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RESUMO

O melanoma representa 4% das neoplasias malignas da pele, no entanto, mais de 95%
dos pacientes com melanoma estagio IV irdo morrer em cinco anos ¢ a grande parte dos
pacientes ira sucumbir em um ano. O gene mutado mais comumente no melanoma € o
BRAF ¢ a mutagdo V600E ¢ descrita em 40 a 70% dos melanomas cutaneos. Tal
mutacdo resulta na substitui¢do da valina por acido glutamico no cédon 600, resultando
na forma ativa desta proteina. O objetivo desse estudo consistiu em investigar a
frequéncia da mutagdo V600E do gene BRAF, em pacientes diagnosticados com
melanoma em Goiania, bem como as possiveis associagdes, entre tal mutacdo e os
aspectos clinico-patologicos dos casos analisados. Para isso foram analisados 77 casos
de melanoma do Setor de Anatomia Patologica do Hospital Aradjo Jorge, em Goiania,
Goias. A analise molecular foi realizada por PCR e RFLP. Andlise estatistica descritiva
e comparativa com o teste Chi-quadrado foi usado neste estudo. A mutagdo V60OE do
gene BRAF foi encontrada em 54 (70,1%) pacientes portadores de melanoma cutaneo e
nenhuma associacdo estatisticamente significativa foi detectada entre a presenca de
mutacdo com outros parametros progndsticos como idade, género, exposi¢cdo solar,
localizagdo anatomica, presenca de metastases, subtipo histologico e parametros
histologicos (indice de Breslow, presencga de ulceragdo, sinais de regressao, infiltracao
linfocitaria e presenga de satélites). Nossos resultados permitem concluir que a mutacao
V600E de BRAF ¢ um evento comum nos melanomas e que representa um alvo

molecular importante para as abordagens alvo dirigidas no tratamento desta neoplasia.

Palavras-chaves: BRAF; mutagdo V600E; proteina BRAF; melanoma cutaneo.
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ABSTRACT

Melanoma comprises about 4% of skin cancers, however, more than 95% of stage IV
melanoma patients will die within five years and most patients will succumb in a year.
The most commonly mutated gene in melanoma is BRAF V600E mutation, described in
40-70% of cutaneous melanomas. This mutation results in the substitution of valine for
glutamic acid in codon 600, resulting in the active form of the protein. The objective of
this study was to investigate the frequency of BRAF V600E mutation in patients
diagnosed with melanoma in Goiania, as well as the possible associations between this
mutation and clinical-pathological aspects of the cases analyzed. Seventy seven cases of
melanoma from the Pathology Departament of Aratijo Jorge Hospital, in Goiania, Goias
were analized. Molecular analysis was performed by PCR and RFLP. Descriptive and
comparative statistical analysis with Chi-square test were used in this study. The results
demonstrated the presence of VO60OE mutation in 54 (70,1%) patients with cutaneous
melanoma and no statistically significant association was found between the presence of
mutation with other prognostics parameters such as age, gender, sun exposure, anatomic
location, presence of metastasis, histological subtypes and histological parameters
(Breslow thickness, presence of ulceration, signs of regression, lymphocytic infiltration
and presence of satellites). Our results suggest that BRAF V600OE mutation is a common
event in melanomas and represents an important molecular target for therapeutic

approaches in the treatment of this neoplasia.

Key-words: BRAF, V60OE mutation, BRAF protein, cutaneous melanoma.
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I- INTRODUCAO

A palavra melanoma ¢ originada do grego, em que melas significa escuro, negro
e oma significa tumor. O melanoma pode originar-se a partir da pele normal, ou de uma
lesdo pigmentada, chamada nevo, mais popularmente conhecido como pinta.
Inicialmente, o melanoma pode ser assintomatico, mas pode causar coceira,
descamacgdo, sangramento e, se originado a partir de uma pinta, pode sofrer alteracdo no

tamanho, formato e coloragdao (INCA, 2012).

O melanoma resulta de uma transformac¢do maligna dos melandcitos, células
derivadas da crista neural e produtoras de melanina (figura 1). Durante a vida
embrionaria, as células precursoras, conhecidas como melanoblastos, migram para a
camada basal da epiderme e menos frequentemente para a derme e glandulas sebaceas e
dao origem aos melanoécitos (Fitzpatrick et al., 2005). Os melanocitos atuam protegendo
a pele das radiacdes UV, por transferéncia do pigmento que produzem aos
queratindcitos (figura 2). Assim, o melanoma pode surgir dos melanocitos localizados
na epiderme, derme e glandulas sebiceas e de células melanociticas diferenciadas,
chamadas de células névicas, em lesdes precursoras (Ghosh et al., 2009), os chamados
nevos. Além da pele, o melanoma pode ocorrer no olho, meninges e trato digestivo

(Fitzpatrick et al., 2005).
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Figura 1: Esquema representativo da transformacdo de um nevo em melanoma. A —

hiperplasia melanocitica lentiginosa. B — nevo juncional lentiginoso. C — Nevo
displasico (nevo com caracteristicas citologicas e arquiteturais anormais). D —
melanoma inicial, ou em fase de crescimento radial (células largas escuras na
epiderme). E — Melanoma avancado (fase de crescimento vertical), com células
malignas  disseminadas pela derme e  vasos  sanguineos.  (Fonte:

http://peebmsp20102.blogspot.com.br/)

18



Granulos de melanina Granulos de melanina Granuios de melanna
separando-se em formagao

~ ~ ~ !

i

¥y

i
LS

Figura 2: Esquema representativo de um melandcito e da transferéncia de melanina aos

queratinocitos (Fonte: Junqueira, 2004)

I.1 - Classificacao dos melanomas

O melanoma pode ser classificado em quatro padrdes de crescimento principais,
definidos pelas caracteristicas macro e microscopicas correlacionadas com a historia

clinica:
= Melanoma extensivo superficial (MES)

O MES representa aproximadamente 70% de todos os melanomas, sendo o tipo mais
comum do melanoma cutaneo na pele clara (Fernandes ef al., 2005). Geralmente, ocorre
a partir de uma lesdo precursora e acomete principalmente os membros inferiores nas
mulheres e a porc¢ao superior do dorso nos homens, sendo mais freqilientes na quarta e

quinta décadas de vida e em areas de exposi¢do solar intermitente (Gosh et al., 2009).
# Melanoma nodular (MN)

O melanoma nodular ¢ o segundo subtipo mais comum, correspondendo a 15% dos

casos. Apresenta-se mais frequentemente na meia-idade, sendo o tronco, a cabeca € o
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pescoco os sitios mais comuns. E caracterizado por sua rapida evolugdo, com

crescimento estimado de 0,49 mm de profundidade por més (Chamberlain et al., 2009).
# Melanoma do lentigo maligno (MLM)

O lentigo maligno (melanoma in situ, tipo lentigo maligno) e sua forma respectiva
invasiva, melanoma do lentigo maligno, representa 10 a 15% de todos os melanomas
(Chamberlain et al. 2009). Localiza-se em areas expostas ao sol e principalmente em

pacientes com idade avangada (Piazza et al., 2009).
= Melanoma acral lentiginoso (MAL)

O MAL ¢ relativamente infreqliente nos individuos de pele clara, porém representa a
forma mais comum nos individuos de pele escura ou asiaticos (Chamberlain et al.,
2009). Ocorre nas palmas, plantas, extremidades digitais, mucosas € semimucosas

(Fernandes et al., 2005).

1.2 — Epidemiologia

A incidéncia mundial de melanoma, em 2008, nos homens foi de 101.807 casos,
com mortalidade de 25.860 pacientes. Nas mulheres, de 97.820 novos casos e
mortalidade de 20.512 pacientes (Ferlay et al., 2010; Bray et al., 2012). A publicacio
regular da Incidéncia de Cancer em Cinco Continentes pela Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer (IARC) fornece uma visao comparativa da incidéncia mundial do
melanoma e abrange o periodo de 1998 a 2002 (figura 3). A publicagdo mostra que,
como no passado, a maior incidéncia mundial registrada para o melanoma cutaneo
invasivo estd em Queensland, Australia, sendo de 55,8/100.000/ano para homens e

41,1/100.000/ano para mulheres (Ferlay et al., 2010; Bray et al., 2012).
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Figura 3: Incidéncia e mortalidade mundiais de acordo com o sexo e faixa etaria.

(Fonte: Adaptado de Globocan - IARC)

Embora o cancer de pele seja o mais freqiiente no Brasil e corresponda a 25% de
todos os tumores malignos registrados no pais, 0 melanoma representa apenas 4% das
neoplasias malignas da pele, apesar de ser o tipo mais grave devido a sua alta
capacidade de metastase (INCA, 2012). No Brasil, estima-se em 2012, 6.230 novos
casos, sendo 3.170 homens e 3.060 mulheres. O numero de mortes registrado, em 2009,
foi de 1.392 casos, sendo 827 homens e 565 mulheres. Em Goias, o melanoma
representa o oitavo tipo de cancer mais freqiiente, com estimativa de incidéncia em
2010 de 1,76 a 3,25 casos em 100.000 homens e 1,38 a 2,82 casos em 100.000 mulheres
(INCA, 2012). Em um estudo de base populacional realizado em Goiania, no periodo
entre 1988 e 2000, foram registrados 290 casos novos de melanoma cutaneo, sendo
50,4% em homens e 49,6% em mulheres, com idade mediana de 54 anos (Sortino-

Rachou et al., 2006).
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O prognostico para pacientes com melanoma e metastases a distdncia ¢
preocupante. Apesar do tratamento padrao, mais de 95% dos pacientes com melanoma
estagio IV irdo morrer em cinco anos ¢ a grande parte dos pacientes ira sucumbir em um
ano (Sullivan et al., 2011). No Reino Unido, as taxas de incidéncia em homens e
mulheres tem aumentado mais rapidamente do que qualquer um dos 10 principais
canceres em homens e mulheres (Cancer Research UK Skin Cancer — UK Incidence

Statistics, 2010).

