacao deve ser
cuidadosa, tendo-se em vista que a sua expressao pode também estar presente em
queratinécitos basais, células que normalmente também apresentam alto indice
proliferativo (66).

A proteina nuclear MiTF-1 (Microphtalmia transcription factor 1) atua no
desenvolvimento embriologico de melandécitos e na regulacdo da sintese da melanina,
sendo expressa na maioria das les6es melanociticas, e considerada de pouca
especificidade por positivar também em diversas outras células como macréfagos,
linfécitos, fibroblastos, musculo liso e células de Schwann (60, 62). Apresenta alta
sensibilidade, e por tratar-se de um marcador nuclear, sua interpretacdo é mais facil

comparativamente aos outros marcadores melanociticos com imunomarcagao
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citoplasmatica (60, 66). Apresenta utilidade também no diagndstico de metastases de
melanoma, sendo sua positividade observada em cerca de 88% destas lesdes (60,
63). Nao apresenta boa sensibilidade na marcacdo do melanoma desmoplésico,
sendo negativo na maioria destas lesdes (71).

Sox-10 é um fator de transcricdo da crista neural envolvido na diferenciacéo e
maturacdo das células tronco em células de Schwann e melandcitos (60, 72). O
anticorpo anti-Sox-10 marca as neoplasias melanociticas tanto benignas quanto
malignas, além de neoplasias das células de Schwann e tumores neuroectodérmicos
(60). Por ter expressao nuclear e marcacao difusa, a sua avaliacao é mais facil do que
a de outros marcadores de linhagem melanocitica (60, 61, 72). Sua grande
importancia reside na marcacdo de melanomas desmoplasicos, tendo em vista que
estes tumores frequentemente ndo coram para anticorpos altamente especificos dos
melanomas convencionais como Melan-A, MITF e HMB45. Faz a diferenciacdo do
melanoma desmoplasico com outros tumores de células fusiformes, além de auxilio
no diagndstico quanto a recidiva destas lesdes em cicatrizes pigmentadas, que podem
exibir fibroblastos e histiécitos imaturos mimetizando histologicamente células
melanociticas (60, 61, 72, 73). Frequentemente estes fibroblastos e histiécitos
apresentam-se positivos para S100, sendo a negatividade para SOX-10 dado
importante para acuracia diagnostica (73). Seu uso em conjunto com outros
marcadores, como 0 S-100 e o MiTF1, também apresenta utilidade na imunomarcacao
de metastases de melanoma, que tendem a apresentar maior negatividade para S-
100 que os tumores primarios (66).

Finalmente, lesbes melanociticas duvidosas na andlise clinica e/ou
histopatoldgica tem na imuno-histoquimica um aliado diagndstico. Nestes casos, se
imp0de a realizacdo de painéis com alguns destes marcadores acima combinados. O
diagndstico definitivo neste cenério se baseia na interpretacdo conjunta do padréo de
expressdo dos marcadores e nos dados clinicos e histolégicos da leséo (62).

2.4.1 Imuno-histoquimica dos nevos recorrentes:

Alguns nevos melanociticos recorrentes podem simular histologicamente o
melanoma, sendo a imuno-histoquimica a ferramenta capaz de auxiliar nesta

diferenciagao. Infere-se que a imunomarca¢ao dos NRs se comporte como nos nevos
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adquiridos.

Hoang et al, analisando 15 NRs, descreveram que sua amostra foi 100% positiva
para S-100 e Melan-A/MART-1, sendo a marcagdo homogénea tanto no componente
juncional como no dérmico. Diferentemente, a marcacao para HMBA45 e tirosinase se
apresentou em gradiente, com progressiva diminuicdo na intensidade e niumero de
células marcadas conforme houve um afastamento em relagdo ao componente
juncional em direcdo a derme profunda (9). O marcador proliferativo KI-67 foi positivo
em 4,6% das células névicas juncionais e em somente 0,93% das células névicas
dérmicas, achado compativel com lesGes melanociticas benignas (9).

O Marcador KI-67 foi analisado de maneira isolada em outra amostra,
evidenciando o mesmo indice proliferativo nas por¢des do nevo residual dérmico e

juncional recidivado (10).

2.5 Mutacdo de BRAF:

As mutag0Oes ativadoras do BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B1), um protooncogene da familia das serina-treonina quinases que regula o
crescimento celular, sdo encontradas com frequéncia em diversas neoplasias como o
melanoma, carcinoma papilar de tiredide, carcinoma colorretal, carcinoma ovariano,
leucemia de células pilosas, carcinomas de vias biliares, adenocarcinomas
pulmonares, entre outras (74, 75). Estima-se que cerca de 5-7% de todas as
neoplasias em humanos apresente alguma mutacéo neste gene, sendo a substituicdo
do aminoécido valina pelo acido glutamico, no cédon 600 (V600E), a mutacdo mais
frequente, correspondendo a cerca de 95% dos casos (74, 76, 77). A presenca desta
mutacdo também é descrita em tumores benignos como os nevos melanociticos e
pélipos intestinais, acreditando-se que esta seja uma etapa precoce na génese
tumoral (74).

A mutacdo de BRAF é considerada um evento inicial em cerca de 50-60% dos
casos de melanoma, sendo mais prevalente nos melanomas de espalhamento
superficial, ocorrendo mais em pacientes jovens com pouco dano actinico e em menor
guantidade naqueles localizados na regido de cabeca e pescoco (61, 76, 78). Sua

identificacdo tem grande utilidade para o planejamento terapéutico naqueles casos
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com doenca avancada, onde o uso de drogas inibidoras do BRAF como o
vemurafenibe e o dabrafenibe estao disponiveis para uso (61, 76).

A mutacdo de BRAF pode ser detectada classicamente por meio de
sequenciamento génico, e mais recentemente por meio de marcacdo imuno-
histoquimica, método de menor custo, mais rapida execucao e mais facil interpretacao
(76). Andlises comparativas dos dois métodos demonstraram que o imunomarcador
VE1 anti-BRAF-VE600E € altamente sensivel (85-100%) e especifico (94-100%)
gquando comparado a métodos de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), em
identificar esta mutacdo em linhagens tumorais, ja4 tendo sido avaliado

comparativamente também em melanomas (61, 74, 76, 79, 80).

2.5.1 Mutacdo de BRAF nos nevos melanociticos:

A avaliagdo da presenca da mutacdo de BRAF V600E em nevos melanociticos,
demonstrou-se positiva na maioria das lesbes, sendo a prevaléncia descrita entre 57
e 87,5%, acreditando-se que este seja um evento inicial também na nevogénese (11,
12).

