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RESUMO

Studart-da-Fonseca MR. Prevaléncia da mutacdo BRAF V600E, NRAS
Q61L e KIT V559A e padrdao da expressdo imunoistoquimica das
proteinas BRAF V600E, PTEN e p53 em melanomas cutaneos primarios
tratados no Hospital Haroldo Juacaba-associacdo com parametros
clinicos, histopatoldgicos e com fototipo da pele. Sdo Paulo; 2018. [Tese

de Doutorado-Fundagéo Anténio Prudente].

Introducdo: Melanoma cutaneo tem etiologia multifatorial. BRAF, NRAS,
KIT, PTEN e TP53 s&o importantes genes envolvidos na patogénese do
melanoma. Objetivo: Caracterizar o perfil clinicopatolégico e molecular do
melanoma cutédneeo primario no Estado do Ceara, Brasil. Metodologia:
Dados demograficos, clinico-patoldgicos foram coletados. Fototipo da pele
foi determinado conforme Fitzpatrick (1988) e elastose solar foi classificada
de acordo com LANDI et al. (2006). Realizado rastreamento das mutacgdes
BRAF V600E, NRAS Q61L e KIT V559A por RT-PCR e imunoistoquimica
para avaliacdo de BRAF V600E (mutada), PTEN e p53. Resultados: Nos
156 melanomas incluidos, sexo feminino, fototipo Il e sitio tronco
predominaram. Breslow foi maior que 4mm em 32,8% e ulceragao ocorreu
em 46,3% dos casos. Elastose solar foi moderada a severa em 31,8%.
Mutacdo BRAF VG600E foi detectada em 18,6% e nenhuma mutagdo NRAS e
KIT foi detectada. Expressdo de BRAF V600E, PTEN e p53 ocorreram em
32,3%, 87% e 80%, respectivamente. Mutacdo BRAF V600E teve
associagao significativa com sitio, idade e expressdo de BRAF V600E, mas
nao com a expressao de PTEN. A expressao de p53 teve associagao
significativa com recidiva sistémica. Conclusé&o: A prevaléncia da mutagao
BRAF V600E foi baixa comparada as populagdes caucasianas mais
estudadas com diferengas no padrao do melanoma cutdaneo mutado BRAF
V600E. A expressdo de p53 foi mais prevalente do que a encontrada na

literatura se apresentando como fator de bom prognéstico.



SUMMARY

Studart-da-Fonseca MR. [Prevalence of the BRAF V600E, NRAS Q61L
and KIT V559A mutations and immunohistochemical expression pattern
of BRAF V600E, PTEN and p53 proteins in primary cutaneous
melanomas treated at Haroldo Juacaba Hospital — association with
clinical, histopathological and skin phototype parameters.] Sdo Paulo;
2018. [Doctoral thesis-Fundacao Anténio Prudente].

Introduction: Cutaneous melanoma has a multifactorial etiology. BRAF,
NRAS, KIT, PTEN and TP53 are important genes involved in the
pathogenesis of melanoma. Objective: To characterize the clinical-
pathological and molecular profile of primary cutaneous melanoma in the
state of Ceara, Brazil. Method: Demographic and clinical-pathological data
were collected. Skin phototype was determined according to Fitzpatrick
(1988) and solar elastosis was classified according to LANDI et al. (2006).
BRAF V600E, NRAS Q61L and KIT V559A mutation screening was
performed by RT-PCR and immunohistochemistry to evaluate BRAF V600E
(mutated), PTEN and p53. Results: Of the 156 assessed melanomas,
female gender, phototype Il and trunk tumor location predominated. Breslow
was greater than 4mm in 32.8% and ulceration occurred in 46.3% of the
cases. Solar elastosis was moderate to severe in 31.8%. The BRAF V600E
mutation was detected in 18.6% and no NRAS and KIT mutations were
detected. BRAF V600E, PTEN and p53 expression occurred in 32.3%, 87%
and 80% of cases, respectively. The BRAF V600E mutation was significantly
associated with site, age and BRAF V600E expression, but not with PTEN
expression. p53 expression showed a significant association with systemic
relapse. Conclusion: The BRAF V600E mutation prevalence was low when
compared to the most frequently studied Caucasian populations, with
differences observed in the mutated BRAF V600E cutaneous melanoma
pattern. p53 expression was more prevalent than that found in the literature,
showing a good prognostic factor.
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1  INTRODUCAO

1.1 MELANOMA CUTANEO

O melanoma é uma neoplasia maligna de etiologia multifatorial que
resulta da interagédo de fatores do hospedeiro, genéticos e ambientais, sendo
dentre estes, a exposi¢ao solar, o principal deles (LENS e DAWES 2004).
Um estudo realizado na regido Sul do Brasil identifica como aumento de
risco para melanoma os seguintes fatores individuais: cabelos ruivos ou
loiros, pele e olhos claros, presenca de efélides, elevado numero de nevos
melanociticos, presenca de nevos displasicos e historia de queimaduras
solares (BAKOS et al. 2002). Esta neoplasia € muito mais frequente em
individuos cuja exposi¢ao solar € muito mais recreacional do que laboral,
como nos finais de semana e férias (THOMAS et al. 2010; MULLIKEN et al.
2012). A maioria dos estudos epidemiolégicos apontam para exposigao solar
na infancia como o maior fator de risco para o desenvolvimento de
melanoma (LENS e DAWES 2004).

Embora o Melanoma Cutaneo represente em torno de 4% dos
tumores da pele, ele é responsavel por aproximadamente 79% das mortes
por cancer de pele (JEMAL et al. 2008).

O termo melanoma provém do grego “melas” que significa escuro e
‘oma” que significa tumor (SCOLYER et al. 2011; REBECCA et al. 2012).

Sua primeira descricdo € atribuida a Hipdcrates no século 5 AC. Sua



evidéncia mais antiga € a presengca de metastases melandticas de
melanoma em esqueletos de mumias precolombianas de aproximadamente
2400 anos de idade em Chancay e Chingas no Peru descritos por Urteaga e
Pack (1966) citado por REBECCA et al. 2012, p.2).

O termo “maligno” em relagdo ao melanoma como “melanoma
maligno”, pode gerar confusdo, uma vez que nao existe nenhuma forma
conhecida de melanoma benigno. O uso deste termo pode gerar duvidas
entre pacientes, familiares, estudantes de medicina e até mesmo entre
médicos. O termo melanoma é bem estabelecido como lesdo maligna
devendo ser abandonado a associagao do termo “maligno” ao melanoma
(SCOLYER et al. 2011).

Melanomas podem surgir de quaisquer sitios anatémicos onde o
melanécito esta presente. Conforme JIMBOW et al. (1976), a origem dos
melandcitos em mamiferos foi finalmente estabelecida em 1948 por Rawles.
Melanécitos sdo originados na crista neural e estdo presentes na pele,
mucosas, leptomeninges, trato uveal e retina (JIMBOW et al. 1976). A pele é
a mais frequente localizacdo onde o melanoma se desenvolve a partir da
malignizacdo de melanécitos na epiderme. No entanto sitios menos comuns
como coroide ocular, meninges, mucosa do trato gastrointestinal, respiratério
e genitourinario podem também ser acometidas por melanoma (TSAO et al.
2012).

A distribuicdo anatdmica dos melanomas cutdneos varia de acordo

com o sexo. Homens apresentam melanomas no tronco e pescogo mais



frequentemente, enquanto mulheres apresentam melanomas nos membros
inferiores (HALL et al. 1999; GARBE et al. 2000).

O padrao de exposicao intensa e intermitente ao sol é atribuida ao
maior risco de melanoma cutaneo. No entanto, embora a hipotese da
“‘exposicao intermitente” explique a elevada incidéncia de melanoma entre
trabalhadores ndao expostos ao sol e a forte associacdo entre queimaduras
solares e férias de verdo com melanomas cutaneos, ela ndo explica na
totalidade a heterogeneidade de padrbes de incidéncia quando analisados
por sitio anatébmico e idade (CURTIN et al. 2005; KVASKOFF et al. 2015).
De fato, embora haja um consenso que a exposi¢cao solar seja o fator
principal para o desenvolvimento do melanoma cutaneo, parece paradoxal o
fato de melanomas cutaneos ocorrerem frequentemente nas areas de pele
cobertas e que trabalhadores expostos ao sol (“outdoors”) tenham taxas de
incidéncia da doenga menores que os trabalhadores ndo expostos ao sol
(“indoors”) (WHITEMAN et al. 2003).

WHITEMAN et al. (1998) num estudo de expressdo de p53 em
melanomas propuseram o modelo de “vias divergentes” para explicar a
malignizacdo no melanoma cutaneo. Por este modelo, individuos sem
tendéncia a proliferacdo melanocitica necessitariam de exposicdo solar
crénica e apresentariam melanomas em areas expostas ao sol como na face
enquanto que individuos com elevada tendéncia herdada para proliferacédo
melanocitica, caracterizada clinicamente pela elevada contagem de nevos,
necessitariam de exposicdo menos intensa a luz solar para os proprios

fatores do hospedeiro iniciarem o processo de malignizacdo. Estes



tenderiam a desenvolver melanomas em sitios de ‘instabilidade da
populagdo melanocitica” como no tronco (WHITEMAN et al. 2003). Para
provar sua teoria WHITEMAN et al. (2003) estudaram melanomas cutaneos
da cabeca e pescogo e tronco observando que na regido da cabeca e
pescoco os individuos apresentavam significativamente mais ceratoses
solares, menor contagem de nevos e maior tendéncia a exposigao
ocupacional ao sol, contrastando com individuos portadores de melanomas
cutaneos de mesmo tipo histolégico no tronco. De modo semelhante, CARLI
e PALLI (2003) enfatizaram as mesmas diferengas encontradas entre
portadores de melanomas de cabega e pescog¢o (mais idosos e com menor
contagem de nevos) e tronco entre os dados coletados no estudo do Grupo
Multidisciplinar Italiano de Melanoma.

Devida a sua crescente incidéncia e a consequente mortalidade, o
melanoma representa um problema de saude publica (LENS e DAWES
2004; DAVIES e SAMUELS 2010; SCHMERLING et al. 2011). Padroes
globais de incidéncia e a especificagdo de todas essas variaveis sao de
dificil interpretacdo e refletem provavelmente uma complexa mistura que
varia segundo localizagao geografica, raca e etnia (BAKOS et al. 2002).

Dados do Surveillance, Epidemiology and End Results-SEER indicam
que o melanoma foi a neoplasia maligna que mais cresceu em incidéncia
nos EUA entre os anos de 1973 a 1997 entre homens e mulheres. Da
mesma forma, dados do Scottish Melanoma Group durante o periodo de
1979 a 1998 mostraram uma crescente incidéncia de melanoma para ambos

os sexos (LENS e DAWES 2004). Avaliando especificamente o periodo de



1990 a 1994 no SEER database, HALL et al. (1999) observaram um
aumento na incidéncia do melanoma localizado em mulheres de 133,7% e
em homens de 233,8% nos EUA. Os Melanomas com disseminagao regional
ou sistémica cresceram naquele periodo 75% entre os homens e 23,5%
entre as mulheres (HALL et al. 1999), achados semelhantes na analise de
JEMAL et al. (2000). Embora houvesse discussdo se o aumento da
incidéncia do melanoma devia-se somente ao diagndstico precoce de lesdes
de crescimento indolente, alguns estudos sugeriam que nos EUA estava
existindo um verdadeiro aumento na incidéncia desta neoplasia (DENNIS
1999). De acordo com RIGEL (2002), em 1935 o risco cumulativo de
melanoma cutaneo calculado para toda a vida era de 1 em 1500 individuos
enquanto que em 2002 este risco havia crescido para 1 a cada 68
individuos.