Diferentemente dos outros tipos de cancer, o melanoma cutineo afeta
individuos jovens, com idade média de cinqiienta anos e por esta razdo esta entre as
neoplasias mais sérias quando avaliado de acordo com niimero de anos de vida perdida
(Ferrari Junior et al., 2008). No Reino Unido, mais de duas pessoas, entre 15-34 anos,
sdo diagnosticadas com melanoma diariamente, sendo o segundo tipo de cancer mais
comum nesta faixa etaria (Cancer Research UK Skin Cancer — UK Incidence

Statistics, 2010).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos, através de
dados do Programa de Sobrevida, Epidemiologia e Resultados Finais (SEER), estima-
se que ha um milhdo de sobreviventes de melanoma nos Estados Unidos em 2012, e
que nos ultimos 30 anos, a incidéncia de melanoma vem aumentando. A idade média
de diagndstico para melanoma ¢ de 63 anos em homens e 56 anos em mulheres, e
apesar da ocorréncia ser rara antes dos 30 anos, o melanoma ¢ o segundo e terceiro
tipo de cancer mais comum em homens e mulheres, respectivamente, entre os 20 ¢ 29
anos de idade. Para aqueles pacientes com tumores localizados, a taxa de
sobrevivéncia em 5 anos € de 98,2%. J4 para individuos com metéstase regional e a
distancia, a taxa de sobrevivéncia em 5 anos ¢ de 61,7% e 15,2%, respectivamente.
Pacientes sobreviventes de melanoma sdo aproximadamente 9 vezes mais propensos a

desenvolverem outro melanoma (Siegel ef al., 2012).
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1.3 - Fatores de risco

Viarios fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma foram
identificados, incluindo sensibilidade ao sol, pele branca, cabelos louros, olhos claros,
tendéncia a sardas, histéria familiar de melanoma, nevos displdsicos, aumento no
nimero de nevos tipicos, nevos congénitos grandes e imunosupressdo. Em adi¢do aos
fatores ambientais, fatores genéticos influenciam no risco para melanoma. Uma historia
familiar de melanoma em parentes de primeiro grau estd associada a um aumento do

risco de 8 a 12 vezes (Rager et al., 2005).

Na Australia, em criancas com idades abaixo de 15 anos e diagnosticadas com
melanoma cutaneo, os fatores de risco mais importantes foram: a presenca de mais de
dez nevos maiores que cinco milimetros de didmetro, multiplas sardas faciais e a

dificuldade de se bronzear quando expostas ao sol (Whiteman et al., 1997).
Fatores de risco genéticos

Oito estudos casos-controles na populagdo branca foram analisados em uma
meta-analise, incluindo 2.952 pacientes com melanoma e 3.618 pacientes controles. O
risco de desenvolver melanoma foi 2,24 vezes maior naqueles que relataram pelo menos
um parente de primeiro grau afetado e o efeito da historia familiar foi independente da
idade, do nimero de nevos, da cor dos olhos e cabelo, ¢ da presenca de sardas (Ford et
al., 2005). O melanoma familial estd associado com a alteracdo no cromossomo 9p21,

onde se localiza o gene CDKN2A (Hussussian et al., 1994)

O gene CDKN2A codifica duas proteinas distintas: INK4A ou pl6™%4* ¢ ARF ou
p14*%F. A molécula p16™* inibe as quinases dependentes de ciclina (CDKs) 4/6, que

por sua vez, inativam a proteina retinoblastoma (RB), permitindo o inicio da fase S do

6INK4a

ciclo celular (figura 4). Assim, quando ha perda de fun¢do da proteina pl , ocorre

uma inativacao da molécula RB e progressdao constante do ciclo celular. Ja a proteina

14ARF

p esta relacionada com a degradacio da proteina p53. Com a perda de p14”°*F, ha

uma inativagdo da proteina p53 (Chin et al., 2006).
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p16 pila

Figura 4: Esquema demonstrando a fungao das proteinas p16 e p14 (Fonte: adaptado de

Gosh et al., 2009).

Alguns autores incluem ainda a importancia do gene MCI/R no melanoma
cutaneo. Este gene ¢ responsavel por codificar um receptor transmembranar de
melanocortina, hormoénio relacionado a pigmentagdo da pele e que atua no melandcito,
célula alvo do melanoma (Whiteman et al., 2005). Algumas variantes deste gene seriam
responsaveis por aumentar o risco de desenvolver melanoma em pacientes com a pele
mais escura, caracteristica normalmente considerada como um fator protetor (Palmer et

al., 2000).
Fatores de risco fenotipicos

Nos Estados Unidos foi realizado um estudo com seguimento de 152.949
mulheres e 25.204 homens durante 14 anos. Desses, 511 desenvolveram melanoma
cutaneo invasivo, com algumas associa¢des importantes. Os homens demonstraram um
risco maior de desenvolver melanoma na cabega, pescogo e tronco do que as mulheres;
o antecedente de queimaduras solares graves e dolorosas mostrou-se mais relacionada
com melanoma em extremidades superiores; individuos com mais de 10 queimaduras
possuiram risco 6,86 vezes maior de desenvolver melanoma do que os pacientes sem
queimadura; o nimero de nevos estava mais relacionado com melanomas em tronco; o
risco relativo do paciente com mais de 10 nevos foi 4,67 vezes maior em desenvolver

melanoma do que o paciente sem nevos (Cho et al., 2005).
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Exposicao natural as radiacdes ultravioletas e o risco para melanoma

A exposicdo as radiagdes ultravioleta (UV) criam um ambiente bioquimico
chamado de queimadura solar. A exposi¢do intermitente intensa na infancia e
puberdade, com formagdo de bolhas pela queimadura, ¢ um fator de risco para o
melanoma e o carcinoma basocelular, enquanto que a exposi¢do cronica, cumulativa,
esta mais relacionada ao carcinoma escamocelular. Apesar das evidéncias, ainda ndo ha
um estudo relacionando o gene alterado, as radiagdes ultravioletas e o melanoma (Jou et
al., 2012), ou seja, os genes relacionados a0 melanoma mais frequentemente alterados

pela exposi¢ao as radiacdes UV nao sdo conhecidos.

Parece haver também uma associagdo entre exposicao cronica as radiacdes UV e
o tipo de melanoma desenvolvido subsequentemente. O subtipo histologico lentigo
maligno, encontrado mais comumente em sitios do corpo de exposi¢do constante, como
a face, estd mais associado com uma exposicdo cronica ocupacional do que com
episodios de exposicdo intermitentes (MacKie ef al., 2009). Whiteman et al
compararam os locais anatdmicos de incidéncia de melanoma, sinais clinicos de
exposi¢ao solar (ceratoses solares) e presenga de nevos. Duas vias distintas foram
sugeridas para a iniciagdo do melanoma, que dariam origem a desfechos clinicos
diferentes. A primeira via envolve exposi¢do intermitente intensa no tronco de
individuos que possuem um numero grande de nevos banais e tem um melanoma
diagnosticado em idade relativamente precoce. A segunda via, provavelmente mais
relacionada com a exposi¢do cronica as radiagdes UV, encontra-se em individuos mais
velhos que podem ter uma histéria passada de cancer de pele nao-melanoma. Estes
melanomas desenvolvem-se a partir do dano solar, em sitios expostos constantemente

(Whiteman et al., 2003).

A suscetibilidade a radiacao ultravioleta B (UVB) ¢ determinada geneticamente
e esta ligada a sensibilidade de contato. Os grupos UVB resistentes e UVB suscetiveis
sdo determinados através de um hapteno sensibilizante (difenciprone) aplicado em uma
area da pele previamente irradiada. Os individuos que ndo reagem a exposi¢cao do
hapteno apos sensibilizagdo prévia, sdo considerados UVB suscetiveis, enquanto os
pacientes que respondem com vigorosa reagdo de hipersensibilidade sdo considerados

UVB resistentes (Nasser, 2010). Em outro estudo, realizado no Brasil, comparando a
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suscetibilidade UVB em individuos portadores de melanoma maligno e pacientes
controle, demonstrou-se que 81,5% dos pacientes com melanoma eram UVB suscetiveis
e que pessoas UVB suscetiveis tem 9,7 vezes maior risco de desenvolver melanoma do
que a populacao em geral. Concluiu-se entdo que a suscetibilidade ao UVB pode ser
considerada um fator de risco para o desenvolvimento do melanoma maligno (Nasser,

2010).

Na Suécia, os Registros de Cancer do pais, no periodo de 1960 a 2004,
descreveram 46.337 casos de melanomas malignos em 44.623 pacientes. O estudo
conclui que, neste periodo, a incidéncia de melanoma aumentou principalmente nos
membros superiores (885% em homens e 1216% em mulheres), tronco (729% em
homens e 759% em mulheres) e membros inferiores (418% em homens e 289% em
mulheres). Além disso, a incidéncia de melanomas no tronco e membros inferiores foi
maior nos pacientes abaixo de 70 anos enquanto os tumores na cabega tiveram
incidéncia maior em pacientes acima de 70 anos. Os melanomas do tronco tiveram uma
propor¢cdo maior crescente em todos os periodos estudados, particularmente em
mulheres. As justificativas para essas mudancas, de acordo com o artigo, seriam a
mudanga da populagdo, neste periodo, da area rural para a urbana, mudando o tipo de
exposi¢ao solar, de continua para intermitente; o aparecimento de camaras de
bronzeamento artificial € o aumento de atividades recreativas, com bronzeamento

intencional, ocorrendo exposic¢ao solar intermitente, principalmente na populagdo jovem

(Dal et al., 2007).

1.4 - Estadiamento do melanoma

Para entender os fatores prognésticos do melanoma e as indicagdes de
tratamento, ¢ necessario saber como seu estadiamento ¢ realizado. O estadiamento do
melanoma, realizado pelo AJCC (American Joint Comittee on Cancer), foi atualizado
pela tltima vez em 2010. Leva-se em conta na categoria T, a espessura do tumor (indice
de Breslow) e se ha ulceragdo. J4 na categoria N, considera-se o comprometimento de
linfonodos regionais e na categoria M, as metastases a distancia (Gershenwald et al.,

2010), conforme esquematizado abaixo, adaptado do AJCC (2012):
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Categorias T

TO
TX
Tis

Tl

T2

T3

T4

Nao ha evidéncia de cancer

O tumor ndo pode ser avaliado.

Melanoma in situ (células malignas apenas na epiderme)
O tumor primario ¢ de apenas 1,0mm:

# Tla— o tumor primario ndo tem ulceragdo e tem taxa mitotica menor que 1

2
mm

# T1b — o tumor primario tem ulceragdo e taxa mitotica maios ou igual a 1
mm’
O tamanho do tumor primario esta entre 1,0 mm e 2,0 mm:
# T2a- O tumor primario nao tem ulceragao.

#  T2b - O tumor primario tem ulceragao.

O tamanho do tumor primario esta entre 2,0 mm ¢ 4,0 mm:
&« T3a- O tumor primario nao tem ulceragao.