A relacdo de sua expressdo com a exposicao solar ja foi avaliada, ndo se
demonstrando aparentemente uma relacao de causa e efeito entre elas (81, 82, 83).

Ichii-Nakato et al, por meio de analise de sequéncia de DNA corroboraram com
esta idéia. Descreveram taxas de mutacdo de BRAF de 84,4% em nevos localizados
em areas de exposi¢do solar cronica e de 81,4% naqueles localizados em areas
fotoprotegidas, sugerindo pelas taxas similares, que a exposicdo a radiacao
ultravioleta (RUV) nédo é fator determinante para aquisicdo da mutacao, sendo talvez
relevante em outras etapas do processo tumoral (81). Ainda em relacdo a exposicao
a RUV, Karram et al, avaliaram a prevaléncia da mutacdo nas células névicas em
relacdo a areas geograficas com distintas incidéncias solares, localizagcbes
anatbmicas diversas dos nevos e dano solar crénico cumulativo cutaneo medido pelo
grau de elastose solar, ndo achando dados que sustentem o papel relevante da
exposicdo a RUV como fator promotor da mutacdo (82). Especula-se que a RUV
possa estar envolvida na nevogénese por “assinaturas” mutacionais especificas e por
outros mecanismos mais complexos. Dentre eles, induzindo diretamente a

proliferacdo dos melandcitos pela ativacdo de receptores de fatores de crescimento
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localizados na superficie celular, por meio do estresse oxidativo, e poderia ativar o
receptor de melanocortina 1, induzindo o crescimento dos melandcitos, e por fim a
exposicdo a RUV também teria a capacidade de regular positivamente a producao de
fatores de crescimento como a endotelina-1 e o fator de crescimento derivado dos
fibroblastos (81).

Ainda em nevos, estudos apontam para uma correlacdo de algumas
caracteristicas histoldgicas e dermatoscoépicas das lesdes névicas com a presenca da
mutacdo BRAF V600E. A imunomarcacéo € significativamente maior nos nevos de
padrao dermatoscopico globular quando comparados aos reticulares (84, 85). Este
achado é compativel com as diferencas em relacéo a presenca da mutacao descritas
nos diversos subtipos histolégicos, sendo demonstrada maior positividade nas lesées
com ninhos dérmicos quando comparadas aos nevos juncionais, cujo componente
névico localiza-se na juncao dermoepidérmica (14, 82, 84, 85, 86, 87).

Diferencas na imunomarcagdo com BRAF relacionadas a idade dos pacientes
cujos nevos foram estudados, ndo foram significativas na maioria dos trabalhos (81,
85). Por outro lado, Karram et al acharam significancia em relacao a idade, sendo os
nevos de pacientes mais idosos mais frequentemente mutados para BRAF na sua
amostra, indo de encontro a informacao sobre as caracteristicas dermatoscopicas
mais prevalentes, tendo em vista que nevos de padrao globular tendem a estar mais
presentes em pacientes jovens (82). Desta maneira, ainda é controversa a relacéo
entre a mutacdo de BRAF e a faixa etaria dos pacientes.

Ainda sobre a influéncia da mutacdo de BRAF em nevos adquiridos, foram
descritas alteracdes dermatoscopicas em mais da metade dos nevos melanociticos
de pacientes em uso de vemurafenibe, inibidor seletivo do BRAF V600E, sendo que o
achado mais encontrado foi o aparecimento ou desaparecimento de glébulos, eventos
provavelmente secundarios a inibicdo ou ativacdo da via da MAPK/ERK, dependente
da presenca ou auséncia da mutacéo névica de BRAF (84, 88).

Quando pacientes com multiplos nevos excisados foram analisados para a
mutacdo de BRAF, em alguns estudos, revelaram uma predisposi¢cao a demonstrar
em todos 0s seus nevos 0 mesmo status para a mutacdo, sugerindo uma provavel
predisposicdo genética envolvida na promocdo da mesma (82, 89). Esta
predisposicao ndo foi confirmada em todas as séries analisadas (90).

A avaliacdo de nevos congénitos para a mutagdo de BRAF V600E, ndo mostrou

dados significativamente diferentes daqueles encontrados nos nevos adquiridos (12,
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83, 89). Descreveu-se que a prevaléncia da mutacdo se assemelha a dos nevos
adquiridos nagueles nevos melanociticos de tamanho pequenos (<1,5 cm), sendo
significativamente diminuida naqueles considerados médios (entre 1,5 e 20 cm), e
raramente encontrada nos gigantes (>20 cm). Os nevos maiores tendem a apresentar
mais a mutacao de NRAS (91, 92, 93).

Os nevos displasicos, quando avaliados isoladamente, apresentam a mutacao
em BRAF com prevaléncia média ao redor de cerca de 60%, assemelhando-se aos
nevos adquiridos comuns (90, 91). Ja os nevos azuis, apresentam baixa prevaléncia
desta mutacao, corroborando a sua natureza melanocitica distinta (91, 94). Por ultimo,
0s nevos de Spitz apresentam a mesma caracteristica dos nevos azuis, sendo a
mutacao de BRAF achado pouco prevalente (91).

Até este momento, ndo encontramos estudos avaliando a presenca desta

mutacdo em NRs.



Quadro 1: Resumo das caracteristicas histologicas dos nevos melanociticos recorrentes
elaborado a partir dos principais estudos realizados até 0 momento.

Caracteristicas histoldgicas Park et al. (4) Hoang et al. (9) King etal. (1)
n=175 n=15 n=357

Envolvimento anexial 45/175 (26%) 1/15 (7%) 20/357 (6%)
Atipia nuclear 73/175 (42%)* 12/15 (80%)** 93/357 (26%)
Mitoses *** 14/175 (8%) 1/15 (7%) NA
Hiperplasia lentiginosa 129/175 (74%) NA 303/357 (85%)
Hiperplasia lentiginosa proeminente 61/175 (35%)
Disseminacéo pagetoide 63/175 (36%) 2/15 (13%) 20/357 (6%)
Inflamacéo 136/175 (78%) 10/15 (67%) 46/357 (13%)
Inflamagéo proeminente 28/175 (16%) 22/357 (6%)
Fibrose 164/175 (94%) 15/15 (100%) NA
Assimetria arquitetural NA 7/15 (47%) NA
Envolvimento perineural NA 0/15 (0%) NA
Melan6fagos NA 11/11 (100%) NA
Padrédo confluente NA NA 71357 (2%)
“Dropping off” das células névicas **** 63/175 (36%) NA NA

NA= ndo avaliado

* Considerada de baixo grau na maioria das lesdes.