Numa extensa revisdo com dados de paises como EUA, Australia,
Italia, Suécia, Gra-Bretanha, LENS e DAWES (2004) encontraram
consideravel variacao de incidéncia de melanoma sugerindo para alguns
paises uma tendéncia a estabilizagcao da incidéncia enquanto que em outros
uma incidéncia ainda crescente. No entanto analisando a mortalidade nos
varios paises, os mesmo autores descrevem um aumento na sobrevida do
melanoma ao longo dos anos, atribuido a deteccdo precoce (LENS e
DAWES 2004). Outros estudos confirmam o crescimento na incidéncia
mundial do Melanoma, mas com a mortalidade tendendo a estabilizagdo e

aumento nas taxas de sobrevivéncia em paises desenvolvidos,



especialmente devido aos avangos no diagnéstico precoce. (GARBE et al.
2000; MACKIE et al. 2002).

Numa avaliagdo recente de prevaléncia de cancer nos EUA (que
reflete também os sobreviventes), o melanoma foi o terceiro cancer mais
prevalente entre os homens e entre as mulheres, o quinto. A estimativa para
melanoma no ano 2016 nos EUA foi de 76380 casos novos a uma idade
mediana de 63 anos e com uma expectativa de vida de 92% em cinco anos
e de 89% em 10 anos. Em torno de 84% dos melanomas diagnosticados sao
localizados e nestes casos a sobrevida esperada em cinco anos € de 98%
(MILLER et al. 2016).

Mais recentemente, dados do SEER database publicados em 2017
demonstraram que o melanoma cutaneo é o quinto cancer mais incidente
entre os homens e o sexto entre as mulheres, no total com estimados 87100
casos (SIEGEL et al. 2017). Os mesmos autores estimaram quase 10.000
mortes por melanoma nos EUA para o ano de 2017 com os homens
representando quase o dobro de mortes comparados as mulheres. A menor
mortalidade do melanoma entre as mulheres deve-se ao diagndstico em
estadio mais precoce entre as mulheres além de uma melhor sobrevida das
mulheres por estadio clinico (SIEGEL et al. 2017). Apesar destes numeros
SIEGEL et al. (2017) confirmam que o rapido aumento observado na
incidéncia de melanoma da pele observado anteriormente comeca a

desacelerar, especialmente entre os jovens.



Estimated New Cases

Males Females
Prostats 161,350 19% Breast 252,710 30%
Lung & bronchus 116,290 14% Lung & bronchus 105,510 12%
Colon & rectum 71.420 9% Colon & recium 64.010 8%
Urinary bladder 50,430 7% Uterine corpus 61,380 T%
Melanoma of the skin 52.170 5% Thyroid 42,470 5%
Kidney & renal pelvis 40610 5% Metanoma of the skin 34,940 4%
Non-Hodgkin lymphoma 40.080 5% Non-Hodgkin lymphoma 32,160 4%
Leukemia 36,290 4% Leukemia 25,840 I
Oral cavity & phanymx 35720 4% Pancreas 25,700 3%
Liver & intrahepatic bile duct 29,200 3% Kidney & renal palvis 23380 3%
All Sites 836,150 100% All Sites 852,630 100%

Lung & bronchus B2.590 2% Lung & bronchus 71,280 25%

Colon & rectum 27.150 9% Braast 40,610 14%

Prostate 26,730 8% Colon & rectum 23,110 B%

Pancreas 22 300 7% Pancreas 20,750 T

Liver & intrahepatc bde duct 19.670 6% Cvary 14,060 5%
Leukemia 14,300 4% Uerine corpus 10,920 4%

Esophagus 12,720 4% Leukemia 10,200 4%

Urinary bladder 12.240 4% Liver & intrahepatic bile duct 9,310 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,450 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,690 %
Brain & other nenvous system 9.620 3% Brain & other nervous system 7,080 3%
All Sites 318,420 100% All Sites 282,500 100%

Fonte: Adaptado de SIEGEL, R. L.; MILLER, K. D.; JEMAL, A. Cancer Statistics, 2017. CA
Cancer J Clin. 2017 67:7-30

Figura 1 — Taxa de incidéncia e mortalidade por cancer (dez taxas mais
elevadas) por sexo, EUA (2017)
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Figura 2 — Taxa de incidéncia de canceres selecionados por sexo, EUA
(2017)



Dados epidemiolégicos da América Latina sdo menos consistentes.
Considerando que o melanoma € a neoplasia de maior aumento em
incidéncia especialmente nos paises europeus, espera-se uma relativa
elevada incidéncia de melanoma nos paises da América Latina onde houve
importante imigragcéo européia (SCHMERLING et al. 2011).

No Brasil, apesar de corresponder a apenas 5% dos casos de cancer
de pele, o melanoma é responsavel por 80 a 85% das mortes por cancer de
pele (MENDES et al. 2010).

Um significante aumento na mortalidade por melanoma no Brasil foi
observada no periodo de 1980 a 2005 para ambos os sexos, maior para o
sexo masculino. A mortalidade por melanoma no Brasil ndo é homogénea,
sendo mais elevada nas regides Sul e Sudeste quando comparadas as
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste. De acordo com estudo de
geoprocessamento espacial, as maiores mortalidades por melanoma na
regidao Sul foram no norte do Rio Grande do Sul e no leste e oeste de Santa
Catarina, microrregides de predominio de pele clara (FERREIRA e
NASCIMENTO 2016). No Brasil, a tendéncia da curva da mortalidade
persiste aumentando para todas as regides, exceto o Sudeste (MENDES et
al. 2010).

Historicamente o melanoma tem sido classificado nos subtipos
extensivo superficial, nodular, acral lentiginoso e melanoma tipo lentigo
maligno (TSAO et al. 2012; OSSIO et al. 2017) além de variantes menos
comuns como desmoplasico e nevoide (TSAO et al. 2012). Nos

descendentes de europeus o tipo extensivo superficial tipicamente



predomina, enquanto que na Asia, Africa e alguns paises da América Latina,
bem como em paises de descendéncia ndo européia, uma grande parcela
dos melanomas cutdneos sdo dos subtipos nodular e acral lentiginoso,
biologicamente diferentes do tipo extensivo superficial (OSSIO et al. 2017).
Num trabalho peruano onde mais de 80% dos pacientes eram ditos de raca
mestica, a prevaléncia do melanoma acral lentiginoso foi de quase 53%,
enquanto que o melanoma do tipo extensivo superficial correspondeu a
pouco mais de 19% dos casos. Entre os pacientes brancos a localizagéo
mais frequente foi tronco e cabega e pescoco enquanto que entre os
mesticos a localizagdo em membro inferior ocorreu em mais de 60% dos
casos (DEL CARPIO 2008).

Embora estudos descrevam por volta de 45% de mutagdes no gene
BRAF nos melanomas tipo extensivo superficial nos paises de populacao
descendente de europeus, pouco se sabe como a doencga se desenvolve em
paises de populagdo ndo européia.

Praticamente todos os genes estudados que conferem risco elevado
para o desenvolvimento do melanoma (CDKN2A, CDK4, BRCA1l) foram
estudados em populagdes européias ou de ascendéncia européia (OSSIO et
al. 2017). Nao ha praticamente estudos gendmicos associados a outros
subtipos de melanoma, mais frequentes nas populagdes nao européias,
como por exemplo o melanoma acral lentiginoso (OSSIO et al. 2017) e
poucos dados clinicos sdo disponiveis para os paises da Ameérica Latina

(SCHMERLING et al. 2011).
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Varios fatores progndsticos anatomopatolégicos do melanoma
primario sdo historicamente descritos para 0 melanoma cutaneo: espessura
de Breslow, nivel anatémico de Clark, fase da progressao tumoral, subtipo
histolégico, fenbmeno de regressao, ulceracdo, infiltracdo de linfocitos
intratumoral e peritumoral, indice mitdtico, satelitose microscopica, tipo
celular, invasao vascular e invasado perineural (BARNHILL e MIBM 1996).
Dentre estes, notadamente a espessura tumoral e a ulceracdo sao
reconhecidos ha décadas como fatores que significativamente influenciam o
prognéstico do melanoma cutaneo. Para melanomas finos (até 1mm de
espessura) a presenca de indice mitético na derme entre 5 a 10/mm?
diminuiu a sobrevida em dez anos em aproximadamente 10% quando
comparado a indice <1/mm? (THOMPSON et al. 2011), dado este tado
relevante que motivou a inclusdo deste parametro na 72%edicdo do TNM,
posteriormente retirado na versdo mais atual da AJCC. O estudo MSLT-I
(Multicenter Selective Lymphadenectomy Trial 1) confirmou como
importantes fatores progndésticos a espessura tumoral e ulceragédo, e numa
analise multivariada demonstrou que para melanomas localizados, a
presenca de metastases no linfonodo sentinela foi o mais forte preditor de
recidiva e morte pelo melanoma (MORTON et al. 2014). Mais recentemente,
o estudo do MSLT Il (Multicenter Selective Lymphadenectomy Trial Il)
confirmou que dentro de uma populagcdo com reconhecida metastase
microscopica no linfonodo sentinela, a espessura tumoral de Breslow bem
como a ulceragdo do tumor primario ainda influenciam o prognéstico

(FARIES et al. 2017).
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Para uma doenga com elevada possibilidade de cura quando do
diagndstico precoce fica bastante claro que a divulgagao de informagéao para
prevencao primaria e secundaria sera o maior mediador de mortalidade do
melanoma. Uma campanha de educagdo publica na Gra-Bretanha
demonstrou redugcdo no tempo de espera e significativo aumento no
diagndstico de melanomas com espessura de Breslow abaixo de 1,5mm

(MACKIE et al. 2003).

1.2 A COR DA PELE, A MELANINA E O MELANOCITO

As melaninas ndo podem ser descritas como uma estrutura bem
definida e ainda ndo existe um consenso a respeito do que a melanina
realmente representa. E considerada até hoje o mais enigmatico biopolimero
da natureza. A primeira referéncia ao termo melanina € atribuida a Berzelius
quando em 1940 referiu-se ao pigmento negro de animais (D'ISCHIA et al.
2013; MAR et al. 2013).

Uma classificagdo abrangente descreve trés categorias de melaninas:
melaninas stricto sensu, pigmentos fendlicos escuros dos organismos
inferiores e pigmentos sintéticos produzidos a partir de precursores naturais.
Existem dois tipos principais de melanina: a eumelanina (marrom-preta) e a
feomelanina (amarela-vermelha) formadas a partir da agdo da Tirosinase
(JIMBOW et al. 1976; PROTA 1980). Além destas, existem as
neuromelaninas (dentro de neurdnios) e as piomelaninas (produzidos por

microorganismos) (D'ISCHIA et al. 2013).
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A eumelanina e feomelanina sdo derivadas de um precursor comum,
a Dopaquinona, formada pela oxidagao do aminoacido L-Tirosina (SIMON et
al. 2009). Feomelanina parece ser formada por uma modificagcdo do
percursor para eumelanina envolvendo a interacdo entre Dopaquinona e
Cisteina produzida pela oxidagao enzimatica da Tirosinase (JIMBOW et al.
1976).

A ocorréncia ampla da(s) enzima(s) referidas como Tirosinase,
necessaria a melanogénese, tanto em organismos eucarioticos quanto em
procarioticos, € a comprovacao que cedo na evolugao se desenvolve este
processo. Em mamiferos, a pigmentagao por melanina ocorre nos cabelos,
na pele e nos olhos com uma importante funcdo de protecdo contra a luz
ultravioleta, controle de calor e coloragédo adaptativa (PROTA 1980).