= T3b - O tumor primario tem ulceragdo.

O tumor primario ¢ maior que 4,0 mm:
# T4a - O tumor primario nao tem ulceragao.

= T4b - O tumor primario tem ulceragao.
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Categorias N

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO

Sem metastase em linfonodos regionais

O cancer se espalhou para um linfonodo:

N1
# Nla—Micrometéstase*.
® NI1b —Macrometastase**.
O cancer se espalhou para dois ou trés linfonodos:
N2
# N2a-—Micrometastase*.
= N2b —Macrometastase**.
N2c - Metastases em transito
Qualquer uma das seguintes condigdes:
N3

&« O cancer espalhou-se para 4 ou mais linfonodos.

=  Dois ou mais linfonodos aparecem comprometidos.

®  Metastases em transito, com qualquer nimero de linfonodos

comprometidos

*Micrometastases sdo diagnosticadas apds a bidpsia do linfonodo sentinela ou linfadenectomia (quando

realizada).

**Macrometastases sdo definidas como clinicamente evidentes e confirmadas apos a linfadenectomia

terapéutica ou quando a metastase apresenta extravasamento extra-capsular macroscopico.
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Categorias M

MX
MO
Mla
MIlb
Milc

Metastase a distancia nao pode ser avaliada
Sem metastase a distancia
Metastase para a pele,subcutineo ou linfonodos distantes

Metastase para o pulmao

Metastase para demais visceras ou metastases a distancia de qualquer sitio

combinado com DHL (desidrogenase lactica) elevada
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Fases do Agrupamento do Melanoma

Estagio 0

Estagio IA

Estagio IB

Estagio ITA

Estagio IIB

Estagio 1IC

Estagio 111

Estagio IIIA

Estagio 11IB

Estagio I1IC

Estagio IV

Melanoma in situ.
Melanoma de 1,0 mm ou menor, sem ulceragdo, e taxa mitdtica de menos de 1/mm?2

Descreve uma das seguintes situagdes:

r ~ Tt . . 2
Melanoma até 1 mm com ulcerag@o ou taxa mitotica maior ou igual a 1/mm

Melanoma entre 1mm e 2 mm sem ulceragdo
Descreve uma das seguintes condigdes:
Melanoma entre 1,0 mm e 2,0 mm com ulceragdo

Melanoma entre 2,0 mm e 4,0 mm sem ulcerag@o

Descreve uma das seguintes condigdes:
Melanoma entre 2,0 mm e 4,0 mm com ulceragéo
Melanoma maior do que 4,0 mm sem ulceragdo

Melanoma maior que 4,0 mm e tem ulceragao

Melanoma de qualquer tamanho, que disseminou para um ou mais linfonodos regionais ou que se
encontre em transito,sem metastase para outros 6rgaos

Melanoma primario sem ulceracdo, com metastase para até trés linfonodos sob a forma de
micrometastases

Descreve qualquer uma destas condigdes:

Melanoma sem ulceragdo com metastase para até trés linfonodos regionais sob a forma de
macrometastase

Melanoma com ulceragdo, com metastase para até trés linfonodos regionais, mas ainda €
microscopico

Existe doenga em transito sem envolvimento dos linfonodos regionais

Descreve qualquer uma destas condigdes:

Melanoma com ulceragdo, com metastase para até trés linfonodos regionais, e apresentam
macrometastase

Melanoma com metastase para quatro ou mais linfonodos regionais

Melanoma em transito, com metastase para qualquer um dos ganglios linfaticos

Melanoma primario com metastase para outras partes distantes do corpo, além dos ganglios
linfaticos regionais, independentemente do tamanho do tumor
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L.5 - Fatores progndsticos

Os fatores prognosticos sdo aqueles que podem interferir na evolugdo da doenca
do paciente, independente do tratamento. De acordo com dados do AJCC, incluindo
informagdes de 10.233 pacientes com melanoma nos estdgios I e II, os fatores
independentes preditivos de sobrevivéncia, em ordem de significancia estatistica sdo:
espessura do tumor, indice mitético, idade do paciente, ulceragdo, sitio anatémico e
género. O nivel de invasdo de Clark ndo ¢ considerado um fator independente de

sobrevivéncia (Thompson et al., 2011).
Espessura do tumor primario

O indice de Breslow determina a espessura tumoral, medida verticalmente entre
o ponto mais profundo de invasdo ao topo da camada granulosa ou a cé€lula mais
superficial, em caso de ulceracdo (Fernandes et al., 2005). A ultima atualizagao do
AJCC com relagdo aos melanomas confirmou o significado prognostico do indice de
Breslow, com a taxa de sobrevida de 10 anos de 92% em pacientes com melanoma T1

(<1,00mm) e de 50% em pacientes com melanoma T4 (>4,01mm) (Balch et al., 2009).
Atividade mitotica

Para quantificar o nimero de mitoses € necessario que o patologista encontre o
hot spot, area na derme onde se encontra o maior numero de mitoses. Contam-se as
mitoses desta drea e campos adjacentes até atingir 1mm” de area (Thompson et al.,
2011). A proliferacdo do melanoma, definida pela taxa de mitoses, ¢ um preditor
independente e poderoso de sobrevida (Spatz ef al., 2010). Essa conclusdo foi obtida a
partir de estudos como o realizado por Azzola et al. (2003), em Sidney, Australia, com
3.661 pacientes, em que pacientes com 0 mitoses/mm” tiveram uma taxa de sobrevida
superior do que aqueles com uma mitose/mm?. No estudo realizado por Thompson et al.
(2011), 93% dos pacientes que apresentaram tumores com indice mitotico de 0
mitose/mm’ tiveram uma taxa de sobrevivéncia de 93%, enquanto pacientes com mais

. 2 .. A .
de 20 mitoses/mm~, tiveram uma taxa de sobrevivéncia de 48%.

Dados do AJCC demonstraram uma correlagdo importante entre o aumento do

indice mitdtico e a diminuigdo da taxa de sobrevivéncia. Em uma andlise multivariada
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com 10.233 pacientes, o indice mitdtico foi o segundo preditor de sobrevivéncia mais
importante, atras apenas do Indice de Breslow. Por isso o Comité de Estadiamento do
Melanoma do AJCC recomendou a substituicdo do nivel de Clark pelo indice mitotico,

como critério para defini¢cao do estagio T1b do melanoma (Balch et al., 2009).
Idade

A 1dade dos pacientes ¢ demonstrada como um fator progndstico independente,
relacionado com a taxa de sobrevivéncia. Ocorre uma diminui¢do da taxa de
sobrevivéncia de acordo com o aumento das décadas de vida do paciente. Uma
justificativa possivel seria a diminuigdo dos mecanismos de defesa do paciente

associada com a idade avancada (Balch et al., 2001).
Ulceracio do melanoma primario

A ulceragdo ¢ definida histologicamente como a auséncia da epiderme intacta
sobreposta a uma parcela significativa do tumor primario (Homsi et al., 2005). Assim,
as taxas de sobrevivéncia dos pacientes com melanoma ulcerado sdo mais baixas do que
dos melanomas nao-ulcerados de categoria T equivalente, mas sdo muito semelhantes as
dos pacientes com melanoma ndo-ulcerado da categoria T préxima mais alta. Por
exemplo, a sobrevida em cinco anos ¢ de 79% para um melanoma T3a e de 82% para
um melanoma ulcerado T2b. Um melanoma nao ulcerado T4a tem sobrevida de cinco
anos de 71%, similar a um melanoma ulcerado T3b, com taxa de 68% (Balch et al.,

2009).

O fato da presenga de ulceracao ser uma varidvel de substituicdo de um evento
bioldgico, ao invés de um fator direto causal de evolucdo metastatica, estad ilustrado na
taxa de sobrevivéncia de cinco anos em pacientes estdgio III com macrometéstases de
melanoma em 4 linfonodos ou mais (N3). Em pacientes N3, sem ulcera¢ao no tumor
primario, a taxa de sobrevivéncia em cinco anos ¢ de 45,4%, contra 29,2%, em
pacientes N3 com melanoma ulcerado. Portanto, mesmo nesta subpopulagdo com carga
tumoral elevada, o status de ulceracdo em tumor primario mantém um valor
extraordinariamente elevado no progndstico (Spatz et al., 2010). Além disso, metéstases
linfonodais de melanomas primarios ulcerados estdo associadas com uma maior
capacidade de metastases a distancia do que melanomas nao ulcerados (Balch et al.,

2001).
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O significado bioldgico da ulceragdo do melanoma ainda € controverso. Ha duas
explicagdes possiveis para o valor prognostico desfavoravel da ulceracdo do melanoma:
a ulceragdo ser um substituto de um atributo bioldgico intrinseco do tumor ou do
hospedeiro, que favorece a disseminacdo; ou a ulceragao favorece diretamente a
disseminagdo do tumor, por exemplo, modificando o ambiente local. A proliferacdo do
tumor nas proximidades da epiderme pode destruir por contato e, portanto, favorecer a

expansao do tumor (Spatz et al., 2010).
Localizacao do tumor

Na auséncia de doenca metastatica, e para todos os tumores com a mesma
espessura, a taxa de sobrevivéncia em 10 anos foi de 90% nos melanomas primarios de
extremidades, comparado com 70% quando observado em tronco, cabeca ou pescogo
(Schuchter et al., 1996). Callender et al,, chegaram a mesma conclusdo: melanomas
primarios em tronco, cabeca € pescogo tiveram pior prognostico do que em outras

localizagdes anatomicas.
Género

O efeito do género na sobrevivéncia ¢ um mistério ndo resolvido no campo do
melanoma. O sexo masculino estd associado com um resultado adverso que persiste
mesmo apds ajuste para outras variaveis prognoésticas. Apds o ajuste para a idade,
periodo de diagnostico, sitio anatdomico, indice de Breslow, envolvimento de linfonodo
e condicao de metastase, o risco relativo de excesso para pacientes homens morrerem de
melanoma ¢ de 1,9 (de Vries et al., 2008). O impacto do género no risco de mortalidade
¢ observado em todas as fases. Nao ha explicacdo biologica identificada até agora. Em
particular, ¢ dificil evocar uma influéncia hormonal, j& que as estimativas de risco
ajustadas sdo semelhantes entre os pacientes abaixo de 45 ou acima de 60 anos de idade.

(de Vries et al., 2008).