**Atipia nuclear de alto grau ndo foi encontrada em nenhuma les&o.
*** Somente no componente juncional.

**** Descrito como a “queda” de células névicas da jungdo dermoepidérmica para a cicatriz fibrotica, mantendo a

configuracdo de células A.
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A maioria dos nevos recorrentes apresenta caracteristicas clinicas e dermatoscopicas
que possibilitam o seu inequivoco diagnostico. Uma parte destas lesbes, porém,
apresenta achados que se sobrepdem aos de lesfes melanociticas malignas, sendo

necessario a avaliacdo histopatologica e por vezes a avaliacdo da expressdo de

3. Marco conceitual

marcadores imuno-histoquimicos para o correto diagndéstico das mesmas.

Lesdo pigmentada em
sitio de cicatriz —
Nevo recorrente?

l

SIM

Nevo melanocitico

Conhecimento exame
anatomopatolégico da

lesdo inicial?
benigno prévio:
PROVAVEL Nevo l NAO
recorrente

T~

Avaliacdo clinica e
dermatoscdpica

T

Clinica e dermatoscopia
caracteristicas de nevo
recorrente

Achados que NAO
diferenciam natureza da
lesdo

Figura 2. Marco conceitual:

recorrentes.

l

Exérese para avaliacdo
histopatolégica

T~

Histopatologia tipica de
nevo recorrente

Histopatologia ndo
conclusiva

!

Avaliacdo de painel de marcadores
imunoistoguimicos

processo diagnostico dos nevos melanociticos



38

4. Justificativa

Lesdes melanociticas recorrentes podem constituir-se um desafio diagndstico na
pratica diaria dermatolégica. A recidiva de nevos melanociticos ndo é evento
incomum, principalmente quando a remocao da lesdo primaria é feita pela técnica de
exérese tangencial, amplamente utilizada devido ao bom resultado estético da
mesma.

Sabendo-se que 0s nevos recorrentes podem mimetizar clinicamente e
dermatoscopicamente o0 melanoma de espalhamento superficial, o estudo da
caracterizacao histopatologica e imuno-histoquimica destas lesdes se faz pertinente,
tendo em vista ainda a sua escassa abordagem na literatura. O adequado diagndstico

destas lesdes benignas, evita abordagens cirlrgicas e clinicas mais agressivas.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo principal:

Avaliar as caracteristicas histologicas e a expressdo imuno-histoquimica de
HMB-45, tirosinase, Ki-67 e BRAF em uma amostra de nevos melanociticos

recorrentes.

5.2 Objetivos secundarios:

Verificar associacdo da expressdo imuno-histoquimica de BRAF dos nevos
recorrentes com as seguintes caracteristicas clinicas do paciente:

- Sexo

- idade

- fototipo

Verificar associacdo da expressdo imuno-histoquimica de BRAF dos nevos
recorrentes com a localizacdo anatébmica da lesdo primaria: areas fotoexpostas e

areas nao fotoexpostas.

Verificar associacdo da expressdo imuno-histoquimica de BRAF dos nevos
recorrentes e as seguintes caracteristicas dermatoscopicas de suas lesdes primarias:

- padréo global

- presenca de pontos

- presenca de globulos

- presenca de estruturas vasculares

- presenca de pelo terminal

- namero de cores

- presenca de areas sem estruturas

- presenca de pigmentacao anular
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7. Artigo em inglés

7.1 TITLE
The histopathological aspects and BRAF immunohistochemical expression in

recurrent melanocytic nevi

7.2 ABSTRACT

Background:

A recurrent nevus is a pigmented lesion occurring at the site of removal of a
previous benign melanocytic nevus. There are well-known clinical and dermoscopic
aspects already described for these lesions, however studies that assess their
histopathological and immunohistochemical features are scarce and little is also known

regarding their pathophysiological mechanisms.

Objectives:
To evaluate the histological and immunohistochemical features of a sample of

recurrent melanocytic nevi, and the association of the immunohistochemical
expression of BRAF in these nevi with clinical and dermatoscopic predictors for

recurrence evaluated retrospectively in their primary lesions.

Methods:

A cross-sectional study, with a sample of 58 recurrent nevi (RNs) were evaluated
for their histological features. In addition, the immunohistochemical expression of
HMB-45, tyrosinase, KI-67 and BRAF-V600E in the lesions was evaluated. Finally, we
looked at the association of the immunohistochemical expression of BRAF in the

recurrent nevi with clinical and dermoscopic aspects of their primary lesions.

Results:

A trizonal pattern was found in 84% of the lesions. Most RNs presented
architectural asymmetry (56%) and lentiginous hyperplasia (76%). Fibrosis (98%) and
inflammation (96%) were found in almost the entire sample. Uncommon findings were
the confluence of junctional nests (12%) and the “dropping off” of nevus cells into the
dermal scar (1.7%). Melanophages were found in 79%, and adnexal involvement by

nevus cells in 22% of the cases. We found no perineural involvement or mitosis in any
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of the evaluated lesions. Pagetoid spread and cell atypia, were found to be slight to
moderate in 30% and 15% of the lesions, respectively.

The immunohistochemical analysis showed graded expression of positive
immunostaining for HMB-45 (98%) and tyrosinase (91%). KI-67 exhibited an average
proliferative index of 2.83%, almost exclusively in the junctional component.

The BRAF expression was found to be positive in 42 NRs (72.4%). It occurred
exclusively in the junctional portion in 7 lesions, in the dermal portion in 28 and in both
locations in 7 lesions. Moreover, BRAF positive expression was associated to the
location in sunexposed areas (p = 0.01), and for the dermoscopic presence of annular

hyperpigmentation (p = 0.041).

Conclusion:

We have demonstrated that the most common histopathologic pattern of
recurrent nevi is composed of a trizonal pattern associated with architectural
asymmetry. Other common histological findings include lentiginous hyperplasia,
fibrosis, inflammation, absence of mitosis and absence of cell atypia. We also
demonstrated by Ki 67 expression that these lesions have a low proliferative rate and
that HMB-45 and tyrosinase expressions demonstrate a gradient pattern. Moreover,
we observed that BRAF expression positivity is high among recurrent nevi, occurring
independently in the junctional and dermal portions of the nevi. Finally, it seems that
this expression is more common in lesions on sunexposed areas and is associated

with the occurrence of annular pigmentation on dermoscopy of primary lesions.