A cor da pele é o trago fenotipico mais marcante sendo alvo de
pesquisa de varias disciplinas (FAJUYIGBE e YOUNG 2016). A cor natural
da pele é produzida por 4 pigmentos: carotendides (amarelo), melanina
(marrom) na epiderme, hemoglobina oxigenada (vermelho) nos capilares e
hemoglobina reduzida (azul) nas vénulas da derme. Embora sintetizada no
melanécito, a melanina migra para os ceratinécitos. A unidade meléanica
epidérmica é a relagao aproximada entre 1 melandcito e 36 ceratindcitos na
sua periferia (JIMBOW et al. 1976; FAJUYIGBE e YOUNG 2016). E a
quantidade de melanina nos queratinécitos que significativamente determina
a cor da pele e dos cabelos e portanto, € a variacdo da concentragcédo de
melanina nos ceratindcitos que basicamente produz o amplo espectro de cor

da pele encontrada nas diversas ragas (JIMBOW et al. 1976).
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Fonte: Adaptado de JIMBOW et al. (1976)
Figura 3 - Unidade melanica-epidérmica. Observar o transporte dos

melanossomos (com melanina) e incorporagéo aos ceratindcitos

A pigmentagdo da melanina na pele humana é atribuida a dois
componentes. A cor constitutiva € dada pela quantidade de melanina gerada
por programas celulares genéticos independente da exposicdo a luz
ultravioleta observada em areas da pele ndo expostas ao sol. O componente
facultativo ou induzido é responsavel pelo bronzeamento reversivel da pele
por exposicao a luz ultravioleta (JIMBOW et al. 1976). Dentro de melandcitos
e ceratinécitos, a melanina forma uma “capa nuclear” protegendo-o contra a

irradiagao ultravioleta (FAJUYIGBE e YOUNG 2016).
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Figura 4 - Cor constitutiva vs Cor Facultativa

A melanogénese induzida por radiagdo ultravioleta (UVR), referida
tradicionalmente por bronzeamento, ocorre em trés tipos. O bronzeamento
por pigmentagdo imediata ocorre logo apds a exposicdo a raios UVA,
apresentando-se como coloragdo de cinza a marrom e durando
aproximadamente duas horas. Ha também o bronzeamento por pigmentagao
persistente e o bronzeamento por pigmentacéo tardia, esta ultima associada
ao aumento de atividade melanocitica e proliferacdo, mais associado a

exposicao a raios UVB (FAJUYIGBE e YOUNG 2016).

HOOC™ “NH,

Eumelanina Feomelanina
Fonte: Adaptado de SIMON et al. (2009)
Figura 5 - Estrutura da Eumelanina e Feomelanina
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Melanogénese, in vivo, produz misturas de Eumelanina e
Feomelanina. A proporcao entre as duas é determinada pela atividade da
Tirosinase e disponibilidade da Tirosina e Cisteina nos melanossomos
(SIMON et al. 2009). A pigmentacao do cabelo, pele e olhos nos animais é
basicamente uma manifestagdo da presenga da melanina sintetizada nos
melanécitos dentro de organelas definidas como melanossomos (SIMON et
al. 2009). A razao entre a eumelanina e a feomelanina correlaciona-se com a
cor da pele e a etnia. O processo ao todo inclui: a migragdo do
melanoblastos a partir da crista neural até a epiderme onde se diferenciam
em melandcitos, a melanizagdo dos melanossomos a partir da enzima
Tirosinase, o0 transporte destes melanossomos e incorporacdo aos
ceratindcitos e a sua degradacgado dentro dos ceratinécitos (JIMBOW et al.
1976). Eumelanina foi encontrada em maior concentragdo no pelo preto de
ratos enquanto que a feomelanina foi encontrada em niveis mais elevados
no pelo amarelo de ratos (ITO e JIMBOW 1983). Melanossomos séao
maiores em negrdides quando comparados a caucasianos e mongoldides
(JIMBOW et al. 1976). Dados mais recentes confirmam que a pele negra
contém 4 a 6 vezes mais melanina, depositados em melanossomas grandes
através da epiderme até a camada cérnea. Contrastando, na pele clara os
melanossomos sao menores e nao alcancam as camadas mais superficiais
da pele (FAJUYIGBE e YOUNG 2016).

Estudos epidemioldgicos indicam claramente uma associagdo entre
melanina e melanoma. A menor concentragdo de melanina predispde o

melanécito a maiores efeitos mutagénicos causados pela exposigao a
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radiacao ultravioleta (SIMON et al. 2009). De acordo com FAJUYIGBE e
YOUNG (2016), o efeito fotoprotetor da melanina tem sido observado em
estudos epidemiolégicos comparativos de cancer de pele. No entanto,
existem fatores outros ndo relacionados a quantidade de melanina que
interferem na susceptibilidade ao cancer de pele e melanoma, como o tipo
de melanina (feomelanina), a capacidade de reparo do DNA e obviamente, o
perfil de exposigao individual ao sol (FAJUYIGBE e YOUNG 2016).

A classificagdo da cor da pele foi tradicionalmente definida por
Fitzpatrick. Originalmente proposta para avaliagao de risco no tratamento de
psoriase por fotoquimioterapia, categorizou individuos em seis categorias de
acordo com as caracteristicas relatadas de tendéncia a queimadura solar e
capacidade de bronzeamento (FITZPATRICK 1988).

A cor da pele resulta de uma complexa regulagdo envolvendo 17
genes, especialmente MC1R e TYR (DEL BINO e BERNERD 2013;
FAJUYIGBE e YOUNG 2016). O gene MC1R tem direta associagao entre
cor da pele muito clara e melanoma tendo sido reconhecido como um dos
principais genes relacionados a risco moderado de susceptibilidade para o
melanoma (TSAO et al. 2012). Estudando camundongos geneticamente
modificados no gene MC1R, MITRA et al. (2012) sugerem que individuos
com polimorfismos de MC1R e fenoétipo de cabelos ruivos e pele muito clara,
tipicos de predominancia de feomelanina, tém um risco aumentado para
melanoma, tanto por exposicao a UVR quanto por uma via intrinseca de

carcinogénese da sintese da prépria feomelanina.
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Embora largamente utilizado, a categorizacdo de tipo de pele de
acordo com FITZPATRICK (1988) é sujeita a erros pela subjetividade na
avaliagcao. Eritema é a mais estudada resposta a UVR e tém sido utilizada
como indicador pessoal de sensibilidade a UVR. A dose eritematosa minima
(DEM), definida como a menor dose necessaria para causar eritema
perceptivel com bordas definidas nas 24h apds a exposicdo, tem sido
questionada como medida para definigdo de tipo de pele, pois a pele negra
parece ser apenas 4 vezes mais protegida do que a pele clara contra o
eritema solar (FAJUYIGBE e YOUNG 2016). Muitos estudos avaliaram a
relacdo entre a DEM e o tipo de pele de acordo com FITZPATRICK (1988)
com consideravel variagao e superposi¢cao entre os grupos.

A importancia da avaliacdo da cor da pele deriva do fato de que
provavelmente o risco de melanoma cutaneo induzido pela UVR parece
depender muito mais das caracteristicas individuais da pele, como o tipo e a
concentracdo de melanina, do que com a etnia. Preocupados com a
crescente incidéncia e elevada mortalidade entre hispanicos norte
americanos DASGUPTA e KATDARE (2015) estudaram em laboratério
cultura de melandcitos de trés etnias (brancos, hispanicos e negros).
Analisando padrbes de resposta a exposi¢cao a luz ultravioleta, concluiram
que o risco de melanoma €& muito mais dependente da pigmentacgao
melénica e da bagagem genética do que da etnia em si, enfatizando que o
risco de desenvolvimento de melanoma entre hispanicos acompanha a

grande variedade na pigmentacéo da pele que existe nessa populagao.
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O modelo desenvolvido para avaliagdo da cor da pele por
FITZPATRICK (1988) utiliza um formato subjetivo de avaliacdo das
caracteristicas da reacdo da pele a exposicdo solar, classificando os
fototipos em seis categorias divididas em numeros romanos visando aferir a
sensibilidade da pele humana ao sol. Varia do fototipo |, usualmente em
individuos brancos de olhos claros e cabelos vermelhos ao fototipo VI, onde
a densidade da melanina protegeria o individuo ao ponto que sempre
haveria bronzeamento e nunca queimaduras solares (PERSHING et al.
2008). Avaliando a classificacdo de FITZPATRICK (1988), PERSHING et al.
(2008) admite que o uso desta classificagdo gera uma tendéncia natural dos
avaliadores a correlacionar com a etnia.

No trabalho original de FITZPATRICK (1988), a tabela proposta de
fototipos de pele era baseada nao na cor do cabelo e dos olhos, mas na
resposta dos pacientes indagando-os sobre a exposi¢cao de 45 a 60 minutos
ao meio dia no inicio do verdo ao norte na latitude entre 20-45°. As
perguntas basicas eram: qual a intensidade de sua queimadura solar
(eritema, edema e desconforto) apdés 24h da exposicdo e quanto de
bronzeamento foi desenvolvido em 1 semana. Na pratica, de acordo com
FITZPATRICK (1988) haveria dois grupos de populagbes brancas com
respostas completamente opostas as duas perguntas. No fototipo | haveria
referéncia a dolorosa queimadura solar em 24h e nenhum bronzeamento em
sete dias. No extremo a resposta seria nenhuma queimadura dolorosa, mas
bom bronzeamento aos sete dias e representaria o fototipo IV. Entre os dois

fototipos haveria o semelhante ao tipo I, mas com algum bronzeamento ao
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final de sete dias (fototipo Il) e o semelhante ao grupo IV, mas referido
alguma queimadura nas primeiras 24h (fototipo Ill). Embora fototipo |
correspondam na sua maioria a ruivos ou loiros e de olhos azuis, pode haver
individuos com cabelos escuros e olhos castanhos. Mais tarde foram
incluidos o grupo V e VI representando os individuos de cor morena e os

negros respectivamente (FITZPATRICK 1988).

Quadro 1 - Fototipos de pele segundo Fitzpatrick

Cor de pele Tipo de pele Queimadura solar Bronzeado
(pele ndo exposta)

I Sim Nao

Il Sim Minimo
Branco

1 Sim Sim

v Néo Sim
Marrom V Nao Sim
Preto \ Nao Sim

Fonte: Adaptado de FITZPATRICK (1988).

Muitos investigadores insatisfeitos com a subjetividade da
estratificacdo de fototipos proposta por FITZPATRICK avaliaram outros
métodos como quantificagcdo da eumelanina cutédnea e feomelanina na pele
intacta ou epiderme reconstruida, além de técnicas outras n&o invasivas
como video fluorescéncia, colorimetria reflectiva, e espectrofotometria de
reflectancia difusa (PERSHING et al. 2008). A variabilidade sazonal da cor
da pele facultativa (areas fotoexpostas como dorso do antebracgo, fronte)
chega a ser duas vezes maior do que da cor da pele constitutiva (nadegas,

face volar superior do braco) (PERSHING et al. 2008).
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A busca por um método mais objetivo de avaliagao de fototipo com a
avaliacdo apenas da cor da pele constitucional levou PERSHING et al.
(2008) a desenvolver um método com uso do espectrofotbmetro de
reflectancia e afericdo na area volar do braco a 5 cm da axila independente
da observagao de eritema induzido por UVR ou resposta melanogénica, cor
de cabelo, cor dos olhos ou etnia. Ficou claro neste trabalho que havia
discordancia entre 0 método empregado e a tabela de Fitzpatrick, atribuida
pelos autores a vieses na avaliacdo clinica de fototipo pelo método mais
tradicional de Fitzpatrick.