Uma metanalise realizada com dados obtidos de centros de tratamentos em todo
o mundo mostrou que mulheres possuem uma taxa de sobrevivéncia estatisticamente
maior do que os homens. Mulheres possuem melanomas em sitios favoraveis, sdo mais
finos, menos ulcerados e sdo diagnosticados em estdgios mais iniciais (Balch et al.,

1992).
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Envolvimento linfonodal

Em uma andlise feita em 2001 pelo AJCC, 49% de todos os pacientes com
metastase em linfonodo sobreviveram cinco anos e 37% sobreviveram 10 anos (Balch et
al.,2001). O envolvimento linfonodal, definido empiricamente no sistema de
estadiamento do AJCC em metéstases microscopicas € macroscopicas, foi o segundo
fator progndstico mais importante em pacientes com doenca em estagio III, de acordo

com os dados analisados pelo AJCC (Dickson et al., 2011)
Nivel de Clark

O nivel de Clark tem sido usado para descrever o envolvimento anatdmico do
tumor dentro das estruturas cutaneas e subcutaneas. O nivel I representa crescimento
intraepidérmico, com membrana basal intacta. No nivel II, ha invasao da derme papilar,
no nivel III, o tumor preenche a derme papilar e envolve a juncdo entre derme papilar e
reticular, no nivel VI, ha invasao da derme reticular, ¢ no nivel V, as células tumorais

estdo presentes na gordura subcutanea (Homsi et al., 2005).

Comparados com o indice de Breslow, os niveis de Clark sdo menos
reprodutiveis, mais dependentes do operador e com valor preditivo menor. Além disso,
seu significado prognostico € limitado em pacientes com tumores muito finos, de acordo
com o sistema de estadiamento do AJCC (Goppner et al., 2011). Em um trabalho que
comparou os laudos entre patologistas gerais e especializados em melanoma, houve uma
concordancia alta quanto ao indice de Breslow e ulceragdo, mas uma concordancia
baixa quanto aos estagios IB e IIB na classificacdo de Clark (aproximadamente 25% dos

casos) (Murali ef al., 2009).
Infiltracao linfocitaria

No melanoma, os linfocitos infiltrados no tumor (TILs) sdo responsaveis pela
morte das células tumorais e podem induzir a regressao espontanea. TILs ativos sdo
visualizados na fase de crescimento vertical do melanoma e representam um fator
prognostico forte, apesar de ndo serem independentes, associados a uma sobrevivéncia

superior (Spatz et al., 2010).

Em um estudo com 1.171 pacientes portadores de melanoma em fase de

crescimento vertical, com seguimento de pelo menos trés anos, foi investigado com
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mais detalhes os padrdes dos TILs, baseado na topografia e intensidade. Concluiu-se
que a infiltracdo linfocitaria ¢ um fator importante e identifica pacientes com bom
progndstico. E provavel que exista uma pequena populagio de pacientes “super-
respondedores”, nos quais o tumor ¢ caracterizado por um infiltrado TIL denso e

continuo e que nao apresentam sinais de progressao do tumor (Spatz et al., 2007).
Metastase a distancia

O tempo de sobrevivéncia médio de 1.521 pacientes tratados com melanoma e
metastases a distancia foi de 7,5 meses e a taxa estimada de sobrevivéncia em 5 anos
desses pacientes foi de 6% (Barth et al., 1995). Baseado em andlises mais recentes,
pacientes com metéstases para pele distantes, tecido subcutaneo e/ou linfonodo (M1a),
possuem as mais altas taxas de sobrevivéncia em um ano (62%) entre os pacientes no
estdgio IV. Pacientes com metdstases pulmonares (MI1lb) possuem prognostico
intermedidrio (sobrevivéncia em um ano de 53%) enquanto pacientes com metastases
viscerais nao-pulmonares e/ou aumento sérico de DHL (Mlc) tem o pior progndstico

(média de 33% de sobrevivéncia em um ano) (Dickson et al., 2011).

1.6 - Aspectos genéticos do melanoma

A compreensao da origem e evolugcdo do melanoma necessariamente passa pelo
estudo dos mecanismos genéticos envolvidos na oncogénese dos melandcitos. A
interagdo entre varias moléculas sinalizadoras envolvendo a progressdo do melanoma
pode ser vista como uma série de ligagdes conectadas entre si, sendo que algumas
dessas conexdes possuem um numero maior de ligagdes. Uma caracteristica dessas
redes € a robustez, o que significa que a remoc¢ao de uma conexdao da rede nao ira
prejudicar sua funcdo. Em termos de terapia para o melanoma, isso significa que atacar
a rede em uma conexao (por exemplo, inibindo MEK) ¢ improvével que o sistema falhe,
uma vez que haverd outras conexdes da rede, permitindo que a célula contorne o local
de ataque. Assim, atacando a rede em conexdes com maior nimero de ligagdes, pode-se
levar a falha do sistema (figura 5) (Smalley et al., 2010) e dessa forma, estabelecer uma

terapia alvo dirigida mais eficiente para o melanoma.
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Figura 5: Esquema ilustrativo da rede de conexdes da via MAPK e da atuacdo de

alguns medicamentos no melanoma (Fonte: adaptado de Smalley et al., 2010)

Uma grande quantidade de pesquisa basica, na ultima década, mudou o
entendimento molecular do melanoma. A identificacdo de mutagdes gendmicas
especificas, como no gene BRAF, pdde ndo s6 demonstrar uma relagdo causal com a
progressao da doenca, mas também dar origem a novas terapias altamente eficazes
voltadas especificamente para essas moléculas mutadas. Enquanto as vérias etapas da
carcinogénese do melanoma ainda s3ao muito pouco compreendidas na sua
complexidade, a fim de prever quando, como e que tipo de mutacdo origina um tumor
invasivo ou metastatico, a analise genética dos tumores primarios ou metastaticos, sem
davida, ird mudar as classificacdes futuras e subsequentemente os algoritmos de

tratamento (GOppner et al., 2011).
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O evento primario na transformacdo melanocitica pode ser considerado como
uma mudanga, que ocorre como resultado secundario, de alguma ativagdo oncogénica,
seja ela genética, incluindo mutagdo génica, delecdo, amplificagcdo ou translocagdo, ou
de eventos epigenéticos, como alteracdes herdadas que nao sejam na sequéncia do
DNA, geralmente na modulacdo da transcricdo pela metilagdo do DNA e/ou por
alteracdes na cromatina, como modificagdes nas histonas. O resultado dessas mudangas
pode ser a geracdo de um clone melanocitico com vantagem de crescimento sobre as

células adjacentes (Palmieri et al., 2009).

1.6-1 - A via MAPK

A via da MAPK, proteina quinase ativada por mitdgeno, ¢ uma cascata de sinais
de transdugao dirigida por fosforilagdo e que acopla respostas intracelulares aos fatores
de crescimento e seus respectivos receptores de superficie celular. Essa via regula varios
processos, incluindo a proliferacdo, a diferenciacdo celular, a apoptose e muitas vezes

estd desregulada em uma variedade de canceres (Vidwans et al., 2011) .

A via da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) ¢ importante nas
células para a transdugdo de sinais extracelulares ao nucleo, permitindo a produgdo de
uma resposta celular apropriada. Os componentes principais dessas vias sdo uma
proteina G pequena (RAS) e trés quinases: RAF, MEK e ERK, sendo que a via de
ativacao ocorre nesta ordem (figura 6) (Rushworth et al., 2006). A via ¢ ativada por
varios receptores, incluindo c¢-KIT, receptor FGF e ¢-MET (Ghosh et al., 2009). As
proteinas RAF sdo ativadas pelo RAS, uma GTPase pequena que reside na membrana
celular e se torna ativada em resposta a uma variedade grande de mitdégenos. A ligagdo
de RAF com RAS causa a translocagdo de RAF do citosol para a membrana celular
onde a ativagcdo ocorre. O RAF ativado pode entdo fosforilar as quinases MEKI1 e
MEK?2, as quais ativam ERK (Rushworth et al, 2006). Por sua vez, isto leva a
fosforilagdo da familia de proteinas especificas - de transformagdo eritroblastica,

ativagdo do fator de transcri¢do nuclear, expressao de reguladores do ciclo celular, como
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a ciclina D, conduzindo finalmente a progressdo do ciclo celular e regulagdo da

diferenciagdo celular, senescéncia, apoptose ou sobrevivéncia (Lemech et al., 2012).
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Figura 6: Esquema representativo da via da MAPK (Fonte: adaptado de Goppner et al.,
2011).

A interacdo entre um receptor de fator de crescimento e seu ligante induz
tipicamente uma série de eventos que promovem o crescimento celular e sua
sobrevivéncia. Nos melandcitos, a via MAPK ¢ ativada por fatores de crescimento
liberados do microambiente local, como fatores de células pluripotentes, hormdnio
estimulador oa-melanocitico, fator de crescimento hepatocitario. Em condigdes
fisioldgicas, esses fatores de crescimento apenas induzem uma estimulacio fraca da via

MAPK, insuficiente para induzir uma proliferagdo melanocitica (Smalley et al., 2010).

O RAS ativado também desencadeia a ativagdo da via MAPK, por meio de
interacdes com as oncoproteinas RAF (BRAF e CRAF), levando ao inicio da cascata de
sinalizacdo. Essa via pode ser iniciada por qualquer isoforma RAF, BRAF ou CRAF.

Interessante ¢ que diferentemente de CRAF, BRAF ativado ndo tem outros substratos
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conhecidos. Assim, melanomas com BRAF mutante sinalizam exclusivamente através
de MEK e subsequentemente ERK, levando a oncogénese. Essa caracteristica clinica
importante torna esses tumores sensiveis aos inibidores potentes da MAPK (Sullivan et

al., 2011).

1.6-2 - O gene BRAF

Em 1983, Ulf Rapp relatou a clonagem de um virus de transformacgdo aguda
associado ao sarcoma murino (3611-MSV) e a caracterizagdo do seu respectivo
oncogene, chamado de v-raf (para fibrosarcoma de crescimento rapido) (Baccarini,

2005).