KEYWORDS: recurrent nevus, pseudomelanoma, melanocytic nevus,

immunohistochemistry, BRAF

7.3 INTRODUCTION

Recurrent nevi (RN), also known as pseudomelanoma, is an important differential
diagnosis of melanoma when a pigmented lesion occurs on scars. Therefore,
recognition of its clinical and dermoscopic characteristics is of great importance to
avoid unnecessary surgical treatments, especially in those cases in which the

histopathological diagnosis of the primary lesion is unknown.
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They are known to occur in younger patients, most commonly appearing within 6
months after the excision of the original nevus, and tend to stop growing with time,
unlike melanoma, which continue to progressively increase and can appear months to
years after the primary lesion has been removed (1, 2, 3). Recurrent nevi more
commonly appear following shave biopsies, and among the subtypes of common nevi,
they usually occur when the initial lesion has a dermal component (compound and
intradermal nevi) (1,2,4).

The most relevant dermoscopic findings of recurrent nevi are the presence of
segmental radial lines, heterogeneous pigmentation and globules. Notably, the
recurrent lesion does not extend beyond the edge of the scar, a very relevant fact in
the differentiation from recurrent melanoma, in which the scar borders are not
respected (3,5,6,7,8). Moreover, annular pigmentation, multiple colors, terminal hair
and dots have been described recently as dermoscopic predictors of recurrence when
these features are present in primary lesions (2).

Despite the characteristics described above, clinical diagnosis is not always
possible and equivocal lesions should be removed. Upon histopathologic examination,
the classic pattern described is a trizonal pattern, consisting of a lentiginous junctional
component on a dermal scar, in addition to the presence of residual deep dermal nevus
cells (4). Nevertheless, prominent pagetoid spread, inflammatory infiltrate,
architectural asymmetry, melanocytic atypia, and follicular involvement have also been
described, demonstrating that histologically these lesions may also represent a
diagnostic challenge (1,4,9).

It is suggested that recurrent nevi (RNs) might present similar
immunohistochemical expression pattern in comparison to benign melanocytic nevi.
However, data on the immunohistochemical characteristics of these lesions are scanty,
(9,10) and the technique can be of great importance in differentiating those lesions
with atypical histology.

The mutations that activate BRAF (v-raf murine viral sarcoma oncogene homolog
B1), a protooncogene of the serine threonine kinase family that regulates cell growth,
are frequently found in both melanomas and benign melanocytic nevi. BRAF is
believed to be an initial event in melanocytic tumor genesis (11,12,13). As far as we
know, its presence in RNs has never been studied, and its role in the genesis of these

lesions is unknown.
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The aim of this study is to characterize histopathologic features of recurrent
melanocytic nevi and also its immunohistochemical expression pattern. Additionally,
we will investigate the association of BRAF expression in these nevi with clinical and

dermoscopic characteristics of their primary lesions.

7.4 METHODS

Sample

A cross-sectional study was conducted using 58 recurrent melanocytic nevi
obtained from a previous prospective study (2). We performed standardized shave
biopsies of 224 common melanocytic nevi from 61 patients who presented to the
Department of Dermatology of Hospital de Clinicas de Porto Alegre between
September 2013 and January 2014. All lesions included were clearly of benign origin
and had only been removed at the request of the patients either due to local symptoms
or aesthetic discomfort. Recurrences had been detected at the 6-month follow-up visit,
and the recurrent lesions were completely excised for analysis. The project was
approved by the Research Ethics Committee of the institution, and all the patients
signed an informed consent form.

Clinical data collection

The following clinical data obtained from patients and the precursor lesions were
used in the analysis: sex, age, phototype and the anatomical location of the lesion.
Location was defined as a sunexposed area if the lesions occurred on the face and
extremities, and as sunprotected areas if occurred on trunk. The following dermoscopic
data on the precursor nevi were also analyzed: global pattern, dots, globules,
structureless areas, number of colors, the presence of vessels, the presence of
terminal hair, and annular hyperpigmentation

Histologic analyses

The slides were analyzed by an experienced dermatopathologist, and the
following histological findings were assessed: architectural symmetry, presence of
trizonal pattern, presence of residual nevus, lentiginous hyperplasia, pagetoid spread,
confluent melanocytic nests, nevus cells “dropping off” into the scar, presence of
melanophages, fibrosis, inflammation, adnexal nevus involvement, perineural nevi

involvement, mitosis, and nuclear atypia.
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Immunohistochemical analyses

The immunohistochemical reaction was performed on the Benchmark ULTRA®
automation platform (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona) and the paraffin
block samples were cut on a microtome set to 3um. Additionally, each slide received
a positive control and dewaxing was performed on the equipment using the EZ PREP
reagent. Antigenic recovery was performed using ultra CC1, pH 9.0, at 95°C for 64
minutes, followed by peroxidase blocking with the Ultra View Universal DAB Inhibitor
reagent (3% H202), present in the detection system. The following primary antibodies
were used: anti HMB-45, clone HMB45, dilution 1:100 (Cell Marque®) which was
incubated for 32 minutes at 42°C; anti-Ki67, clone 30-9(Roche®), incubated for 16
minutes at 37°C; anti-Tyrosinase, clone T311, (Cell Marque®), incubated for 12
minutes at 37°C. After incubation of the primary antibody, the reaction was detected
with the aid of the Ultra View Universal DAB detection kit (multimers), using the
diaminobenzidine chromogen (DAB) present in the kit. The slides were counterstained
with Mayer's hematoxylin, differentiated with Bluing reagent (Li2CO3 + Na2CO3), and
examined after dehydration and mounting. In processing the slides for the BRAF
antibody, antigenic recovery was performed at 100°C, and the antibody used was the
anti-BRAF, clone VE1(Roche®), which was incubated for 20 minutes at 36°C. The
antibody reaction was detected with the aid of the Optiview DAB IHC detection system
(multimers + linker), using the chromogen diaminobenzidine (DAB) present in the Kit,
with the remaining steps being the same as those described for the other markers.

IHQ expression was assessed initially by the positivity of the antibodies.
Additionally, we analyzed the expression pattern throughout the components of the
nevi and divided in homogeneous, when the expression happened in all nevi portions
with the same intensity, or heterogeneous, describing the intensity of the staining on
junctional and dermal components of the lesion. In the evaluation of KI-67, the
percentage of nevus cells with antibody expression was estimated.

We also investigated the association of BRAF immunohistochemical expression
and the presence of clinical and dermoscopic predictors of recurrency described
above.

Statistical analyses

The data are presented with their frequencies. The association of variables was
measured using Fisher's exact test, with a significance level of 5% (p <0.05), with the

Student's t test being used for quantitative variables.