Uma outra classificagao objetiva da cor da pele de seis categorias (de
muito clara a escura ) proposta utiliza os parametros colorimétricos como L*
(Luminancia) e b* (componente amarelo/azul) com a determinagao
matematica do que o autor chamou de angulo tipolégico individual (ATI)
(CHARDON et al. 1991). Utilizando-se desta metodologia DEL BINO e
BERNERD (2013) avaliaram 852 mulheres caucasianas (procedentes da
Franca, EUA e Russia), 227 africanas (Franga e EUA), 209 hispanicas e
brasileiras (Brasil, México e EUA) e 1546 asiaticas (China e Japao) e
observaram que entre as hispanicas e asiaticas as cores de pele eram mais
heterogéneas. Entre as hispanicas variou de pele clara a morena (DEL BINO
e BERNERD 2013).

DEL BINO e BERNERD (2013) estudando amostras de pele da mama
submetendo-as a exposicao a diversas doses de UVR comprovaram leséo
de DNA em todas as camadas da epiderme para as peles claras,

intermediarias e bronzeadas, mas apenas nas camadas suprabasais nas
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peles morenas e negras. O achado se repetiu estudando especificamente o
dano ao melandcito, demonstrando que a dose eritematosa equivalente nao
causa comparavel dano ao DNA do melanécito nas diferentes cores de pele.
O estudo comprova que mesmo peles mais pigmentadas como intermediaria
e pardas, notadamente hispanicos, afro-americanos e asiaticos podem
apresentar dano em todas as camadas da epiderme e portanto também

merecem atencao a fotoprotegao (DEL BINO e BERNERD 2013).

1.3 RADIACAO ULTRA-VIOLETA

A radiagdo ultravioleta €& considerada como importante fator no
desenvolvimento do melanoma da pele por afetar diretamente o DNA dos
melanocitos (MONZON et al. 1998). Em um trabalho de revisdo sobre
fatores carcinogénicos modificaveis para humanos, WHITEMAN e WILSON
(2016) apontaram entre varios, a exposicéo a radiagao ultravioleta. Somente
em 1992 a IARC (International Agency for Research on Cancer) declarou
pela primeira vez a radiagdo ultravioleta (UVR) como agente cancerigeno
para humanos ao mesmo tempo que reconheceu a exposi¢ao solar como a
maior fonte desta exposi¢cao (WHITEMAN e WILSON 2016).

A energia emitida pelo sol é transmitida na forma de ondas
eletromagnéticas. A UVR é a radiacdo eletromagnética na banda de
espectro entre 100 e 400nm (UVC de 100 a 280, UVB de 280 a 315, UVA de
315 a 400nm) correspondente a menos de 10% da radiag&o solar incidente

na camada mais externa da atmosfera (CORREA 2015). Apesar de
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corresponder uma pequena fragao da radiagdo solar € a UVR a maior
responsavel por efeitos fotobioldgicos e fotoquimicos (CORREA 2015).

A medida da UVR desenvolvida por pesquisadores canadenses e
adotada desde 1994 pela OMS é o indice UV (UVi), uma escala numérica
relacionada a inducdo de eritema na pele humana pela UVR entre 280-
400nm (basicamente UVA e UVB), usada para alertar perigo para a pele e a
saude de qualquer individuo, muito embora se conhega que o tempo para
desenvolvimento de eritema seja maior para fototipos elevados de pele
(CORREA 2015).

Muitos fatores alteram os niveis de UVR na superficie terrestre:
componentes da atmosfera (aerossoéis, nuvens, gases), parametros
geograficos (latitude, longitude, altitude, habilidade de refletir a UVR na
superficie) e parametros temporais (data, estacéo do ano, hora).

Em relagcédo aos gases atmosféricos o ozdnio € o principal absorvedor
da radiagao ultravioleta. O fenbmeno de diminui¢gdo deste gas na Atmosfera
causado por liberacdo de clorina ou bromida derivados do
clorofluorocarbono (usado especialmente em fluidos para resfriamento) bem
conhecido como “buraco de o0zbénio” ndo exerce significante efeito na
quantidade de ozénio sobre o Brasil (CORREA 2015). Tal fenémeno de
destruicdo da camada de ozdnio acontece tipicamente durante a primavera
nas regides polares, sobretudo no hemisfério sul, onde tal “buraco” pode
atingir até 10 milhdes de quildmetros quadrados nas regides de elevada

latitude (CORREA 2015).
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A maior irradiagdo solar acontece em baixas latitudes proximas a
linha do Equador, sendo que nas latitudes elevadas ha maior sazonalidade
na intensidade de UVR com as maiores variagdes entre o inverno € o verao.
A altitude por sua vez influencia sobremaneira sendo considerado que a
partir de 1000m de altitude, cada 1km a mais € acompanhado por um
incremento de 5-10% na intensidade de UVR.

De acordo com CORREA (2015) é um erro atribuir ao buraco de
ozbnio os elevados indices de radiagao ultravioleta que acontecem no Brasil.
Na verdade tais indices sao tipicos e naturais em grande parte do pais por
se situar em baixa latitude, proximo a linha do Equador onde mais radiacéo
solar atinge a superficie terrestre. Considerando a inclinagdo da terra de
aproximadamente 23° em relagédo ao sol, as latitudes ao redor deste angulo
receberdo durante o verdo elevada irradiacdo solar como é o caso do
Sudeste brasileiro, onde ja se registrou UVi acima de 15. No caso do Norte e
Nordeste brasileiro, devido a sua proximidade com a linha do Equador, até
mesmo durante o inverno do hemisfério sul, a radiacdo ultravioleta ainda
atinge elevados indices entre 8-11.

Como regra no Brasil, de acordo com os parametros da OMS, os UVi
atingem da escala muito elevada (8-10) até extremamente elevada (acima
de 11). No Nordeste estes indices ja sdo encontrados antes das nove horas
da manha. Desta forma no nordeste brasileiro ha constantemente elevados
UVi variando de aproximadamente 8-11 durante o solsticio de inverno a 12-

13 durante o solsticio de verdo (CORREA 2015).
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O Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) fornece por
acesso a internet (http://satelite.cptec.inpe.br) mapas atualizados de UVi do
Brasil e de varios paises da América do Sul, inclusive com demonstracao,

para cada capital de estados brasileiros, da curva de UVi ao longo do dia.
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O efeito mutagénico da UVR envolve uma cadeia de eventos induzida
por dano ao DNA. A UVB causa modificacbes na molécula desencadeando
reacdbes de dimerizagdo entre pirimidinas adjacentes formando
principalmente dimeros ciclobutano piridimidina (CPDs) e fotoprodutos
pirimidina 6-4 pirimidona (6-4PPS). Com a exposicdo a UVA ha a
modificagdo de isbmeros dos 6-4PPS (SCHUCH et al. 2012). Ha ainda
danos indiretos ao DNA por exposicdo a UVR, notadamente por formacgao de
radicais livres de oxigénio (SCHUCH et al. 2012). A variagao do efeito
bioldégico da irradiacdo solar pode variar de acordo com a latitude sendo
demonstrado importantes diferengas na indugcdo de 6-4PPs na regido
préximo a linha do Equador, considerado como um marcador biolégico de
exposicao local a UVB (SCHUCH et al. 2012).

Embora ndo exista evidéncia suficiente do uso de protetores solares
para evitar o melanoma cutdneo, num estudo com camundongos
geneticamente modificados para melandcitos com mutagdo BRAF V600E, os
protetores solares, embora ndao protegessem completamente, atrasaram o

aparecimento do melanoma (VIROS et al. 2014).

1.4 ELASTOSE SOLAR

A elastose solar pode ser definida histologicamente como o acumulo
de fibras elastéticas anormais na derme relacionado a exposi¢do a UVR. Um
dos mecanismos descritos € a ativacdo do promotor de elastina humana

induzida pela UVR (UITTO 2008). Embora mais frequentemente encontrada
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em sitios anatdbmicos com grande exposi¢cdo solar, nenhum determinante
fenotipico tem sido associado ao fotodano (THOMAS et al. 2010). Do ponto
de vista histoldgico, a elastose solar se caracteriza por redugédo do colageno
da derme que se torna basofilico além de fragmentagao de fibras elasticas e
acumulo de material amorfo interfibrilar (HORENSTEIN et al. 2007).

O risco de Melanoma é diretamente relacionado com a exposig¢ao
solar intermitente e pode ser inversamente relacionado a elevada e continua
exposicao solar. Elastose solar tem sido considerado como um biomarcador
de exposicao solar cumulativa sendo frequentemente encontrado na pele
adjacente ao melanoma (GANDINI et al. 2005; THOMAS et al. 2010; BAUER
et al. 2011). De acordo com THOMAS et al. (2010) a falta de relagao entre
queimaduras solares e elastose solar pode explicar a elastose solar como
consequéncia da exposicao solar cumulativa e nao exposi¢cao solar
intermitente. Em areas geograficas de maior exposi¢ao solar a elastose solar
tende a desenvolver mais precocemente durante a vida (BAUER et al. 2011).
A analise da elastose solar pode indicar o mecanismo e via de malignizagao
por dano solar crdénico e pode auxiliar até no diagndstico diferencial entre
lesdes melanociticas benignas e malignas (HORENSTEIN et al. 2007).

Num extenso trabalho revisando 2589 I|aminas de melanomas
cutaneos primarios, THOMAS et al. (2010) estabeleceram o grau de elastose
solar na pele adjacente a lesdo em severa, moderada, leve e ausente de
acordo com critérios adotados por LANDI et al. (2006). Ficou evidente a forte
associacgao entre a idade e elastose solar. A elastose era significativamente

mais comum nos sitios cabegca e pescoco e bracos quando comparada a
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areas menos expostas ao sol como pernas e tronco. Na cabega e pescoco,
94% das lesbes apresentavam elastose solar adjacente e em 59% foram
consideradas severas. Da mesma forma, a presenca de elastose solar era
relacionada a fototipos mais baixos (inabilidade de bronzeamento e
tendéncia a queimadura solar) exceto quando ajustado por sitio anatémico.
Foi observado neste mesmo estudo uma relagao inversa entre elastose solar
e numero elevado de nevos, o0 que suporta a teoria de que portadores de
grande numero de nevos podem desenvolver melanoma com uma menor
exposicao solar.

Crescentes evidéncias sugerem que o melanoma é um grupo
heterogéneo de subtipos biolégicos distintos. Numa coorte de individuos
portadores de melanoma procedentes dos EUA, Europa e Australia
observou-se uma associagao inversa entre frequéncia de mutagado do gene
BRAF e a elastose solar que se manteve como variavel independente numa
analise multivariada estratificada por idade. A associacdo independente de
severa elastose solar e melanoma sem mutagdo do gene BRAF indica uma
outra via de cancerizacdo, onde ha o papel de uma cumulativa exposicao
ultravioleta para alguns tipos de melanomas (BAUER et al. 2011).

Elastose solar severa esta positivamente associada a idade, sitio
cabeca e pescoco, subtipo melanoma nodular, espessura tumoral, tempo de
exposicido solar total ou ocupacional bem como com a presenca de
ceratoses actinicas e historia de efélides na adolescéncia. No entanto ha
uma associagao inversa com a presenca de nevos residuais contiguos ao

melanoma, numero de nevos na adolescéncia, capacidade para
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bronzeamento profundo e contagem total de nevos (KVASKOFF et al. 2015).
Num estudo de pacientes portadores de melanomas de tronco e da regiao
da cabegca e pescogo (excluidos os melanomas tipo lentigo maligno
melanoma, ja historicamente relacionados a exposigao solar cronica) foi
observado que os portadores de melanoma cutaneo de tronco associado a
severa elastose solar na pele adjacente a lesdo sao mais velhos, tém maior
exposic¢ao solar acumulada, apresentam mais ceratoses actinicas e efélides
quando comparados aos com pouca ou nenhuma elastose solar no mesmo
sitio anatébmico (KVASKOFF et al. 2015).