O gene BRAF (7q34) (figura 7), cujo nome oficial ¢ homdlogo B1 do oncogene
viral do sarcoma murino v-raf, codifica a proteina RAF tipo B. Ele estd localizado no
brago (q) longo do cromossomo 7, regido 3, banda 4, ¢ composto por 17 introns e 18
exons abrangendo uma regido de 190.284 pb e codifica uma serina/treonina quinase,
sendo caracterizado como o gene mutado mais comum no melanoma, pois a mutacao ¢

observada em 40-70% dos melanomas (Davies et al., 2002).

cr?7 w3 [T TN NN B AN { B SOV R T E B B CEEEHE] &

Figura 7: Localizagdo cromossomica do gene BRAF (Fonte: site

www.genome.ucsc.edu)
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1.6-3 - A proteina BRAF

A proteina BRAF tem 766 aminoacidos e peso molecular de 84.436 daltons,
com localiza¢do no citoplasma celular (figura 8). A familia RAF quinase compreende 3
isoformas, que se diferenciam no perfil de expressdo, regulacio e habilidade de
funcionar no contexto da cascata da quinase (ERK) regulada extracelularmente. Todas
as trés RAF quinases compartilham uma estrutura comum que abrange trés regides
conservadas: CR1, contendo dois sitios de ligagdo RAS com dominio RAS-ligante
(RBD), e um dominio rico em cisteina (CRD); CR2, rico em residuos de Ser/Thr; e

CR3, representando no final da molécula, o dominio quinase (Baccarini et al., 2005).
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Figura 8: Esquema representativo da proteina BRAF com seus dominios funcionais e

as mutacdes mais comuns (Fonte: adaptado de Brzezianska et al., 2011)

1.6-4 - A mutacio no gene BRAF V600E no melanoma

As mutagdes somaticas no gene BRAF sdo encontradas em vérios tipos de
canceres humanos, mas chegam a porcentagem de 70% (tabela 1) nos melanomas
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malignos (Lee ef al., 2011). A mutag¢do mais frequente envolve a mudanca da valina por
acido glutdmico no cédom 600 (GTG por GAG, conhecido como V600E). Esta
substitui¢do compreende 80% das mutagdes descritas no gene BRAF (Davies et al.,
2002). A mutagdo no hotspot V60OE afeta o exon 15 do BRAF (Nucera et al., 2010) e
leva a sua ativagdo constitutiva, dispensando a necessidade de ativagao pelo NRAS e
ATP. Além disso, a proteina mutante ¢ 10 vezes mais ativa que a BRAF selvagem.
Somados, esses dados indicam a importdncia de BRAF como alvo terapéutico no

melanoma (Vidwans et al., 2011).

Gene Porcentagem de mutacao
BRAF 70%

MITF 20%

NRAS 15%

FGFR 15%

plé 50-70%

PTEN 45%

APAF-1 40%

p33 15%

Tabela 1: Genes comumente mutados no melanoma (Fonte: adaptado de Flaherty,

2006).

A mutacdo V600E mimetiza a fosforilacdo de ativagdo do segmento do BRAF
(figura 9), por meio da inser¢do de um residuo carregado negativamente, adjacente a um
sitio de fosforilacdo ativado na Ser-599, causando a ruptura de interagdes hidrofobicas
entre residuos no local da ligacdo do ATP, que mantinham a conformagdo inativa,

mantendo o gene BRAF ativo constitutivamente (Xing et al., 2005).
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Figura 9: Esquema representativo da mutagdo V60OE do gene BRAF (Fonte: adaptado
de Wojciechowska et al., 2006)

1.6-5 - Implicacdes clinicas das mutacoes de BRAF em melanoma

A mutagdo de BRAF ocorre mais frequentemente em sitios anatomicos de
exposi¢do solar intermitente (por exemplo, o tronco) e em sitios sem dano cronico
induzido pelo sol (Curtin ef al., 2005). Além disso, em melanomas primarios, o estado
de BRAF mutante tem sido associado com individuos jovens (idade menor que 50 anos),
subtipo histolégico (melanoma extensivo superficial e nodular) e presenca de mitoses
(Long et al., 2011). Dados recentes em pacientes com doenga avangada demonstram
que taxas da muta¢do BRAF maiores do que 80% ocorrem naqueles com menos de 40
anos (Menzies et al., 2011). Outros fatores associados a esta mutacdo incluem poucos
marcadores de exposi¢do solar cronica na pele adjacente, altas contagens de nevos
corporais, grande exposi¢do solar na infancia e melanomas pigmentados (Liu et al.,
2007). Pacientes com melanoma metastatico e mutacao no gene BRAF também parecem

ter sobrevida menor (Long et al., 2011).
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Em um estudo realizado nos Estados Unidos, com 115 espécimes de melanoma,
a mutagdo no gene BRAF foi encontrada em 54% dos individuos com exposi¢do solar
ndo cronica, enquanto que apenas 8% foi encontrada em pele com exposi¢do solar
cronica, 15% em pele gabra e 10% em melanomas de mucosa, favorecendo a relacdo
entre exposicdo solar intermitente ¢ a mutacdo no gene BRAF e a hipotese de que
diferentes tipos histologicos e de exposicdo solar influenciam na via genética de

desenvolvimento do melanoma (Maldonado et al., 2003).

Outro estudo também realizado nos EUA, com 24 nevos, 20 melanomas em
crescimento radial (estdgio inicial), 8 melanomas em crescimento vertical e 13
melanomas metastaticos, observou-se que as freqiiéncias de muta¢ao no gene BRAF em
nevos, melanomas em crescimento vertical e metastaticos variaram de 62 a 71%,
enquanto melanomas em crescimento radial apresentaram uma freqiiéncia de apenas
10% na andlise. Esses dados favorecem a hipotese de que mutagdes no gene BRAF estao
envolvidas na progressdo do tumor e ndo na fase de iniciacdo. Além disso, a alta
freqliéncia da mutacdo nos nevos sugere que essa mutagdo nao contribui para a

transformacao desses nevos em melanoma (Dong et al., 2003).

Em uma meta-andlise, reunindo estudos publicados entre 1989 e 2010 sobre a
frequéncia de mutagdo no gene BRAF, nao foi demonstrada associagdes entre a mutacao
de BRAF e o género, mas houve associacdo entre a presenga de tal mutacdo com o
subtipo histologico extensivo superficial e locais anatdmicos que ndo havia exposicao

solar cronica (Lee et al., 2011).
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Tabela 2: Revisdo dos estudos da literatura que investigaram a mutagdo V600E do gene

BRAF em melanomas

Autores/ano Numero total de pacientes estudados/Local do  Frequéncia da mutacdo V600E do
estudo gene BRAF

Davies et al.,2002 34/ EUA, Italia, Hong Kong, Inglaterra 55,9%

Gorden et al.,2003 77/ EUA 40%

Libra et al., 2005 19/1talia 63%

Goel et al., 2006 58/ EUA 57%

Lee et al., 2006 35/EUA 60%

Liu et al., 2006 251/Australia 45%

Venesio et al., 2008 18/Italia 72%

Viros et al., 2008 302/ EUA, Alemanha, Japao, Coréia do Sul 47%

Casula et al., 2009 35/1talia 31,4%

Lazar et al.,2009 74/ Hungria 27%

Narita et al., 2009 71/ EUA e Australia 39%

Broekaert et al.,2010 350/ Alemanha, Austria, EUA 49,7%

Jung et al., 2010 96/Brasil 36,4%

Scherer et al.,2010 179/ Italia e Alemanha 17,3%

Rubinstein et al.,2010 138/ EUA 69%

Hacker et al.,2010 123/ Australia 31,5% de mutagdo V600

Ellerhorst et al.,2011 223/EUA 42.2%

Janku et al., 2011 52/ EUA 50%

Long et al., 2011 197/ Australia 48% BRAF, sendo 74% V600E

Shibata et al.,2011 39/Japao 28.,2%

Menzies et al.,2011 312/ Australia 46% de mutacdo no gene BRAF,

sendo 73% V600E
Ellison et al.,2012 163/ Gra Bretanha 41,1%
Lovly et al., 2012 150/ EUA 38% de mutacdo no BRAF, sendo79

79% V600E
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1.7 - Tratamento do melanoma

Recentemente, o armamento terapéutico do melanoma tem aumentado, incluindo
varios agentes promissores. No entanto, uma fracdo significativa de pacientes com
doenga avancada permanece sem sucesso com as opgdes terapéuticas (Davar et al.,

2011).

O tratamento cirurgico para o melanoma cutaneo persiste como o melhor
tratamento para a sobrevida a longo prazo, seja em estagios iniciais ou em pacientes
com disseminagdo regional ou a distancia. O que mudou foi a forma de se operar,
resultando em menor morbidade, permitindo a possibilidade de estadiamento e a

identificacao de micrometastase, além de aumento na sobrevida (Demierre et al., 2008).

Para pacientes com melanoma primario de 4 mm ou mais (lesdes T4), ressecado
cirurgicamente, e/ou com metastases para linfonodos regionais, 0s quais tem risco
aumentado de recorréncia e morte (estagios IIB ou mais), a unica terapia adjuvante
aprovada pela Food and Drugs Administration (FDA) permanece o interferon — o (IFN-
o). Em seu trabalho, Davar et al. (2011), concluiram que a terapia adjuvante com IFN-
a2b em pacientes de alto risco tem um efeito extremamente benéfico no tempo de
sobrevida sem recaida, mas menor impacto na sobrevivéncia, especialmente em 10

anos.

Até 2011, apenas duas terapias eram aprovadas pelo FDA para o melanoma
metastatico, a Decarbazina e altas doses de Interleucina 2, sendo que ambas nado
aumentam a sobrevida média global. A Decarbazina ¢ limitada por uma baixa taxa de
resposta (10 a 15%) e uma sobrevida global de oito meses. Ja a Interleucina-2 ¢ limitada
por uma taxa de resposta ainda mais baixa (6 a 10%) e toxicidade severa, com apenas

uma minoria de pacientes alcangando uma resposta duradoura (Finn et al., 2012).

O reconhecimento de mutacdes moleculares decisivas que conduzem a
carcinogénese no melanoma levou ao desenvolvimento de agentes promissores que
selecionam o alvo e inibem essas mutagdes e, em troca, fornecem taxas de resposta
melhores ¢ toxicidade decrescente. Secundariamente, avangos no entendimento da

imunologia do tumor e escape imune levaram ao surgimento de novos agentes
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imunoldgicos que sdo menos toxicos do que a Interleucina-2, mas ainda fornecem

beneficios a longo prazo (Finn et al., 2012).

O melanoma cutaneo ¢ considerado uma doenga molecularmente heterogénea,
com aproximadamente 40 a 70% de mutag¢do no gene BRAF, sendo 90% resultante de
uma substituicdo da valina por acido glutdmico na posi¢ao 600 (V600E). Por causa
dessa taxa relativamente alta de BRAF mutante, bem como seu potencial oncogénico,

tem-se buscado inibi-lo seletivamente (Finn et al., 2012).