53

7.5 RESULTS

The histopathological findings are detailed in Table 1.

The vast majority of the evaluated lesions (49/58, 84.5%) had the classic trizonal
pattern, characterized by the presence of a lentiginous junctional component,
associated with a fibrous dermal scar on nests of residual deep nevus cells (Figure 1).
In 8 lesions (13.8%), no deep residual nevus component was seen, while being present
in the others.

Most of the recurrent nevi (33/58, 56.9%) showed: architectural asymmetry
(characterized by differences in the contours, size and shape of the nests of
melanocytic cells, the distribution of the intraepithelial and dermal components, and
inflammatory infiltrate in relation to the two halves when the lesion was divided through
the center by an imaginary vertical axis); in addition to mild to moderate lentiginous
hyperplasia (44/58, 75.9%), while being prominent in only 4 lesions.

Fibrosis (57/58, 98.4%) and inflammation (56/58, 96.5%) were found in virtually
all the lesions. Most of the lymphocytic inflammatory infiltrate was graded as mild,
located perivascularly in the superficial dermis in 65.5% of the cases and, in addition
to perivascular, also associated with the scar region in 29.3% of them.

We noted the presence of confluent of junctional nests in a few lesions (7/58,
12.1%), as well as the nevus cells “dropping off” into the scar (1/58, 1.7%). No
perineural involvement was seen, nor were mitoses found in the entire sample.

While the presence of melanophages was a common finding (46/58, 79.2%),
adnexal involvement (13/58, 22.3%) was less frequent, occurring prominently in only
2 lesions.

Approximately 30% of RNs showed pagetoid spread, which in all cases was
graded as mild or moderate. Cellular atypia was found in 15% of the sample, with no
cases of marked atypia.

In relation to immunohistochemical antibodies, the HMB-45 marker was positive
in 57 of the 58 RNs (98.3%). The expression showed a gradient pattern, being strongly
positive in the junctional component, tending to be negative in the deeper portions of
the nevi (Figure 2). Tyrosinase presented the same gradient pattern as HMB-45, being
positive in 91.4% of cases (53/58).
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The KI-67 expression showed a staining index that varied from 1 to 8% of the
junctional nevus cells, with an average of 2.83%. The staining was positive in the
dermal nests of only one lesion. All the others were only positive in the junctional
component.

Positive BRAF expression was found in 42 recurrent nevi in our sample (72.4%).
The staining was seen to occur exclusively in the junctional portion in 7 lesions, in the
dermal portion in 28 and in both locations in 7 lesions (Figure 3).

We analyzed BRAF expression positivity and the clinical features of the primary
lesions (Table 2), and we found an association with its location in a photo-exposed
area (p = 0.01) and with the dermoscopic presence of annular hyperpigmentation (p =
0.041).

7.6 DISCUSSION

In this study we were able to demonstrate that recurrent nevi mostly present
architectural asymmetry and a trizonal histological pattern. These lesions exhibit a low
mitotic index when their nuclear expression is evaluated with KI-67, in addition to a
gradient pattern of HMB-45 and tyrosinase expression. In addition, we found that
BRAF expression is common in these lesions, being present in 72.4% of cases.
Moreover, its positivity seems to be more common in nevi on sunexposed areas and
to be associated to dermoscopic aspects such as annular pigmentation.

Few studies have objectively attempted to assess the histological characteristics
of recurrent nevi (1, 4, 9). Park et al, retrospectively analyzed a sample of such lesions
and reported that most displayed a trizonal histological pattern. In our study, this
pattern, found in 84.5% of the RNs, was more prominent than in the sample described,
which reported it in 52% of the 175 assessed lesions. The difference is probably related
to the diversity of surgical methods used by them, which were not detailed (4).

In their sample of 15 RNs, Hoang et al, described the presence of architectural
asymmetry, which is rare in primary melanocytic nevi, in about half the lesions (9). We
found a very similar proportion of architectural asymmetry in our sample of lesions.

The fact we found no mitoses also corroborates data previously described in the

literature, and serves as an important differentiating factor with melanocytic lesions of
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malignant origin, in which the mitotic index is usually high. When mitoses are found in
RNSs, they occur in the junctional component of the lesion (4, 9).

The presence of nevus cells in a perifollicular arrangement or invading adnexal
structures has been described, but this finding was not more prominently found than
in primary nevi in the previous series, being described in about 6% of cases (1, 9). It
was more common in our sample (22%), however due to the relatively small sample
size, it may be due to inter-observer variance, and cannot be considered relevant data.

Moderate melanocytic atypia has been found in RNs, with reports of larger nevi
cells, more prominent nuclei and nucleoli, being described as significant when
compared to the primary nevi. Intense atypia, as found in melanomas, has not been
described (1, 4, 14). Our data on the prevalence and intensity of this finding are similar
to the previously published data.

Pagetoid spread, a finding that may hinder differentiation from melanoma, tended
to be discreet in most lesions, as was inflammatory infiltrate. This was found in almost
the entire sample, and also as previously described, it is not very prominent and is
located predominantly in the upper dermis in a perivascular position (4, 9).

The presence of nevus cells "dropping off* into the dermal scar was not a
significant finding in our series, being found in only 1 lesion, in contrast to what was
reported by Park et al who found it in one third of their sample (4). On the other hand,
the presence of melanophages was a common finding in our RNs.

Anatomopathological examination of all the characteristics described above can
easily differentiate the vast majority of recurrent nevi and melanomas. Nevertheless, a
minority of lesions may demonstrate a combination of common findings such as
pagetoid spread, the irregular distribution of melanocytic nests, adnexal involvement,
cytological atypia and more prominent lymphocytic infiltrate, which may lead to
diagnostic doubt mainly in relation to regressed melanoma and recurrent melanoma,
thus requiring application of the immunohistochemistry technique (15).

Characterization of the immunohistochemical profile of RNs has been little
explored in previous papers. The same study by Hoang et al, which analyzed 15
lesions in terms of the histopathological pattern, reported their sample was 100%
positive for S-100 and Melan-A/MART-1, a finding that does not differentiate between
benign and malignant melanocytic lesions, as these markers serve to differentiate
melanocytic lines from other cell lines (9, 16, 17).