Do ponto de vista molecular, melanomas BRAF/NRAS selvagens
tendem a ser um grupo mais complexo de melanomas e estdo associados a
elastose solar severa. Nao por coincidéncia melanomas associados a
elastose solar tém uma elevada carga de mutagdes e muitas delas
transicoes C>T e transicbes dinucleotideos CC>TT, tipicas daquelas

induzidas por UVR (MAR et al. 2013).

1.5 BIOLOGIA MOLECULAR NO MELANOMA

Muito mais que massas de células malignas em proliferagdo, tumores
malignos s&o tecidos complexos de multiplas distintas células com
interagdes entre elas. Células normais recrutadas formam o estroma tumoral
e participam ativamente da tumorigénese (HANAHAN e WEINBERG 2011).

A marca do fendtipo maligno tem sido reconhecida ha anos e

compreendem seis capacidades biolégicas adquiridas. Sao elas: a
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sinalizagao para a proliferacdo sustentada, a evasao de fatores supressores
de crescimento, a resisténcia a morte celular, a imortalidade replicativa, a
indugdo de angiogénese e a ativagao de invasdo e metastase. Além destas
seis, outras duas marcas foram reconhecidas mais recentemente: a
reprogramacao da energia celular e a fuga a destruicdo imune (HANAHAN e
WEINBERG 2011).

Desde a descoberta do primeiro receptor de primeira Tirosina-quinase
ha mais de 25 anos, muitos receptores de membrana desta mesma familia
tém sido relacionados a processos celulares como diferenciacdo e
proliferacdo, sobrevivéncia e metabolismo celular, controle do ciclo celular e
migracgao celular (LEMMON e SCHLESSINGER 2010). Todos os receptores
de Tirosina-quinase (TK) tém estrutura semelhante com um receptor de
ligante de dominio extracelular, uma hélice transmembrana simples e uma
regido intracitoplasmatica que contém uma proteina Tirosina-quinase
(LEMMON e SCHLESSINGER 2010).

Os fatores de crescimento (FC) atuam no controle da maioria dos
processos celulares fundamentais incluindo proliferacdo, diferenciacao,
sobrevivéncia e metabolismo celular, bem como na migragao e no controle
do ciclo celular (LEMMON e SCHLESSINGER 2010). De modo geral, fatores
ligantes causam alteragdes conformacionais no dominio extracelular e
induzem a oligomerizagao de receptores de superficie celular que por sua
vez ativam o dominio intracelular Tirosina-quinase seguindo sinalizagbes
intracelulares (ULLRICH e SCHLESSINGER 1990). Uma vez ativadas, as

TKs recrutam e ativam uma série cadeias de sinalizacbes moleculares. Com
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a acao de multiplas fosfotirosinas e envolvimento de outras proteinas ditas
de ancoragem, as TKs ativadas vao recrutar e influenciar um grande numero
de moléculas sinalizadoras formando uma rede de transmissdo de
informacdes ndo somente para o interior, mas também para o exterior das
células (LEMMON e SCHLESSINGER 2010).

Mutacbes que alterem a atividade de receptores de TK estao
associados a varios canceres humanos, como por exemplo mutacdes
somaticas no gene KIT (DIBB et al. 2004). Ativacbes aberrantes (por
mutacao) de receptores de Tirosina-quinase (RTK) sdo mediados por quatro
principais mecanismos: ativagao autécrina, translocacbes cromossdmicas,
superexpressdao de RTK e mutagbes com ganho de fungdes (LEMMON e
SCHLESSINGER, 2010).

Fatores progndsticos biomoleculares, além dos ja conhecidos fatores
anatomopatoldgicos, tém sido relatados e terapias sistémicas mais recentes
dependem cada vez mais do conhecimento de mutagdes especificas
indutoras da melanogénese.

Grandes diferengas em regides genémicas aberrantes foram descritas
entre melanomas cutaneos associados a fotodano, melanomas cutaneos em
areas de pele sem fotodano, melanomas de mucosa e melanomas acrais
(CURTIN et al. 2005). Melanomas acrais tém significativamente maior grau
de aberragdes cromossOmicas. Amplificacbes foram observadas em 89%
dos melanomas acrais e foram pouco frequentes em melanomas cutaneos
de pele com e sem fotodano demonstrado por elastose solar (CURTIN et al.

2005).
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Ateragcbes genéticas de melanoma de mucosa, acral e de areas
cronicamente expostas ao sol apresentam vias de malignizagao envolvendo
os genes CDK4 e CCND1, usualmente sem mutagbes nos genes BRAF e
NRAS (HORENSTEIN et al. 2007). Também foi demonstrado elevada
expressao de p53 em melanomas de areas com fotodano como em
melanomas de cabecga e pescogo (WHITEMAN et al. 1998). Melanomas de
pele sem fotodano tém frequentemente mutagdes no gene BRAF, enquanto
melanomas em pele com fotodano crénico mais comumente ndo apresentam

mutacdo de BRAF (CURTIN et al. 2005; HORENSTEIN et al. 2007).

o >

Fonte: Adaptado de CURTIN et al. (2005)
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Figura 7 - Cascatas de sinalizagao a partir do receptor de Tirosina quinase

As duas mais estudadas vias de sinalizagao do circuito proliferativo de
grande importancia na malignizagdo do melanécito sdo a Ras/Raf/MEK/ERK,

chamada via MAP-Kinase (Mitogen-activated Protein kinase) e a
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Ras/PI3K/PTEN/Akt/Mtor, chamada via PI3K (Phosphatidylinositol 3’ kinase)
(CURTIN et al. 2005). BRAF, NRAS, KIT e PTEN sao importantes genes
envolvidos na patogénese do melanoma (WILSON e NATHANSON 2012).
Mutagdes constitutivas de NRAS e BRAF sao frequentes em melanomas
cutaneos e portanto a via MAPK é constitutivamente ativada na maioria dos
casos de melanomas esporadicos (DAVIES et al. 2002).

Embora ambas desempenhem papéis criticos na proliferagao celular,
a via MAPKinase também esta envolvida na apoptose celular exercendo
efeito importante na fosforilagdo das moléculas reguladoras de apoptose
Bad, Bim, Mcl-1e caspase 9 (MCCUBREY et al. 2007). As duas vias
Ras/Raf/MEK/ERK e Ras/PI3K/PTEN/Akt/Mtor interagem entre si
(STEELMAN et al. 2004; MCCUBREY et al. 2007; CHAPPELL et al. 2011) e
sdo eventos complexos, geralmente iniciados na superficie celular, levando
ao controle da expressdo génica dentro do nucleo celular a partir da
mediacdo de uma série de quinases, fosfatases e varias proteinas de troca
(CHAPPELL et al. 2011). A via PI3K exerce regulagdo sobre a via
RAF/MEK/ERK/Akt e pode mediar a inativagdo de RAF, B-Raf (MCCUBREY
et al. 2007). Além disso, esta via também inclui fosfatases que servem para
regulagado negativa dos efeitos promotores de crescimento pela atividade de
PI3K. Mutacdes nestas fosfatases podem eliminar suas atividades levando a
progressao tumoral (MCCUBREY et al. 2007).

Componentes das vias de sinalizagdo podem estar mutados em
diversos canceres humanos (PINES et al. 2010; CHAPPELL et al. 2011).

Ativacdo anormal destas vias ocorrem por mutacdes nos RTK a montante ou
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nos componentes intra-celulares a jusante por mutacédo de genes RAS,
BRAF, PI3K, PTEN e AKT (MCCUBREY et al. 2007). Na via MAPkinase os
genes mais envolvidos no desenvolvimento do melanoma sdo o BRAF e o
NRAS. Na via PI3K o gene PTEN é o regulador negativo mais comumente
envolvido, ocorrendo mutagdes sincrénicas com mutacbées de BRAF, mas
nao com NRAS, que por sua vez é capaz de ativar as duas vias (CURTIN et
al. 2005).

Além dos fatores ligantes receptores especificos € possivel iniciar a
cascata RAF/MEK/ERK por meio de espécies reativas de oxigénio (KIM et
al. 2001). Considerando a formagao de radicais livres de oxigénio por
tratamentos classicos para cancer, este tipo de ativagao poderia ter papel na
resisténcia tumoral (MCCUBREY et al. 2007).

De acordo com HODIS et al. (2012) a carga de mutagdes no
melanoma é maior do que em qualquer tumor reportado (incluindo tumor de
pulm&o) e as mutagées com assinatura UV predominam em mais de 80%
dos melanomas.

Num dos primeiros estudos de deteccdo de mutacido, DAVIES et al.
(2002) encontraram mutacdo de BRAF em 43 linhagens de cancer, entre
elas, 20/34 (59%) melanomas, 7/40 (18%) canceres colorretais, 4/38 (11%)
de gliomas, 4/7 (14%) de cénceres de pulmdo (todos quatro
adenocarcinomas), 1/45 (2%) de cénceres de mama e 1/7 (14%) de
canceres de figado. Mutacbes de BRAF nao foram encontradas em
linhagens celulares derivados de cancer de bexiga, prostata, rim, testiculo,

colo e corpo uterino, estbmago, pancreas e neuroblastomas. Todas as 43
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mutagdes somaticas encontradas nas Linhagens celulares ocorreram nos
éxons 11 e 15.

A principal via de sinalizacdo de controle de proliferacédo e
diferenciagdo em melanoma opera por ativagdo de BRAF (v-raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B). BRAF é um proto-oncogene (MASSAD
et al. 2014) e RAF é uma proteina quinase serina/treonina ativada pela
proteina RAS-GTP (DAVIES et al. 2002). A familia RAF corresponde a A-
RAF, B-RAF e C-RAF (RAF-1). BRAF é a mais potente ativadora de MEK e
a mais frequentemente mutada (MCCUBREY et al. 2007). Conforme
DAVIES et al. (2002) a maior frequéncia de mutagdo somatica de BRAF
entre tumores malignos humanos é encontrada em melanoma e parece nao
estar relacionada aos efeitos da luz solar. Em melanoma cutaneo
aproximadamente 90% das mutagdes de BRAF afetam a valina na posigao
600, sendo em 89% das vezes V600E (MCCUBREY et al. 2007; DAVIES e
SAMUELS 2010). Esta mutacdo T1799A no éxon 15 do gene BRAF gera a
substituicdo da Valina pelo acido Glutamico na posigao 600 da proteina (LEE
et al. 2011), antes considerada V599E, atualmente reconhecida como V600E
(DOMINGO e SCHWARTZ 2004). A proteina mutada tem comprovada
elevada atividade tipo quinase, substancialmente maior do que a proteina
selvagem (DAVIES et al. 2002). Evidéncias sugerem que a mutagao de gene
BRAF é um evento que por si ndo é suficiente para desenvolver o
melanoma, visto que melanomas BRAF V600E que apresentam nevos
residuais, estes também apresentam a mesma mutagdo. Também nenhum

inicio de mutacao V600E foi identificada na transicdo da fase de crescimento
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in situ para fase vertical e nenhuma perda de associacao entre a mutagao e
o nivel de Clark foi observada indicando que além de precoce, a mutacao é
mantida durante a evolugédo da doencga (VENESIO et al. 2008). Exposi¢des
intermitentes, intensas e repetidas tém sido associadas a maior frequéncia
de mutagao V600OE no gene BRAF tanto em nevos adquiridos quanto em
melanomas (VENESIO et al. 2008).