Em um estudo fase 1, o primeiro desses inibidores seletivos do gene BRAF, o
Vemurafenib, demonstrou uma regressao tumoral substancial de 81% nos pacientes com
melanoma metastatico que possuiam a mutagao no BRAF (V600E) e receberam a dose
recomendada na fase 2. O seguimento do estudo de fase 2 (BRIM2) dos pacientes
previamente tratados demonstrou uma taxa de resposta confirmada (RR) de 53% com
uma média de 6,7 meses de duragdo da resposta. Finalmente, um estudo controle
randomizado de fase 3 (BRIM3) de pacientes previamente nao tratados, comparando o
Vemurafenib com Decarbazina, demonstrou melhora na RR (48% contra 5%),
sobrevida livre de progressao (5,3 contra 1,6 meses), percentual de pacientes vivos em
seis meses (84% contra 64%) e com uma redugdo de 75% no risco de morte (Lemech et
al., 2012). Esses achados serviram de base para a aprovacdo do Vemurafenib pelo FDA
em Agosto de 2011 (Sullivan et al., 2011). Um segundo inibidor do BRAF,
GSK2118436, mostrou eficacia semelhante em um estudo fasel/2 (Finn et al., 2012).
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IT - OBJETIVOS

I1.1 - Objetivo geral

O objetivo desse estudo consistiu em avaliar a frequéncia da mutacao V60OE no

gene BRAF, em pacientes diagnosticados com melanoma em Goiania.

I1.2 - Objetivos especificos

(1) Investigar a frequéncia da mutagdo V600E no gene BRAF em pacientes com

melanomas cutaneos primarios diagnosticados em Goiania.

(2) Comparar os dados de frequéncia da mutacao V60OE detectados nos pacientes com

melanoma de Goiania com aqueles avaliados em diferentes regides geograficas.

(3) Avaliar as possiveis associacdes observadas entre a presenca da mutagao V600E no
gene BRAF e os aspectos clinico-patologicos dos pacientes selecionados (idade, género,
presenca de metastases, localizagdo do melanoma primario, tipo histologico, indice de

Breslow, sobrevida, etc.)
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III -METODOLOGIA

I11.1 - Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi avaliado e recomendado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Araujo Jorge (HAJ), conforme Parecer n° 049/2010 (Anexo 1). Somente apds
a aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica, foram iniciadas as analises. Tratou-se de
um estudo retrospectivo com utilizagdo de dados clinicos obtidos de prontudrios e
analise de espécimes tumorais fixados em formol e incluidos em parafina. Assim, o

estudo ndo ofereceu risco evidente aos pacientes incluidos na andlise.

II1.2 - Selecao de casos de melanoma

Os casos de melanoma foram selecionados a partir dos livros de registro do Setor de
Anatomia Patologica (SAP) do HAJ, no periodo de 2004 a 2006. Os blocos contendo os
fragmentos de tumores foram levantados a partir dos arquivos do SAP, montados em
laminas de vidro e corados pela hematoxilina-eosina (HE) para analise microscopica e
comprovagdo do diagndstico histopatologico. A revisdo histopatologica foi feita pelo
patologista, Dr. Ailton Cabral, do SAP do HAIJ. Os pacientes incluidos no estudo
apresentavam diagnostico histopatologico comprovado de melanoma, blocos de
parafina disponiveis no SAP do HAJ e dados clinicos e histopatologicos, incluindo:
idade, género, localizagdo do tumor, classificacdo do melanoma, indice de Breslow,
indice mitdtico, comprometimento metastatico de linfonodos regionais e metastase a
distancia.Foram excluidos pacientes com diagndstico de melanoma in sifu, melanoma
sem diagnodstico do sitio primario, melanoma ocular ou melanoma sem comprovacao
histopatologica, cujo bloco ndo se encontrava no SAP do HAJ, ou que ndo
apresentavam os dados clinicos e histopatologicos descritos anteriormente.Os dados
clinicopatologicos foram colhidos a partir dos respectivos prontudrios e utilizados para a

confec¢do de um banco de dados. Inicialmente, o banco de dados possuia 286 pacientes,

48



mas pelos critérios acima descritos foram excluidos 209 pacientes, restando 77 casos.
Os espécimes biologicos analisados neste estudo consistiram de fragmentos de
melanoma, colhidos por meio de cirurgia, seja bidpsia ou exerese total do tumor, antes

de qualquer abordagem radioterapica ou quimioterapica.

II1.3 - Extracdo de DNA das amostras de melanoma

A mutagdo V600E do gene BRAF foi analisada de acordo com o procedimento
proposto por Cohen et al, 2003. Utilizou-se primers especificos para o éxon 15 do gene
BRAF e amplificacdo génica, produzindo fragmentos amplificados com 224 pares de
bases (pb). Tais fragmentos foram submetidos a digestdo com utilizagdo da
endonuclease de restrigdo 7TspRI que ndo reconhece a mutagdo T1799A no gene BRAF.
A enzima de restricdo TspRI digere o produto de PCR produzindo trés bandas
principais: uma com 125 pb, uma com 87pb e outra com 12pb, a partir do alelo do tipo
selvagem. A mutacao T1799A abole um sitio de restri¢ao, resultando em uma banda de
212 pb a partir do alelo mutante e bandas residuais a partir do alelo selvagem. A
extragao de DNA das amostras de melanoma foi feita com a utilizagao do kit comercial
Wizard DNA Isolation Kit (Promega), utilizando o protocolo padronizado no

Laboratério de Diversidade Genética da PUC-Goids, conforme descri¢ao a seguir.

II1.3.1 - Preparo das amostras

Os fragmentos de tumores finamente cortados, medindo de 0,5-2,0 p, foram
transferidos para microtubos, nos quais eram adicionados 500 ul de xileno. Os
microtubos foram incubados por 15 minutos a 55°C em banho-maria e, posteriormente,
centrifugados a 13.000 rpm por cinco minutos, formando um pellet de tecido. Em
seguida, o sobrenadante contendo o xileno foi descartado e a etapa anterior repetida por
mais duas vezes, a fim de completar a remogdo da parafina. Apds a remogdao da
parafina, 500 pl de etanol 100% foram adicionados aos microtubos, que foram entdo
incubados por 15 minutos a 55°C em banho-maria e posteriormente, centrifugados a

13.000 rpm por cinco minutos, formando um pellet. Em seguida, o sobrenadante
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contendo o etanol foi descartado e a etapa anterior repetida por mais duas vezes, a fim
de completar a remocao do xileno. Essas etapas foram repetidas mais duas vezes para

completa remogao do xileno.

II1.3.2 - Lise celular

Aproximadamente 200 pl de solucdo de lise celular foram adicionados a cada
microtubo e o fragmento de tecido macerado com uma ponteira. A fim de garantir a lise
do tecido, 10 pul de proteinase K (20 mg/ml, Invitrogen) foram adicionados a cada tubo.
Os tubos foram homogeneizados 25 vezes por inversao e incubados a 55°C (overnight),
com inversdes periddicas. A completa lise celular foi concluida quando nenhum

fragmento de tecido foi observado em cada um dos tubos.

I11.3.3 - Precipitacio de proteinas

Apo6s a lise celular, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionados 40 pl de solugdo de precipitacao de proteinas e a solugdo
homegeneizada com pipetagens sucessivas. Os microtubos foram entdo incubados a
-20°C, e, em seguida, centrifugados a 13.000 rpm por cinco minutos. As proteinas
precipitadas formavam um pellet no fundo do tubo e o sobrenadante contendo o DNA
transferido para outro microtubo limpo. Caso o pellet ndo fosse visivel, o tubo era
agitado novamente no vortex em alta velocidade por 20 segundos e colocado novamente

no freezer seguindo os passos citados anteriormente.

I11.3.4 - Precipitacdo do DNA

O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para outro microtubo previamente
identificado e acrescido de 200 pl de isopropanol 100% gelado. Os tubos foram
homogeneizados 50 vezes por inversao e centrifugados a 13.000 rpm por cinco minutos.
Ap0s a precipitagdo, os sobrenadantes foram descartados e os tubos invertidos sobre
papel absorvente. Os pellets contendo DNA foram lavados com 200 pl de etanol 70%,
homogeneizados 25 vezes por inversao e centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos. Os
sobrenadantes foram cuidadosamente descartados e os tubos invertidos sobre papel
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absorvente. Os pellets correspondentes a cada amostra foram entdo secos a temperatura

ambiente.

II1.3.5 - Hidratacao do DNA

Os pellets correspondentes a cada amostra foram ressuspendidos em 20 pl de dgua
milli Q autoclavada. O DNA resultante de cada amostra foi armazenado em freezer

-20°C até a realizacao dos ensaios de PCR.

II1.4 - Anailise molecular da mutacido V600E do gene BRAF por meio de PCR e

RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢io):

Os oligonucleotideos iniciadores especificos para o exon 15 do gene BRAF (Tabela
3) foram usados nos ensaios de amplificagdo génica, produzindo amplicons com 224
pares de bases (pb). Todos os reagentes da PCR foram rapidamente centrifugados e
homogeneizados no vortex, sendo previamente descongelados sobre o gelo picado. Um
controle negativo da reacdo contendo todos os componentes, exceto o DNA, foi
incluido em todas as amplificagdes. As reagdes de PCR foram realizadas num volume
final de 25 pl, utilizando um termociclador Veriti (Applied Biosystems), em mistura
contendo 15 pl de dgua milli-Q; 2,5 ul de tampao (10x); 1,0 ul MgCI2; 1,0 pl de Tag
DNA polimerase (Invitrogen); 2,5 pul de dNTPs (desoxinucleotideo-trifosfato-dATP,
dCTP, dGTP, e dTTP); 0,5 ul de cada primer de BRAF; e 2,0 ul de DNA.