We showed expressive positivity of HMB45 and tyrosinase, with the staining
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pattern, with strong junctional positivity and decreased presence in the dermal
component, characteristic of benign lesions. This finding had been characterized in
Hoang’s sample (9). The HMB-45 marker (human melanoma black 45) is a monoclonal
antibody directed against a glycoprotein component of the premelanosome (gp100),
which identifies active, immature and intradermal melanocytes and is not a marker for
quiescent melanocytes (16, 17). Tyrosinase is an enzyme involved in melanin
biosynthesis, and is a highly sensitive and specific cytoplasmic marker for melanocytic
lesions (18, 19).

As for the KI-67 marker, used to identify cell proliferation, our data go against
those reported by King et al, whose marking displayed a proliferation index of equal
intensity in the dermal and junctional nevus portions, and again resemble the Hoang’s
sample, which shows predominantly junctional positivity, with a low proliferative index.
We showed an average junctional marking of 2.83%, a much lower figure than
expected for malignant melanocytic lesions, which usually present a positive index in
about 10 to 30% of the cells, over the entire extension of the lesion (9, 18, 20, 21).

For the minority of recurrent nevi that cannot be differentiated by means of clinical,
dermoscopic or histopathological examination, we suggest a panel combining HMB-
45 or tyrosinase plus KI-67 would be sufficient to differentiate between recurrent nevi
and melanomas (primary or recurring), without the need for additional markers.

As yet, the pathophysiological mechanism behind recurrent nevus has not been
completely clarified and, despite there being several proposed theories, none has been
shown to be definitive (22, 23, 24, 25, 26, 27). We aimed to investigate for the first time
a potential role of BRAF in this scenario. We found BRAF expression in 72.4% of our
RNs, a figure similar to that described for common acquired nevi (11,12). Yeh et al
reported among acquired nevi a homogeneous BRAF expression pattern in all the
nevus cells of the positive cases and inferred that BRAF mutation might trigger the
clonal expansion of the lesions (11). Marchetti et al also showed a homogeneous
BRAF expression in positive cases across all the nevus cells (28). Surprisingly, we
observed a heterogeneous BRAF expression pattern in recurrent nevi. Indeed 35 of
the 44 lesions were positive only in one portion of the lesion either the junctional or the
dermal nevi component. Interestingly when BRAF expression was positive in both
components, it showed a homogeneous pattern across all nevus cells, thus
corroborating the previously described data in acquired nevi. This finding suggests the

presence of different cell lines in each portion in those nevi and strongly suggest that



57

the junctional portion of recurrences does not derive from the multiplication of the
remaining dermal nevus cells in such cases.

When evaluating BRAF expression with clinical data of primary lesions we could
demonstrate that it was associated with lesions located in sunexposed areas. It is not
completely elucidated the potential role of sun exposure in BRAF positive cells in
melanocytic tumors. Viro et al showed in an elegant assay that UV might accelerate
BRAF-driven melanomagenesis by targeting TP53. (29) Moreover, Thomas et al also
demonstrated in melanoma cells, that early in life UV exposure was more associated
with BRAF mutated melanomas (30). Contrastingly other studies do not show effects
of UV exposure in BRAF expression (31, 32). Ichii-Nakato et al, described high rates
of BRAF mutation, assessed via DNA sequencing analysis, both in nevi located in
chronic sundamaged areas as well as in sunprotected areas, suggesting that UV
exposure would not be a determining factor for the acquisition of the mutation, but
perhaps being relevant in other stages of the tumor process (32). Karram et al.
assessed the prevalence of mutation in the nevus cells in relation to geographic areas
with different solar incidences, different anatomical locations of the nevi and cumulative
chronic cutaneous solar damage measured by the degree of solar elastosis, and found
no data to support any relevant role of UVR exposure as a promoting factor (31). It is
beyond the scope of this study to elucidate the pathway for this association, but it
seems that BRAF positive expression in recurrent nevi occur more frequently in
sunexposed areas. We could not find statistical association of BRAF expression with
other clinical data such as age, phototype, and presence of tanning.

We also found an association of BRAF positive expression with annular
hyperpigmentation. We initially described this dermoscopic finding as a relevant
predictor of nevus recurrency (2). We speculate that it could mean greater nevus
activity in the perifollicular region, which is crucial for repopulation of the
dermoepidermal junction by totipotent cells. Further studies are needed to confirm this
hypothesis. Other dermoscopic aspects of the primary lesions we not associated with
positive BRAF expression.

Our study has some limitations. Some analyses would benefit of a larger sample,
more immunohistochemical antibodies could have been tested and histopathological
examination could be checked by a second dermatopathologist. Nevertheless, we are
confident that our results reflect the histologic and immunohistochemical scenario of

recurrent nevi.
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In summary, we demonstrate that the typical histopathology of recurrent nevi
displays a trizonal pattern associated with architectural asymmetry, while common
histological findings include the presence of lentiginous hyperplasia, fibrosis,
inflammation, and the absence of mitosis and cell atypia. We have demonstrated that
these lesions exhibit a low proliferative index through the nuclear expression of KI-67,
in addition to the graded expression of the HMB-45 and tyrosinase markers.
Furthermore, we demonstrated for the first time the BRAF immunohistochemical
expression in these nevi and demonstrated that it occurs independently in the
junctional and dermal portions. Finally, we observed that BRAF expression is more
frequent in lesions located on sunexposed areas and that it is associated with the

dermoscopic finding of annular pigmentation in the primary nevi lesion.
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Figure 1- HE (200x) trizonal pattern: lentiginous junctional component (=),
associated with a dermal fibrous scar (*) above nests of residual deep nevus cells
().

Figure 2 — HMB-45 (100x) gradient pattern: strong expression in the junctional

component (=), fading expression towards deeper nevi zones

Figure 3 — BRAF (100X) expression in the junctional (=) and dermal component ().



Table 1: Histological characteristics of the recurrent nevi

Histological features Number of lesions (%)
Architectural asymmetry 33/58 (56,9%)
Trizonal Pattern 49/58 (84,5%)
Residual nevus cells 50/58 (86,2%)
Lentiginous hyperplasia 44/58 (75,9%)
Pagetoid spread 17/58 (29,3%)
Confluent pattern 7/58 (12%)
Dropping off of nevus cells 1/58 (1,7%)
Melanophages 46/58 (79,2%)
Fibrosis 57/58 (98,3%)
Inflammation 56/58 (96,6%)
Adnexal involvement 13/58 (22,3%)
Perineural involvement 0/58 (0%)
Mitoses 0/58 (0%)
Cellular atypia 9/58 (15,5%)

Table 2: Immunohistochemical characteristics of recurrent nevi

immunohistochemical Number of lesions with
antibody positive expression (%)
HMB 45 57/58 (98,3%)
Tirosinase 53/58 (91,4%)
KI-67 57/58 (98,3%) *
BRAF V600E 42/58 (72,4%)