Mutantes de genes da familia RAS (KRAS, NRAS, HRAS) ativam, a
semelhanca de BRAF mutado, a via RAS-RAF-MEK-MAPK, mas também
ativam uma série de outras vias incluindo a PI3BK-AKT (MCCUBREY et al.
2007). As mutagbes mais frequentes do gene RAS encontradas nos
canceres humanos ocorrem nos cédons 12,13,59 e 61 (STEELMAN et al.
2004). Em melanomas a isoforma NRAS (neuroblastoma rat sarcoma
oncogene) esta mutada em 15 a 20% dos casos, 90% deles no cdédon 61
(DAVIES et al. 2002; DAVIES e SAMUELS 2010), sendo as mais frequentes
Q61R e Q61K (LEE et al. 2011).

Mutacdes de BRAF e NRAS sdo mutuamente exclusivas, isto é, na
presenca da mutacdo BRAF, o NRAS é selvagem e vice-versa (DAVIES et
al. 2002; TSAO et al. 2004; CURTIN et al. 2005; HODIS et al. 2012; WILSON
e NATHANSON 2012).

O KIT, um RTK tipo Ill e seu ligante, o fator de célula tronco, estdo
envolvidos em hematopoiese, espermatogénese e melanogénese (ASHMAN
1999; ASHMAN e GRIFFITH 2013). Apés a fixagdo do ligante ha uma
dimerizacao do receptor, autofosforalizacdo e ativagao de varias vias de

sinalizagdo para proliferagdo, invasdo, inibicdo de apoptose e metastase
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(CARVAJAL et al. 2011). Os éxons mais frequentemente envolvidos em
mutacgdes do gene KIT sdo 11 e 13 segundo CARVAJAL et al. (2011) e 11 e
17 segundo BEADLING et al. (2008). As mutagdes pontuais de KIT mais
encontradas foram as substituicbes no éxon 11 W557R, K558N, V559A,
V559D, L576P e no éxon 17 Y823D (BEADLING et al. 2008). Em
melanomas acrais, ficou caracterizado mutagdes no gene KIT (CURTIN et al.
2006; DAVIES e SAMUELS 2010) podendo ocorrer nestes subsitios em 20%
(CARVAJAL et al. 2011) a 23% dos casos (BEADLING et al. 2008). Da
mesma forma que na pele glabra, ha também maior frequéncia de mutagéao
KIT entre melanomas cutaneos na pele que apresenta fotodano mais severo
(BAUER et al. 2011).

Mutagcdo somatica do gene supressor PTEN (tumor-supressor gene
phosphatase and tensin homolog) esta presente em 10-30% dos melanomas
(DAVIES e SAMUELS 2010). PTEN regula negativamente a atividade de Akt
(STEELMAN et al. 2004). A perda da fungdo por mutagcdo da fosfatase
PTEN, amplifica a via de sinalizacdo do PI3K-AKT, importante via envolvida
na angiogénese e no desenvolvimento tumoral (JIANG e LIU 2009). Akt3 e
BRAF V600E agem conjuntamente para promover transformagao maligna do
melanécito (CHEUNG et al. 2008). Como RAS estimula diretamente a via
PI3K e PTEN atenua a sinalizacdo de PI3K, tanto alteracbes de RAS bem
como de PTEN podem contribuir para potencializacdo da atividade de Akt,

achado comum em Melanomas (TSAO et al. 2004).
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Fonte: Adaptado de DAVIES e SAMUELS (2010).
Figura 8 — As duas vias: Ras/Raf/MEK/ERK e Ras/PI3K/PTEN/Akt/Mtor

Um estudo de camundongos geneticamente modificados para
melandcitos com mutagdo BRAF VG600E expostos a radiagdo UV
demonstrou que a mutacdo de TP53 era relacionada a radiacdo UV (pelas
caracteristicas transicdes Citosina para Timina no final 3’ dos dimeros de
pirimidina) além da sua importancia como gatilho para acelerar o
desenvolvimento de melanoma nos melandcitos com a mutacao (VIROS et
al. 2014). Outro estudo demonstrou que o gene TP53 foi 0 que apresentou o
maior numero de mutagdes do tipo induzidas por UVR entre todos os genes
mutados sequenciados em 135 pacientes portadores de melanoma, segundo
o autor modificando o dogma inicial que melanomas humanos se
caracterizavam por apresentar TP53 selvagem (HODIS et al. 2012).
Mutagdes induzidas por UVR no gene TP53 acontecem em

aproximadamente 20% dos melanomas (HODIS et al. 2012).
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Melandcitos contendo a mutagdo BRAF V600E necessitariam de uma
mudancga genética adicional para que reentrem no ciclo celular (TSAO et al.
2004; CHEUNG et al. 2008). Tal fato teria explicagdo pela divergente
resposta de senescéncia celular pela via MAPK/ERK por ativagao a partir da
mutacdo V600E do BRAF que leva a ativacdo de inibidores de quinase
ciclina dependentes como p21°?, p16™@ e p27X*! funcionando como um
mecanismo de defesa das células normais para ndo responderem a ativagao
pelo oncogene (CHEUNG et al. 2008). Conforme sua extensa revisdo e
usando dados préprios, CHEUNG et al. (2008) descrevem que
aproximadamente 50% dos Melanomas que apresentam mutagédo no BRAF
apresentam também amplificacdo de AKT3 e/ou perda de PTEN, resultando
na desregulagao da via AKT.

A mutacdao de BRAF é frequente em nevos e melanomas, mas a
perda da expressao de PTEN ocorre em 63% dos Melanomas e em apenas
8% dos nevos, sugerindo que a inativacdo de PTEN pode ser fator causal de
progressao de nevo para melanoma (TSAO et al. 2004).

Num estudo utilizando linhagens de melanoma e alguns espécimes
de metastases de melanoma, mutacdo de BRAF e PTEN ocorreram
simultaneamente, enquanto que a mutacdo de NRAS era exclusiva e em
menor frequéncia, sugerindo que ha interagdo entre a ativagdo da via
MAPKinase pela mutacdo de BRAF associada a perda de PTEN. A ativagao
da via PI3K coopera na oncogénese, enquanto que a mutagcdo de NRAS
ativa por si as duas vias e seria 0 evento necessario para o desenvolvimento

do melanoma (TSAO et al. 2004). Em espécimes de melanomas primarios
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os achados se repetiram com uma maior frequéncia de mutagao de BRAF e
perda PTEN ou mutacdo de NRAS em sitios onde ndo havia dano solar
cronico (CURTIN et al. 2005). Posteriormente, HODIS et al. (2012)
confirmaram que mutacgéo ou delegao focal de PTEN esta presente em 44%
dos casos de melanoma com a mutacdo de BRAF e apenas em 4% dos
melanomas com mutacao NRAS.

Numa metanalise de 36 estudos de mutacdo de BRAF e 31 estudos
de mutacdo de NRAS, a primeira foi referida em 41% (1028/2521) e a
segunda em 18% (355/1972) dos casos. Mutagdes BRAF foram mais
frequentes para os seguintes fatores clinico-patolégicos: melanoma do tipo
extensivo superficial (49%), localizagao tronco (57%), area sem dano solar
cronico (49% vs 33%), mulheres (46% vs 41%), menores que 50 anos (47%
vs 40%) Breslow menor ou igual a 1mm (49% B <1mm; 39% 4mm<
B >1mm; 32% B >4mm). Mutagbes NRAS foram mais frequentes para os
seguintes fatores clinico-patolégicos: melanoma do tipo nodular (27%),
localizagédo extremidades (25%), area de dano solar crénico (24% vs 17%),
mulheres, maiores que 50 anos (20% X11%), Breslow menor ou igual a 1mm
(20% B<1mm; 18% 4mm<B =1mm; 20% B >4mm). No entanto ha
heterogeneidade estatistica dos estudos reconhecida pelo autor em varios
pontos analisados (LEE et al. 2011).

Em uma coorte de 88 casos de melanomas primarios provenientes do
Libano e Paquistdo a taxa de mutacdo de BRAF foi de 27,3%, na sua
maioria a mutacdo V600E (87,5%) seguida da mutacdo V600K em 12,5%.

Para os melanomas primarios estudados, a prevaléncia da mutagcdo de
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BRAF foi maior nas regides de menor exposicao a UVR, com 32,1% no
Libano contra 20% no Paquistao, e a elastose solar era mais severa entre os
melanomas primarios com BRAF selvagem (16,7% vs 26,6%). O tronco e
membros inferiores a foram os sitios anatdbmicos com mais mutacdes de
BRAF (37,5% para ambos os sitios) (MASSAD et al. 2014). Analisando
dados de outros paises observa-se que a frequéncia de mutagdo BRAF no
Libano e Paquistdo é intermediaria quando comparada a com coortes da
China (15%), Alemanha (29%), Australia (45%), Califérnia-EUA (47%),
Suécia (54%) e Texas-EUA (65%) (MASSAD et al. 2014).

Um estudo do MD Anderson Cancer Center, analisando espécimes de
melanomas avancados, entre metastases e melanomas cutaneos primarios,
observou 41% de mutagées BRAF V600 e 22% de NRAS. Considerando
apenas melanomas acrais (apenas 8% da amostra) verificou-se 24% de
mutagdes NRAS, KIT em 16% e apenas 7% de mutagdes BRAF V600. Entre
as mutacées V600 de BRAF, a mutacdo V600E prevaleceu com 76%
enquanto que a V600K ocorreu em 17% dos espécimes. Em toda a coorte
(incluindo melanomas de mucosa, uveal, acral, cutdneo) mutagées de TP53
aconteceram concomitante com mutagdes de NRAS em 17%, com BRAF
V600E em 12% e com V600K em 7%. Entre metdstases e melanomas
primarios havia concordancia nas mutagdes em todas as mutagdes de BRAF
e em 97% das mutagdes de NRAS (SIRQOY et al. 2015).

Em 171 casos de melanomas primarios e metastaticos de uma coorte
japonesa de estadios IB a IV, a localizagao mais frequente foi palmo-plantar,

com meédia de idade de 60 anos para localizagao em tronco e pescoco e de
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65 anos para localizagdo regidao palmar, plantar, aparato ungueal, face e
mucosa. A positividade para mutagdo de BRAF (94,2% mutagcdo BRAF
V600E e 5,8% mutagcdo BRAF V600K) foi de 30,4%, sendo o escalpo, o mais
frequente sitio, seguido do tronco e extremidade. O local de menor
frequéncia desta mutagcdo foi face, aparelho ungueal, palma e planta.
Mutacédo de NRAS foi detectada em 12,9% dos casos sendo mais prevalente
na face e regido palmoplantar. Mutagdo de KIT foi mais prevalente no
aparelho ungueal, mucosa e regido palmoplantar. Elastose solar
(excetuando-se localizagdo palmoplantar e mucosa) escore de 2-3°
(moderada a severa) de acordo com a classificagao original de LANDI et al.
(2006) foi identificada em apenas 15,2% dos pacientes. Nestes houve baixa
taxa de mutagcao BRAF e NRAS sugerindo que existe relagéo inversa entre
dano solar cronico e mutacdo de BRAF tanto em caucasianos quanto em
japoneses (SAKAIZAWA et al. 2015).