Apos a amplificagdo por PCR, um amplicon de 224 pb era visualizado em gel de
poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata. Todos os casos que tiveram a
amplificacao do fragmentodo gene BRAF (224 pb) eram submetidos a digestdo com a
enzima de restricdo 7TspRI (10 U/ wl New England Biolabs, Beverly, MA). A digestao
foi feita num volume de 15 pl, com 10 pl do produto de PCR, 2,5 unidades da enzima
TspR1; 3,5 pl de dgua milli-Q autoclavada; 1.0 pl de NE buffer e 0,25 pl de BSA. A
digestdo foi feita durante 120 minutos, a 65°C e o resultado visualizado em gel de
poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata. Amostras de melanoma, contendo a

mutacao T1796A foram usadas como controle positivo.
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Tabela 3: Descricdo dos primers e protocolos de ciclagem usados no ensaio de PCR

para amplificacdo do gene BRAF em amostras de melanoma

Fragmento amplificado/ Primers Condicgdes de ciclagem
(=224 pb)
) 94°C - 3 min
Primer P1 (f) 940C . 30 seg
5 TCATAATGCTTGCTCTGATAGG-3' 60°C - 1 min
72°C - 1 min
Primer P2 (f) 72°C - 10 min

4°C - Infinito
5'-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3'

II1.5 - Analise Estatistica

Um banco de dados clinicos e histopatologicos dos pacientes com melanoma foi
elaborado, utilizando o Software Microsoft Excel® (Microsoft Corp., EUA). Analise
estatistica descritiva desses dados foi realizada e tabelas de contingéncia foram
preparadas. Os aplicativos estatisticos Prism 5 e Instat 4 foram usados para as analises
comparativas das variaveis qualitativas. O teste do Chi-quadrado com corre¢dao de
Yates, nivel de significancia de 5%, foi usado para as analises comparativas e o teste

exato de Fisher, quando apropriado.
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IV - RESULTADOS

IV.1 - Grupo de estudo

Foram avaliados neste estudo 77 pacientes, sendo 49 do sexo feminino (63,6%)
e 28 pacientes do sexo masculino (36,4%). Dez pacientes (13,0%) tinham menos do que
45 anos e 67 pacientes (87,0%) tinham 45 anos ou mais. Os melanomas diagnosticados
foram divididos de acordo com sua localizagdo em cabega (correspondendo a 15,6% dos
casos), tronco (36,4%), membros (18,2%); pés e maos (29,9%). Foram considerados
como melanomas com exposicao intermitente ou rara as radiagdes UV, aqueles
localizados no tronco, membros, pés ou maos ¢ melanomas com exposi¢do crénica as
radiagdes UV, aqueles localizados na cabeca. Houve uma frequéncia de 12 (15,6%)
pacientes com exposi¢ao cronica e 65 (84,4%) com exposi¢do solar intermitente. Os
melanomas foram divididos também quanto seu subtipo histologico, sendo classificados
em: extensivo superficial (42,7% dos casos), nodular (26,7%), lentigo maligno
melanoma (18,7%) e acral ou de mucosa (12,0%). Dois casos de melanomas foram
designados como inclassificaveis. Em relagdo as metastases, 9 (12%) pacientes
apresentavam metéastase ao diagnostico e 66 (88%) pacientes eram ndo metastaticos.

Dois pacientes ndo apresentavam dados quanto a metastases.

IV.2 - Anailise da mutacido V600E do gene BRAF nos pacientes portadores de

melanoma

Utilizando os métodos de PCR e RFLP, foi feita a pesquisa da mutacdo V60OE
do gene BRAF nos 77 espécimes de melanoma e os resultados foram analisados através
do gel de poliacrilamida corado a 10% com nitrato de prata (figura 10). A mutacao foi

encontrada em 54/77 casos, correspondendo a uma frequéncia de 70,1%.
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Figura 10: Gel de poliacrilamida a 10% corado com nitrato de prata, mostrando
produtos de restricdo de um fragmento do gene BRAF com 224 pares de bases, contendo
ou ndo a mutagdo T1799A, cortado com a enzima TspRI. A presenca da mutacdo
T1799A resulta na formacao de quatro fragmentos com 212pb, 125pb, 87pb e 12pb
(canaletas 1, 2, 3, 5, 6, 8 ¢ 9), enquanto que o alelo selvagem resulta na formacao de trés
fragmentos contendo 125pb, 87pb e 12pb (canaletas 4 e 7). A canaleta 10 apresenta o
fragmento de 224pb ndo-digerido. As canaletas 11 e 12 apresentam bandas
correspondentes ao padrdo de peso molecular de DNA com 50pb e 100pb,
respectivamente.

IV.3 — Distribuicdo dos pacientes que apresentaram a mutacio V600E do gene

BRAF e os aspectos clinicopatologicos dos melanomas.

Os pacientes portadores de melanoma cutaneo foram divididos de acordo com a
presenca ou ndo da mutagdo do gene BRAF e as possiveis associagdes entre os aspectos
clinicopatologicos: idade, género, localiza¢ao anatdomica do tumor, subtipo histologico,
sinais de regressao, presenca de ulceragdo, presenca de infiltracdo linfocitaria, presenca
de satélites microscopicos, indice de Breslow, presenca de metéstases e quanto a
exposi¢ao solar. Os dois grupos foram comparados, porém, nenhuma associacao
estatisticamente significativa foi detectada em relagdo aos parametros clinicopatologicos

avaliados (tabela 4).
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Tabela 4: Analise univariada investigando as possiveis associagdes entre os aspectos

clinico patologicos do melanoma com a mutagdo no gene BRAF

Parametro V600E (+) V600E (-) N P
Género
Masculino 17 11 28 0,2688
Feminino 37 12 49
Idade
<45 anos 6 4 10 0,7040
>45 anos 48 19 67
Tipo histolégico
Extensivo superficial 20 12 32 0,3097
Nodular 16 4 20
Lentigo maligno 9 14
Acral/ mucosa 1 9
Localizagao
Cabeca 8 4 12 0,9240
Tronco 20 8 28
Membros 9 5 14
Pés/maos 17 6 23
Sinais de regressao
Sim 3 3 6 0,5206
Nio 48 19 67
Ulceracao
Sim 22 8 30 0,8766
Nao 31 14 45
Infiltragao linfocitaria
Sim 47 22 69 0,3175
Nao 5 0 5
Satélites microscopicos
Sim 5 2 7 0,7158
Nao 47 20 67
Metastase
Sim 7 2 9 0,681
Nao 47 19 66
Exposicio solar
Cronica 8 4 12 0,775
Intermitente 46 19 65
Breslow
< 1,0 mm 13 8 21 0,4926
>1,0 mm 41 15 56
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Dentre os pacientes positivos para a mutacdo V60OE do gene BRAF, 48 (88,9%)
tinham idades iguais ou acima de 45 anos, enquanto seis (11,1%) tinham idades abaixo

de 45 anos (figura 11).
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Figura 11: Grafico de distribuicao dos casos de melanoma mutados (V60OE de BRAF)

com relacao a idade

Quanto ao género, 37 (68,5%) dos pacientes com mutagdo V60OE eram do sexo

feminino e 17 (31,5%) pacientes eram do sexo masculino (figura 12).
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Figura 12: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relagdo ao género
Dentre os pacientes que apresentavam a mutagdo VO60OE do gene BRAF, oito

(14,8%) tinham melanomas localizados na cabega, 20 (37,0%) no tronco, 9 (16,7%) nos

membros e em 17 (31,5%) pacientes nos melanomas em pés ou maos (figura 13).
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Figura 13: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relacao a localizacao

A partir da localizagdo, foi calculada a frequéncia da mutacdo no gene BRAF
quanto a exposi¢ao solar, sendo que a mutacdo estava presente em 46 (85,2%) casos de
melanoma em locais de exposi¢do solar intermitente ¢ em 8 (14,8%) casos de exposi¢ao

solar cronica (figura 14).
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Figura 14: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relagdo a exposi¢do solar
Ja em relacdo a presenga de metéastases ao diagnostico, 47 (87,0%) pacientes

com mutacdo V600E eram nao-metastaticos e 7 (13,0%) pacientes apresentavam

metastases (figura 15).
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Figura 15: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relagdo a presenca de metéstases ao diagnostico

Quanto aos parametros histologicos, a mutagdo no gene BRAF foi detectada em
20 (37,7%) dos casos de melanoma extensivo superficial, 16 (30,2%) casos de
melanoma nodular, 9 (17,0%) casos de lentigo maligno melanoma e 8 (15,1%) casos de
melanoma acral ou de mucosa (figura 16). A mutacdo V60OE estava presente em 48
(94,1%) casos de melanoma com sinais de regressao (figura 17), em 31 (58,5%) dos
casos que nao possuiam ulceragdo (figura 18), em 47 (90,4%) dos melanomas com
infiltragdo linfocitaria (figura 19), em 47 (90,4%) dos pacientes que ndo possuiam
satélites microscopicos (figura 20) e em 41 (75,9%) dos pacientes com indice de

Breslow maior do que 1,0 mm (figura 21).
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Figura 16: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relag@o ao subtipo histologico
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Figura 17: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relagdo aos sinais de regressao
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Figura 18: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relagdo a presenca de ulceragao
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Figura 19: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relagdo a presenca de infiltragdo linfocitaria
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Figura 20: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relagdo a presenca de satélites microscopicos
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Figura 21: Grafico de distribui¢do dos casos de melanoma mutados (V600E de BRAF)

com relagdo ao indice de Breslow

V — Discussao

O gene BRAF codifica uma quinase que faz parte da via da MAPK, uma cascata
de transdugdo de sinais dirigida por fosforilagdo e que acopla respostas intracelulares
aos fatores de crescimento e seus respectivos receptores de superficie celular. Na célula
normal, ¢ uma via importante em varios processos mitogénicos e de sobrevivéncia
celular, incluindo a proliferagio celular e prote¢io contra apoptose. E uma via altamente

regulada e que normalmente controla a senescéncia. Quando ocorre a mutagdo no gene
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BRAF, esta via torna-se constitutivamente ativada, dispensando a ativacao pelo RAS e
ATP, se tornando fundamental para a proliferagcdo e sobrevivéncia do melanoma, pois a
proteina mutante ¢ dez vezes mais ativa do que a proteina selvagem (Sekulic et al.,
2008, Vidwans et al., 2011). Além disso, o gene BRAF ¢ o gene mutado mais comum
no melanoma (Davies et al., 2002), conforme demonstrado na figura 9 (Flaherty, 2006)

e por isso o gene BRAF ¢ considerado um alvo terapéutico importante no melanoma.