* average of 2.83% of junctional cells positivity



Table 3: Frequency of qualitative clinical and dermoscopic features of primary
melanocytic lesions and correlation with BRAF mutation

Clinical and dermoscopic BRAF BRAF P value
features positive negative
n (%) n(%)
Sex
Female 32 (78%) 16 (94%) 0,253
Male 9 (22%) 1 (6%)
Skin type
I 0 0 0,126
Il 0 2 (12%)
I 28 (68%) 11 (65%)
v 9 (22%) 4 (23%)
Y 4 (10%) 0
Anatomical location
sunexposed area 32 (78%) 5 (29,4%) 0,001
sunprotected area 9 (22%) 12 (70,6%)
Global dermoscopic pattern
Reticular 1 (3%) 0 0,707
Globular 3 (7%) 0
Cobblestone 2 (5%) 0
Homogeneous 35 (85%) 17 (100%)
Presence of dots
Yes 11 3 (17,6%) 0,523
No (26,8%) 14 (82,4%)
30
(73,2%)
Presence of globules
Yes 11 5 (29,4%) 0,893
No (26,9%) 12 (70,6%)
30
(73,2%)
Vascular structures
Yes 22 8 (47,1%) 0,775
No (53,7%) 9 (52,9%)
19
(46,3%)
Terminal hair
Yes 27 10 (58,8%) 0,765
No (65,9%) 7 (41,2%)
14
(34,1%)
Number of colours
1 29 13 (76,5%) 0,290
2 (70,7%) 3 (17,6%)
3 12 1 (5,9%)
(29,3%)

Structureless areas
Yes 13 (76,5%) 0,753




No 28 4 (23,5%)
(68,3%)
13
(31,7%)
Annular pigmentation
Yes 23 4 (23,5%) 0,041
No (56,1%) 13 (76,5%)
18
(43,9%)

Fisher's Exact Test.
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8. Consideracdes finais

As caracteristicas histopatologicas e imuno-histoquimicas dos nevos recorrentes
ainda foram pouco exploradas na literatura. A diferenciacdo destes nevos com o
melanoma é fundamental, especialmente, quando caracteristicas do tumor primario
estdo ausentes e quando as caracteristicas clinicas e dermatoscépicas das lesées sédo
insuficientes para seu diagnostico. Neste estudo descrevemos uma analise detalhada
de uma amostra destas lesdes.

Nossos achados corroboram dados ja existentes e fortalecem a caracterizacao
dos nevos recorrentes. O conjunto das caracteristicas anatomopatolégicas descritas
no estudo, diferenciam a grande maioria dos NRs e melanomas.

A minoria destas lesdes pode demonstrar uma combinacdo de achados
histoldgicos que pode gerar duvidas diagndsticas, principalmente com o melanoma
com regressdo e o melanoma recorrente, necessitando do uso da técnica de imuno-
histoquimica.

Para estas lesdes, sugerimos que o uso de um painel com HMB45 OU tirosinase
+ KI-67, seja suficiente para diferenciagdo entre nevos recorrentes e melanoma, sem
necessidade de marcadores adicionais.

Por ultimo, avaliamos de forma inédita a expressao imuno-histoquimica de BRAF
Nnos nevos recorrentes. Sua expressao distinta nas diferentes porcbes névicas
recorrentes, positividade associada a exposicédo solar e positividade relacionada a
pigmentacdo anular dermatoscoépica, agrega conhecimento no campo ainda pouco
entendido da génese das lesbes recorrentes. Estes dados agregam conhecimento

para realizacdo de novos estudos na area.
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9. Perspectivas futuras

Este estudo oferece perspectivas para novas analises uma vez que o banco de
dados coletado permite vislumbrar projetos que avaliem as expressées imuno-
histoquimicas avaliadas aqui, em especial de BRAF, também nos nevos precursores
e, desta forma, poder auxiliar no melhor entendimento desta via molecular no

processo de recorréncia.
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10. Anexos

Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Introducéo:
Este documento visa informar vocé a respeito do projeto de pesquisa intitulado: “Avaliacdo das caracteristicas

clinicas, dermatoscépicas e histolégicas de nevos melanociticos recorrentes” expondo suas principais
caracteristicas. Ap6s as explicacdes verbais e as que se seguem, e a resposta a todas as dividas manifestadas,
caso vocé manifeste interesse em aceitar participar do estudo, devera assinar o seu consentimento.

Este termo é elaborado em duas vias, uma ficard com vocé e outra com o pesquisador.

Caracteristicas Principais:

Sinais de pele, também chamadas de “pintas” ou “belezas” (nevos melanociticos benignos) sdo removidos
com muita freqiiéncia por questdes estéticas ou de desconforto. Por vezes, independente da técnica utilizada,
resquicios ou pedacinhos do sinal podem permanecer apds a sua retirada inicial. O surgimento de uma nova
manchinha préxima da cicatriz meses ap0ds a retirada, justamente por esta permanéncia de parte do sinal, pode
causar muita dificuldade em se diferenciar de uma les@o cancerosa caso ndo tenha sido realizada analise por
bidpsia da primeira lesdo. Vocé estd sendo convidado a participar deste estudo por que durante sua consulta de
rotina no Servico de Dermatologia do HCPA manifestou vontade de remover a pinta por motivos estéticos ou
desconforto. Esta pesquisa visa analisar as caracteristicas dos sinais de pele (nevos melanociticos benignos) por
meio de um aparelho que permite observar as mesmas com maior aumento e com uma luz especial
(dermatoscopia) de modo a prever quais as mais propensas a voltarem apds a sua retirada (nevos recorrentes).
Os pacientes voluntarios para este estudo devem concordar com todos os procedimentos que serdo realizados,
abaixo relacionados:

= Exame clinico das lesdes de pele (avaliagdo por médico especialista)

= Fotografias e analise por aparelho especifico com lente de aumento e luz das lesdes antes da sua retirada
(dermatoscopia digital) com a aplicacéo de &lcool-gel na pele. Este exame néo causa qualquer dano ao paciente
e nem acarreta nenhum tipo de dor ou outros sintomas durante a sua realizag@o. Alguns pacientes relatam apenas
sensacédo de frescor pelo uso do gel em temperatura ambiente.

= Realizacado de procedimento para retirada da leséo, com anestesia local e corte da parte elevada do sinal, rente
a pele, com posterior procedimentos para parar o sangramento (que pode ser por aplicagcao de uma solucgéo liquida
coagulante, compressao da ferida ou cauterizagdo dos vasos sangrantes com aparelho elétrico). Apds o
procedimento havera a formagédo de uma “casca” no local que caira espontaneamente apds alguns dias.