Num estudo brasileiro com uso de 132 amostras de melanomas
cutaneos primarios de adultos jovens (18-30 anos) provenientes de um
Laboratorio de consultoria do interior de S&o Paulo e outro do interior do Rio
Grande do Sul, os sitio anatémicos mais frequentes foram tronco (32%) e
membros inferiores (25%). Dos 93 casos que tiveram extracédo e
amplificacdo do DNA, a mutagdo BRAF V600E foi detectada em 35,1% dos
casos, mais prevalente nos casos de membros e tronco. Nesta série nao
houve relacdo entre a mutacdo BRAF V600E e nivel de Clark, espessura de
Breslow, tipo histoldgico, invasao perineural e linfatica, satelitose ou elastose

solar. A presencga do fendmeno de regressdo, moderado a intenso infiltrado
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inflamatodrio foi inversamente associado a presenca de mutacdo de BRAF.
Apenas ulceragdo foi marginalmente significativo para prevaléncia de
mutacdo BRAF V600E (p=.05). Interessante observar que nos poucos casos
de elastose moderada a intensa (3 casos), nenhuma mutagédo de BRAF foi
detectada (ESTROZI et al. 2014).

O Cancer Genome Atlas Network (2015) analisou amostras frescas
de 67 melanomas primarios e 266 melanomas metastaticos (80%) por seis
tipos de analise molecular global, incluindo sequenciamento total. Varios
oncogenes e genes supressores foram reconhecidos como genes
significativamente mutados, entre eles os ja bem estabelecidos BRAF,
NRAS, CDKN2A, TP53, PTEN, além de outros mais recentemente
reconhecidos RAC1, MAP2K1, PPP6C e ARID2, além de outros como NF1,
IDH1 e RB1 (Cancer Genome Atlas Network 2015). Foram detectados 52%
de mutacdo de BRAF (87% V600E), 28% de mutacdo de NRAS (Q61R,
Q61K, Q61L, Q61H entre outras), 14,7% de mutacdo de TP53 (94% com
assinatura UV), aproximadamente 12% de mutacdo de PTEN. Os numeros
se assemelham aos apresentados por HODIS et al. (2012) que descreveu
mutacdo de BRAF em 63%, NRAS em 26%, TP53 em 19% e PTEN 12%
(associado a delegbes este ultimo alcanga 37%). Baseado nas mutacgdes
encontradas é sugerida uma classificagdo gendémica de melanoma em 4
subtipos: subtipo BRAF, subtipo RAS, subtipo NF1 e Subtipo triplo selvagem
onde a mutacao KIT é incluida, além de outras mutacdes relacionadas a

melanoma uveal (Cancer Genome Atlas Network 2015).
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Melanomas sem as mutagdes classicas de BRAF e NRAS
apresentam uma elevada e significativa maior carga de mutagdes
relacionadas a severo dano pela UVR. Melanomas BRAF/NRAS selvagem
apresentam uma associagdo com elastose solar e mutagbes com elevada
proporcdo de transicdo C>T e transicbes CC>TT, caracteristicas de
assinatura de exposi¢ao a UVR. Interessante que parece nao haver acumulo
de mutacbes a medida que eleva-se a espessura do melanoma cutaneo
(MAR et al. 2013). As varias vias de cancerizagdo para melanomas
BRAF/NRAS selvagens representam um desafio no futuro considerando as
terapias alvo, ao ponto de MAR et al. (2013) proporem uma classificacao de
melanomas em BRAF mutados, NRAS mutados e melanoma com elevada
carga de mutagcbes (BRAF/NRAS selvagens) para futuras implicagoes

terapéuticas.

1.6 A POPULACAO BRASILEIRA E NORDESTINA

Entre hispanicos, inclusive com avaliacdo de brasileiros, ja se
reconhece a grande variedade e heterogeneidade da cor da pele (DEL BINO
e BERNERD 2013). Embora deva-se considerar muitas variaveis no
diagnostico e tratamento para o melanoma, como acesso a sistema de
saude e nivel educacional, o mesmo trabalho clama para atengdo aos
hispanicos e afro-americanos que apresentam 31% de risco de metastases
por melanoma, bem acima dos 4% em caucasianos de acordo com o Centro

de Controle de Doencas de Atlanta em 2012 (DEL BINO e BERNERD 2013).
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A populacdo brasileira € composta por muitas racas. Muitos
brasileiros descendem de duas ou mais ragas e existe um grande espectro
de cor da pele entre os brasileiros. Quase toda a populagcdo é exposta a
intensa UVR e o0 acesso ao sistema de saude € precario, notadamente para
os provenientes das zonas rurais (VAZQUEZ et al. 2015).

O Brasil apresenta grandes diferengas demograficas internas e
diferentes climas e intensidades de radiagao ultravioleta. Esta variacao entre
as regiodes € comprovada com o censo do IBGE onde na regido sul 83% das
pessoas se declaram brancas enquanto que no norte mais de 70% se
declaram nao brancos (MENDES et al. 2010).

A populagao branca, usualmente descentes de europeus, predomina
no Sul e Sudeste enquanto que a populacdo nao branca alcanca 60% nas
regides Norte e Nordeste. Da mesma forma ha que se considerar que os
descendentes de ibéricos, sobretudo portugueses estao distribuidos em toda
a nacao brasileira, mas € no Sul e Sudeste que se concentram os
descendentes de italianos, paises da europa central e leste europeu.
(MENDES et al. 2010).

Muitos sédo os fatores envolvidos na grande miscigenagédo que
ocorreu e ocorre no Brasil. Os portugueses que vieram ao Brasil no periodo
colonial n&o trouxeram mulheres (ou por serem degredados ou por virem em
carater provisério) e esta decisdo foi o marco inicial do processo de
miscigenacdo (SOAREZ 2006). Os portugueses eram tao dados a
miscigenacao que Freyre (2004), citado por SOAREZ (2006, p.37) cita que a
fama dos portugueses como contribuintes na disseminagdo de doengas

sexualmente transmissiveis era tamanha que entre japoneses, chineses e
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indianos, a sifilis era designada como “mambakassen” cujo significado é
“‘doencga dos portugueses”.

Conhecido como o brago branco na formacédo do povo brasileiro, o
povo portugués em si ja descendia de uma miscigenagao de milénios antes,
considerando que a Peninsula Ibérica ja havia sido invadida e ocupada por
fenincios, romanos e mouros (SOAREZ 2006). Para SOAREZ (2006) mais
do que qualquer outro povo, o portugués tem como caracteristica uma
especial tolerancia com a miscigenagdo interracial. Ao contrario da
tolerancia, permeabilidade e adaptabilidade, caracteristicas da colonizacéo
portuguesa, a dominagao na regiao de Pernambuco pelos holandeses por
cerca de 40 anos por exemplo, resultou em integrac&o cultural e racial quase
nula.

De acordo com SOAREZ (2006), mais de 8 milhdes de negros foram
trazidos ao Brasil formando assim além do branco e indio, o outro braco
racial do povo brasileiro. E prova que a miscigenacéo racial no Brasil foi tdo
grande que até a lingua portuguesa usada no Brasil adicionou palavras
faladas por indios, ciganos, espanhois e africanos (SOAREZ 2006). A outra
grande prova da especial confraternizagéo racial e cultural ocorrida no Brasil
€ o sincretismo religioso que mistura tragos africanos com a igreja catdlica.

Simplificando a origem do povo brasileiro SOAREZ (2006, p.109)

descreve:

“....a formagdo do povo brasileiro é resultado da relagéo entre trés
elementos étnicos cujas culturas sdo bastante distintas e oriundas
de meios geogréficos diferenciados, que se miscigenaram numa
combinacdo terciaria, dando origem a trés outras binérias, que se
misturaram novamente, desde entdo gerando uma mesticagem
embararlhada e indefinida”. E ainda citando Darcy Ribeiro
(SOAREZ, 2006 p.79) resume ainda mais o0 povo brasileiro como
um “povo novo, como uma entidade étnica e configuracéo cultural,
destribalizando indios, desafricanizando negros e
deseuropeuzando brancos”.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil clinicopatolégico, imunoistoquimico e molecular
do melanoma cutaneo primario de pacientes atendidos e tratados no

Hospital Haroldo Juacaba do Instituto do Cancer do Ceara.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os aspectos socio-demograficos e clinicopatoldgicos de
melanomas cutaneos incluindo fototipo da pele, localizacdo anatémica
e parametros prognosticos de microestadiamento;

Classificar a elastose solar da pele na adjacéncia do melanoma
cutaneo primario;

Pesquisar a expressao das proteinas PTEN, p53, BRAF V600E nos
melanomas primarios da pele;

Pesquisar a prevaléncia das mutagdes BRAF VG600E, KIT V559A e
NRAS Q61L, importantes para o prognostico e preditivos de resposta
a novas terapias alvo-especificas nos melanomas primarios da pele.
Correlacionar achados clinicodemograficos, anatomopatoldgicos,
biomoleculares e imunoistoquimicos dos melanomas primarios
analisados.

Avaliar sobrevida global e livre de recorréncia de acordo com os

parametros analisados.
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3 MATERIAL E METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO E AMOSTRA

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo e prospectivo, clinico-
patologico e molecular de melanoma cutaneo primario de pacientes tratados
e em acompanhamento no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto
do Cancer do Ceara (HHJ/ICC), os quais preencheram os critérios de
elegibilidade.

Os dados clinicos e demograficos do presente trabalho foram
coletados a partir da ficha idealizada durante a consulta de rotina de
pacientes portadores de melanoma (consultas de primeira vez ou de
retorno/proservacao). Nesta visita era estabelecido o fototipo da pele do
paciente de acordo com a tabela proposta por FITZPATRICK (1988). Ao
mesmo tempo foi observado o resultado do exame anatomopatoldgico,
anotados dados como prontuario, endereco e telefone, localizagdo do
primario, subtipo do melanoma, numero do exame anatomopatoloégico para
localizac&o posterior dos blocos e laminas. Da mesma forma era aplicado o
TCLE (vide anexo) e a carta de esclarecimento (vide anexo) sendo que
copias foram entregues aos pacientes, outras anexadas aos prontuarios e
outras guardadas com o investigador em forma de livros encadernados. Aos
pacientes para os quais haviam ja sido aplicados o TCLE como proposta do
projeto anterior foram enviados as cartas de esclarecimentos de uso de

material bioldgico (vide anexo) para os enderecos constantes nas fichas ja
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preenchidas de acordo com o adendo projeto (atual projeto) apresentado e
aprovado na Comissdo de Etica em Pesquisa do Instituto do Cancer do
Ceara (processo 025/2013 aprovado na reuniao de 30/07/13).

Desta forma os dados comegaram a ser catalogados em fichas de 09
de novembro de 2011 até 08 de abril de 2016 tendo sido aplicados ao todo
em 143 pacientes portadores de 156 melanomas cutaneos primarios. Cada
melanoma cutaneo primario foi considerado como um caso.

Dados demograficos, clinicos e anatomopatolégicos além de dados
referentes ao tratamento foram coletados em fichas (em anexo) a partir de
revisdo de prontuarios (apenas um prontuario ndo localizado). Realizado
atualizagcado de estado da doenga (sobrevida) a partir de nova revisdo dos
prontuarios em setembro a novembro de 2017, dados do registro hospitalar
de cancer e ainda contato telefénico com alguns pacientes.

Dados de microestadiamento original foram levantados a partir dos
laudos presentes nos prontuarios ou no sistema PathoControl do Hospital do
Cancer Haroldo Juacaba. Por rotina do servico, todos os pacientes
submetidos a biopsia excisional prévia tinham revisdo de exame
anatomopatolégico, sendo estas revisbes realizadas no hospital

consideradas para fins de microestadiamento.
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3.2 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica de
Pesquisa do Instituto do Cancer do Ceara, sob o Processo N° 025/2013,
aprovado em 30/07/2013. (Anexo 1)

Numero do Parecer - Plataforma Brasil: 535.979
Data da Relatoria: 20/02/2014

CAAE - 18323813.7.0000.5528

3.3 CRITERIOS PARA ELEGIBILIDADE

Todos os pacientes que eram portadores de melanoma cutaneo
(tratados ou aguardando tratamento) e assinaram o TCLE foram incluidos no
estudo para avaliagdo. Cada melanoma foi considerado um caso dentro da
casuistica. Todos os pacientes incluidos tiveram avaliacdo do fototipo da
pele (exceto um) bem como de dados clinicos e demograficos a partir de
revisao de prontuarios (um prontuario nao localizado).