Quimioterapia, agentes biologicos ou a combinagdo das duas modalidades
terapéuticas apresentam pouco impacto na sobrevivéncia dos pacientes com melanoma
metastatico (Hersey et al., 2009; Davar et al., 2011). Até 2011, apenas duas drogas
eram aprovadas pelo FDA para o tratamento do melanoma metastatico: Decarbazina e
Interleucina 2, porém nenhuma aumentava a sobrevida média global dos pacientes
(Finn et al., 2012). Os avangos no entendimento das mudangas genéticas implicadas no
melanoma resultaram no aparecimento de novos agentes que inibem proteinas
especificas, regulando as vias sinalizadoras. No tratamento do melanoma tem-se o
Sorafenib, um inibidor multiquinase da via MAPK; o Elesclomol (STA-4783) e o
Oblimersen (G3139), oligonucleotideos que bloqueiam a molécula anti-apoptdtica Bel-
2; agentes que atuam na proteina MEK (PD0325901, AZD6244), mTOR (Everolimus,
Deforolimus, Temsirolimus) e VEGFR (Axitinib) e ainda inibidores dos receptores de
tirosina-quinase (Imatinib, Dasatinib, Sunitinib). Todos eles vem sendo testados em
estudos para verificar a eficacia no tratamento do melanoma (Hersey et al., 2009). No
presente estudo, mais especificamente, destaca-se a importancia dos inibidores

especificos do BRAF mutante (Vemurafenib) (Lemech et al., 2012).

O principal objetivo deste trabalho foi pesquisar a frequéncia da mutagdo V60OE
no gene BRAF, ja que medicamentos novos para o melanoma cutineo estdo sendo
desenvolvidos, como o Vemurafenib, que atua especificamente na forma mutada de
BRAF. Nosso objetivo era predizer se muitos pacientes brasileiros seriam beneficiados
com este novo medicamento. Isso porque, como mostrado na Tabela 1, de acordo com
os trabalhos analisados, a frequéncia da mutagdo na populacdo em geral ¢ muito

variavel.

De acordo com uma meta-analise, realizada por Lee ef al. (2011), no periodo de

1989 e 2010, 36 estudos foram desenvolvidos sobre o gene BRAF. A frequéncia de
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mutagdo neste gene variou de 22 a 72% em diferentes paises. Um estudo realizado por
Jung et al. (2010), no Brasil, detectou uma frequéncia de mutagdo relativamente baixa
na populacdo analisada, ou seja, de 39%. Nosso estudo demonstrou uma frequéncia de
mutacdo de 70%, valor este considerado alto, mas dentro dos limites apresentados na

meta-analise de Lee et al. (2011).

Em nosso estudo, o melanoma extensivo superficial foi o subtipo histologico
mais frequente, concordando com dados da literatura (Gosh et al., 2009). A localizacio
anatOmica mais comum entre os pacientes do estudo foi o tronco (36,4%), assim como
descrito por Dal et al. (2007). Uma justificativa possivel para o maior nimero de
melanomas extensivos superficiais, principalmente no tronco, seria a exposi¢ao solar
intermitente em atividades recreativas, principalmente na populagdo jovem, sendo o
melanoma, o segundo e terceiro tipo de cancer mais comum em homens e mulheres,
respectivamente, entre os 20 e 29 anos de idade (Gosh et al, 2009; Dal et al., 2007,
Siegel et al., 2012).

De acordo com dados do AJCC, sao fatores preditivos de sobrevida em pacientes
com melanoma cutaneo estagios I e II: o indice de Breslow, a idade, a presenca de
ulceragdo, a localizacdo anatomica e o género (Thompson ef al., 2011). Nosso trabalho
tinha como objetivo também verificar se havia alguma relacdo entre a presenca da
mutacdo V600OE e outros parametros prognodsticos, como indice de Breslow, idade,
género, presenca de ulceracdo, infiltracdo linfocitaria e metastase a distdncia. Assim
como Qi et al. (2011), o estudo ndo detectou associacao estatistica significativa entre a

presenca da mutacao V60OE e o subtipo histologico, o género e a idade dos pacientes.

Apesar de ndo ter sido encontrada uma relagdo estatisticamente significativa
entre a presenga da mutagdo V60OE e o subtipo histologico extensivo superficial, como
demonstrado em outros trabalhos (Liu et al., 2006, Lee et al., 2011), houve uma
frequéncia maior da mutagdo neste subtipo histoldgico (37,7%) no presente estudo. O
resultado pode ser explicado pela menor frequéncia de melanomas extensivos

superficiais (32,7%) presentes na amostra.

No presente estudo, 37 (68,5%) pacientes eram do sexo feminino, porém, este

parametro ndo esteve significantemente associado a presenga da mutacdo. Outros
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estudos também ndo relacionam a frequéncia da mutacdo com o género (Liu et al.,

2006; Saldanha et al., 2006; Hacker et al., 2010; Lee et al., 2011).

A relagdo entre faixa etaria e a presenga de mutagdo VO60OE no gene BRAF ¢
controversa. Alguns estudos demonstraram que esta mutagdo prevalece em pacientes
mais jovens (Liu et al., 2006; Menzies et al., 2011; Long et al., 2011; Hacker et al.,
2010; Goel et al., 2006; Broekaert et al., 2010). Ja na meta-analise realizada por Lee et

al. (2011), esta associagdo ndo foi comprovada, bem como neste estudo.

Assim como no trabalho realizado por Jung et al. (2010), com 96 pacientes
brasileiros, ndo houve associacao significativa entre a presenga da mutagao V60OE e os
parametros histologicos, como presenca de ulceracao, sinais de regressao e presenca de

satélites.

Com relagdo ao indice de Breslow, o principal aspecto prognostico dos
melanomas, ndo foi encontrada associagdo significativa entre os indices de Breslow
menores ou maiores do que 1,0 mm e a presenca da mutacdo no gene BRAF,
corroborando com resultados descritos nos trabalhos realizados por Lang et al., 2005,
Hacker et al.,2010 e Saldanha et al, 2006, bem como com a meta-analise realizada por

Lee et al., 2011.

Diferentemente de outros estudos (Jung et al., 2010; Liu et al., 2006; Saldanha et
al., 2006), nao foi encontrada associacdo significativa entre a presenca de mutacio
V600E em pacientes com exposicdo solar cronica ou intermitente. Hacker et al. (2010)
também nao identificaram diferenga na frequéncia da mutagdo entre melanomas de
cabeca e pescoco versus melanomas de tronco e membros, que sdo locais com nivel de
exposi¢do solar diferentes, pois considera-se que a cabega e 0 pescogo apresentam uma
exposi¢do solar continua, enquanto que o tronco e membros sofrem uma exposic¢ao solar
intermitente. J& Qi ef al., (2011) também ndo identificaram relagdo da mutagdo com a
exposi¢ao solar. A relagdo entre a exposicao solar e o gene BRAF necessita de mais
estudos, pois mesmo aqueles que demonstraram uma associacao significativa entre a
mutacdo V60OE com a exposi¢do solar intermitente ndo conseguiram explicar como
isso ocorre, quais sdo os genes alterados e qual seria o papel das radiagdes ultravioletas
no aparecimento da mutagcdo V60OE (Jou ef al., 2012). As mutagdes reconhecidas como

assinaturas das radiagdes UV s3o C>T ou CC>TT ocorrem em sitios dipirimidinicos, e
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sdo diferentes da mutacdo V60OE (Thomas et al., 2006). Além disso, a mutagdo no gene
BRAF ocorre em outras neoplasias como carcinoma papilifero de tireoide,
demonstrando que existem outros fatores além da exposicdo solar que poderiam levar a

esta mutacao.

Assim como no estudo de Gorden et al. (2003), ndo foi detectada uma
associagdo entre a presenga de metéstases e a mutagdo VO60OE no gene BRAF. Uma
possivel explicacdo seria de que esta mutagdo ocorre precocemente na transformagao
melanocitica, contribuindo para a proliferagdo e sobrevivéncia do tumor, mas nao

necessariamente para a disseminacdo metastatica.

O numero reduzido de casos foi uma das limita¢des deste trabalho. Como a
coleta de dados foi retrospectiva, houve dificuldade em encontrar pacientes com
prontuarios que tivessem todos os dados necessarios. Além disso, a maioria dos casos
nao tinha seguimento de cinco anos, o que impossibilitou a avaliagdo de sobrevida e
recorréncia. Além disso, a utilizagdo de tecido parafinado como fonte para extracao de
DNA também pode ter interferido nos resultados, ja que dificulta a extragdo de DNA de
qualidade e sua amplificagdo por PCR. E por ndo ter sido realizada a técnica de
microdissec¢do, o material colhido também ndo era homogéneo, contendo tanto células

tumorais quanto normais, o que dificultou a analise dos resultados obtidos por RFLP.

Quanto a técnica utilizada para a analise da mutacdo, apesar do método de RFLP
ser altamente especifico para mutagdes com troca de pares de bases, ela apresenta
especificidade inferior a técnica de sequenciamento e RT-PCR, por ndo ser capaz de

distinguir amostras heterozigotas para a mutagao.

Recomendamos ainda que para os futuros trabalhos sejam coletados dados de
forma prospectiva, o que facilitaria a confec¢cdo de um banco de dados mais completo e

com seguimento adequado dos pacientes.

Assim, concluimos com este trabalho que a presenca da mutacdo V60OE no gene
BRAF nao deve interferir no progndstico do paciente, visto que nao foi encontrada
relagdo desta mutacdo com pardmetros importantes para o prognéstico, como o indice
de Breslow, género, presenca de ulceracdo, idade e subtipo histologico, concordando
com dados da literatura (Jung et al., 2010; Long et al., 2011; Lee et al., 2011).

Entretanto, somente as analises de sobrevida poderiam definir esta associagdo de forma
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mais precisa. Concluimos também que uma parcela grande dos pacientes apresenta a
mutacdo VO600E e que o tratamento direcionado para esta mutagdo ¢ uma grande
esperanca para esses pacientes, pois como foi dito anteriormente, ainda ndo ha um

tratamento com resposta efetiva para os casos de melanomas metastaticos.
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VI - Conclusoes

Com base nos resultados obtidos neste estudo, concluimos que:

1 — A frequéncia da mutagdo V60OE do gene BRAF nos pacientes analisados foi de

70,1%, representando assim, um evento molecular comum nos casos estudados.

2 — A frequéncia da mutagdo V600E do gene BRAF obtida neste estudo foi alta, porém,

dentro dos limites apresentados por outros estudos em diferentes regides geograficas.

3 - Embora nenhuma associagao significativa tenha sido demonstrada entre a presenca
da mutacdo V600E e os aspectos clinicopatoldgicos investigados neste estudo, a

deteccdo desta mutagdo ¢ relevante em pacientes com melanoma, pois permite

selecionar aqueles candidatos as novas terapias alvo-dirigidas disponiveis.
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