= Reavaliagao do local de retirada da lesdo em 6 meses, com possibilidade de ser necessario realizar novo exame
com o mesmo aparelho se a mesma tiver voltado.

= No total, vocé precisa comparecer para 2 visitas ao hospital. Na primeira visita apds o convite, assinatura deste
termo, breve questionario e sera realizado o exame do sinal (que deve durar cerca de 15 minutos). A retirada da
lesdo também seré realizada nesta consulta (com tempo maximo de cerca de 20 minutos). No segundo encontro
seré avaliada a cicatriz e, se o sinal tiver voltado, serd realizado o mesmo exame feito na consulta anterior. Os
custos para deslocamento até o hospital séo de responsabilidade do paciente.

Riscos e beneficios:

- Durante a realizagdo da remocao do sinal vocé podera experimentar leve desconforto ou dor no local da injecéo
do anestésico. Este tipo de cirurgia leva a minimos sangramentos locais, com resolucéo rapida. Se vocé ndo tem
histérico de alergia ao anestésico utilizado (lidocaina) corre um risco muito pequeno de apresentar “reagéo
alérgica” ao anestésico. Da mesma forma o risco de infecgéo local € muito pequeno.

- Vocé nédo tera nenhum beneficio direto com a participacao nesta pesquisa. Apenas estara contribuindo para a
aquisicao de novos conhecimentos importantes para pacientes futuros na area da dermatologia.
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Informacdes Adicionais:

- Caso ndo queira participar do estudo, sua leséo de pele sera tratada normalmente no ambulatério, conforme
avaliagdo do seu médico assistente e rotina ambulatorial do servigo de dermatologia do HCPA.

- Vocé podera desistir de participar do estudo a qualqguer momento sem prejuizo no seu atendimento.

- As informag6es obtidas no estudo sdo confidenciais no sentido de preservar a identidade dos pacientes. Seu
nome nao sera revelado.

- Ao final do tratamento os pacientes em que a leséo tiver voltado, serdo reavaliados em seu ambulatério de origem
quanto a necessidade e risco/beneficio de outro procedimento local; se este for indicado, sera realizado de acordo
com a rotina ambulatorial do servi¢o de dermatologia. Importante comentar que o retorno de uma mancha originada
da retirada de um sinal benigno n&o acarreta nenhum prejuizo a sua saude.

- Os pesquisadores ficam a disposicdo para eventuais esclarecimentos sobre quaisquer aspectos da pesquisa.

Pequisador responséavel: Prof Renato Bakos

Pesquisadora: Dra. Renata Heck

FONE: 33598571

Local: Servigco de Dermatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Comiss&o de Etica e Pesquisa do HCPA: 33597640

CONSENTIMENTO: Eu, , estou ciente dos termos deste
documento e aceito, sem restri¢cdes, participar da pesquisa em questao.

Data:

Assinatura do paciente

Nome do pesquisador:

Data:

Assinatura do pesquisador
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Anexo 2 — Ficha de avaliacao histopatoldgica/imuno-histoquimica

HE

() Simetria X ( ) Assimetria arquitetural
Padrao trizonal: ( ) ndo ( ) sim
Hiperplasia lentiginosa: ( ) ndo ( ) sim
Disseminacéo pagetoide: ( ) ndo ( ) sim
Padréo confluente: ( ) ndo ( ) sim
“Dropping off” na cicatriz: ( ) ndo ( ) sim
Meland6fagos: ( ) ndo () sim

Fibrose: ( ) ndo ( ) sim

Inflamagéo: ( ) ndo () sim
( ) juncional () cicatriz

Envolvimento anexial: ( ) ndo ( ) sim
Envolvimento perineural: ( ) ndo ( ) sim
Nevo residual: ( ) ndo ( ) sim

Mitoses: ( ) ndo ( ) sim
( ) juncionais ( )dérmicas

Atipia nuclear: ( ) ndo ( ) sim

( ) perivascular

KI67 ()+ ()-
% cél positivas
juncionais

dérmicas

HMB45 ( )+ ()-
( )juncional/gradiente

( Y)homogéneo

Tirosinase ( )+ ()-
( )juncional/gradiente

( Y)homogéneo

BRAF V600E ( )+ ()-
( )nevo residual dérmico

( ) juncional
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Anexo 3 - STROBE Statement—Checklist of items that should be included in reports
of cross-sectional studies

Item
No Recommendation
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or
the abstract Pag. 47
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what
was done and what was found Pags. 47 e 48
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation being
reported Pags. 48 e 49
Obijectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses Pag. 49
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper Pag. 49
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of
recruitment, exposure, follow-up, and data collection P4gs. 49, 50 e 51
Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods of selection of
participants Pag. 49
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders,
and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable Pags. 49, 50 e
51
Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and details of methods
measurement of assessment (measurement). Describe comparability of assessment
methods if there is more than one group Pags. 49, 50 e 51
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias Pags. 50 e 51
Study size 10  Explain how the study size was arrived at Pags. 49
Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If
applicable, describe which groupings were chosen and why Pags. 49, 50 e
51
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for
Pag. 51 confounding
(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions
(c) Explain how missing data were addressed
(d) If applicable, describe analytical methods taking account of sampling
strategy
(e) Describe any sensitivity analyses
Results
Participants Pag. 51 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers
potentially eligible, examined for eligibility, confirmed eligible, included
in the study, completing follow-up, and analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage
(c) Consider use of a flow diagram
Descriptive data 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical,
Pags. 51 e 52 social) and information on exposures and potential confounders
(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of
interest
Outcome data P 15*  Report numbers of outcome events or summary measures
Pags. 51 e 52
Main results 16 (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted
Pags. 51 e 52 estimates and their precision (eg, 95% confidence interval). Make clear

which confounders were adjusted for and why they were included

(b) Report category boundaries when continuous variables were
categorized

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute
risk for a meaningful time period
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Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions,

Pags. 51 e 52 and sensitivity analyses

Discussion

Key results Pag. 52 18  Summarise key results with reference to study objectives

Limitations Pag. 56 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential
bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude of any potential
bias

Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering objectives,

Pags. 53-56 limitations, multiplicity of analyses, results from similar studies, and other
relevant evidence

Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results

Pag. 56

Other information

Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present study

Pag. 56 and, if applicable, for the original study on which the present article is

based

*Give information separately for exposed and unexposed groups.