Foram considerados critérios de inclusdo para o estudo biomolecular
e imunoistoquimico: presenca de material arquivado (Laboratério de
Patologia do HHJ/ICC) e identificado dos pacientes previamente avaliados
para fototipo da pele e dados clinico-demograficos (blocos de parafina) com
possibilidade de extragdao de DNA e coleta de amostra para confeccao de
TMA (punch de 2mm) sem que houvesse prejuizo do material restante ou

esgotamento dos blocos que compunham o exame do paciente.
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Para analise de elastose solar, a presenca de representatividade de
pele normal adjacente ao tumor primario nas laminas originais € que
determinou a inclusdo para a avaliagao desta variavel.

Os critérios de exclusao para analise biomolecular e imunoistoquimica
foram: ndo localizacdo dos blocos de parafina, auséncia de

representatividade do tumor no bloco de parafina.

3.4 CLASSIFICACAO E GRADUACAO DA ELASTOSE SOLAR

Foi realizado revisdo das laminas originais de HE disponiveis para a
avaliagao de elastose solar por microscopia Optica por uma unica patologista
(Dra. Maria do Perpétuo Socorro Saldanha da Cunha) e classificadas as
amostras de acordo com LANDI et al. (2006) nos escores 0, 0+, 1-, 1, 1+, 2-,
2, 2+, 3-, 3 e 3+ em ordem progressiva de severidade da elastose, conforme

o Quadro 2.

Quadro 2 - Escores de Elastose solar

Escores Achados histopatoldgicos

Escore 0+ Esparsas e isoladas fibras elastéticas, praticamente s6

visualizadas no maior aumento

Escores 1-,1e 1+ Fibras elastoéticas melhor definidas sem formagao de bandas

Escores 2-,2 e 2+ Bandas elastoticas paralelas a epiderme podem ser

visualizadas

Escores 3-,3 e 3+ Extensas areas amorfas difusas ou ndo com ou sem perda de

nucleos
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Inicialmente procedeu-se a selecao de areas de pele adjacentes ao
tumor horizontal e verticalmente no menor aumento onde havia elastose
mais significativa e posteriormente com o auxilio do maior aumento a area
escolhida era classificada sendo considerada a zona de elastose mais
pronunciada para escolha do escore. Foram tabulados os dados como
originalmente observados e posteriormente optado por agrupamento de

escores em 4 grupos: 0,0+ (ausente ou minima), 1-,1 (leve), 1+,2-

,2(moderada) e 2+,3-,3,3+(intensa).

3.5 EXTRACAO DE DNA E RASTREAMENTO DE MUTACOES

A extragcdo de DNA foi obtida a partir de cortes dos tecidos fixados
(melanomas cutaneos primarios) em formalina e conservados em parafina
(FFPE—Formalin-fixed paraffin-embedded) dos pacientes portadores de
melanoma. Inicialmente 62 amostras foram submetidas a extragao
utilizando-se o kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Life
Technologies, USA). Posteriormente 44 amostras foram extraidas utilizando-
se o kit DNA Sample preparation kit (Roche Diagnostica, USA).

Todos os blocos de parafina localizados representativos do tumor
primario foram pareados com suas l|aminas histopatologicas
correspondentes coradas em HE para demarcacao da area tumoral pelo
mesmo patologista (Dra. Maria do Perpétuo Socorro Saldanha da Cunha). A
area tumoral selecionada deveria apresentar uma quantidade de células

neoplasicas superior a 70% das células totais.
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A extracdo de DNA ocorreu no ambiente do Laboratério de Biologia
Molecular do ICC a partir da preparagao manual de amostras para obtengao
de DNA gendmico (gDNA). Para a macrodissecgao, foram realizados cerca
de 8 cortes de 5um de espessura. As laminas contendo os cortes foram
lavadas em xilol por 5 minutos e etanol a 100% por 5 minutos a fim de
promover a remocdo da parafina. Posteriormente, foram realizadas as
raspagens da area tumoral demarcada e coletadas em tubos de
polipropileno de 1,5 ml contendo 180 uL de tampdo TLB e 70 uL de
proteinase K, com incubagdes sucessivas a 56°C por 1 h e 90°C por 1 h, nos
termoblocos eppendorf em agitagdo constante a 300 rotagdes por minuto
(rpm). Em seguida, foram adicionados 200 uL de tampao PBB (DNA binding
buffer) e a solugédo foi homogeneizada por agitacdo vigorosa tendo sido
incubada a 28°C por 10 minutos. Posteriormente, foi adicionado 100 uL de

isopropanol.

v Extragcdo de DNA - kit DNA Sample preparation kit (Roche

Diagnostica, USA)

Resumidamente, o conteudo era transferido, para o Cobas 4800 test
filter tube com um tubo coletor acoplado, centrifugado a 8.000 rpm, com
posterior descarte do tubo coletor. A coluna era acoplada a um novo tubo
coletor e adicionado a 500 uL de WBI seguido de centrifugac¢ao a 8.000 rpm.
Adicionalmente, acrescentou-se 500 uL de WBII a coluna e centrifugado a
8.000 rpm, bem como centrifugacédo a 20.000 rpm para secagem completa

da coluna e que era transferida para novo tubo coletor com adigao de 100 pL
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de tampao de eluicdo (DNA EB) e posterior incubagao por 10 min a 28°C. O

DNA extraido era coletado apés centrifugacéo a 8.000 rpm.

v/ Extragdo de DNA: Kit RecoverAllITM Total Nucleic Acid Isolation (Life

Technologies, USA)

Apods a extragdo o gDNA foi quantificado o DNA no espectrofotdmetro
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) nos comprimentos
de onda 260 e 280 nm. A leitura da absorbancia 260 nm forneceu a
quantidade total de rendimento de acido nucleico. A razao das leituras
260/280 nm (A260/A280) foi utilizada para verificar a qualidade do DNA
obtido de cada amostra. Foram realizadas leituras em duplicata ou triplicata
para determinagdo da quantidade de DNAg. O gDNA obtido de cada

amostra foi mantido a -20°C até a realizagao dos testes moleculares.

v Detecgdo da mutagdo de BRAF, KIT e NRAS pela tecnologia
competitive allele-specific TagMan® PCR (CAST-PCR).

Para os primeiros 62 casos, amostras extraidas de DNA foram
encaminhadas para o Laboratério LAFICA da Universidade Federal do
Ceara onde foram processadas em plataforma aberta Step One Plus
(ThermoFisher USA) para rastreamento de éxons mutados por PCR Alelo-
Especifico em tempo real, conforme instru¢des do kit TagMan Mutation Test
(Life Technologies) para as mutagdes dos genes BRAF, NRAS e KIT. O
ensaio foi desenvolvido para a genotipagem do cédon 600 (éxon 15) do

gene BRAF V600E (Human v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog
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B1) localizado no cromossomo 7 para avaliagcdo da transversao de uma
timina (T) por uma adenina (A); para mutacdo NRAS Q61L (Human
neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) localizado no cromossomo 1,
genotipagem no coédon 61 e para a mutagcdo KIT V559A (tyrosine-protein
kinase Kit ou CD117), conforme tabela 02. Foram realizados alguns testes
de biologia molecular para calculo do dCt cutoff para validagdo do ensaio de
mutagdo. Para calcular e detectar possiveis amplificacdes inespecificas foi
utilizado amostras de DNA extraidas de melanoma nas quais foram
realizadas o rastreamento de mutacao pela Método de BRAF V600E Cobas
da Roche cujo resultado havia revelado amostras Wild Type-WT (selvagem
ou auséncia de mutagao). Foram feitos em ftriplicatas e adicionalmente em
trés amostras WT.

Quarenta e quatro amostras foram mantidas no Laboratério de
Biologia Molecular do Hospital Haroldo Juagaba do ICC para rastreamento
da mutagdo V600E no éxon 15 (cédon 600) do gene BRAF, pela tecnologia
de TagMan por PCR em tempo real, de acordo com as instrugcoes do kit

Cobas®4800 BRAF V600 Mutation Test (Roche Diagndstica).
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Quadro 3 - Especificacbes dos ensaios de genotipagem TagMan (CastPCR)
utilizados no presente trabalho.

Gene BRAF V600E NRAS Q61L KIT V559A

ID ensaio Hs00001384_mu Hs00000111_mu | Hs00001047_mu | Hs00000844_mu

Tipo de | Alelo mutado Alelo mutado Alelo mutado Alelo mutado
ensaio

Mutagao 1799_1800TG>AA | 1799T>A 182_183AA>TG 1676T>C
nucleotideo

Troca  de | V60OE V600E Q61L V559A
aminoacido

Nome do | BRAF_475 mu BRAF_476_mu | NRAS_30646_mu | KIT_1255_mu

ensaio

3.6 AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA PARA PTEN, p53,

BRAFVG600E

Realizou-se imunoistoquimica em 7 blocos de TMA (Tissue
Microarray) previamente confeccionados a partir da coleta de punchs de
2mm obtidos de 102 blocos de FFPE representativos de tumor primario apos
pareamento com laminas de HE correspondentes com delimitagdo do tumor
primario e sugestédo de local para obtencéo cilindro de material. Fragmentos
de pele normal, placenta e musculo foram incluidos em cada TMA como
controles internos positivos e negativos além de fragmento de melanoma
cutaneo com reconhecida mutagcdo do gene BRAF. Todos os casos, exceto
um (falta de material) foram inseridos nos blocos de TMA em duplicatas.

Foram utilizados os anticorpos PTEN (clone 6H2.1 DAKO™), p53 (clone DO-
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7 DAKO™ Code-Nr. M 7001) e as reagdes foram realizadas de forma
automatizada no Auto Stainer (DAKO™). A etapa de reativagdo antigénica
foi processada no sistema PT-Link (DAKO™) em pH padronizado para cada
anticorpo conforme especificagdo em bula tendo sido utilizado o sistema de
amplificagdo FLEX Plus (DAKO™). Os tempos de incubagdao seguiram
indicacdes do fabricante. Para a pesquisa de V600E, utilizou-se o anti BRAF
V600E (VE1 Ventana) e a reagdo automatizada no sistema fechado
BenchMark Ultra.

A analise das laminas foi realizada em microscoépio optico utilizando-
se os seguintes critérios de escores previamente estabelecidos. Para PTEN
e BRAF V600E foi avaliada a expressao citoplasmatica. A expressao IHQ de
PTEN foi classificada quanto a intensidade em negativo, positivo fraco e
positivo forte (igual ao controle interno pele) conforme o trabalho de SAKR et
al. (2010). Para BRAF V600E foi utilizado escores negativo, positivo fraco,
positivo moderado e positivo forte de acordo com o proposto por O'BRIEN et
al. (2017).

Para p53 foi analisado a porcentagem de area tumoral com expressao
nuclear da proteina e categorizado posteriormente de acordo com o trabalho
de WHITEMAN et al. (1998). Apds os dados tabulados de acordo com o
observado, variaveis categéricas foram criadas para expressdao de PTEN e
BRAF VG600E tendo sido considerado apenas como negativas amostras sem
expressao e positivas as amostras com expressao em qualquer intensidade.
Para p53 a porcentagem foi categorizada em variaveis dicotdmicas (até 1%

e acima de 1%, até 10% e acima de 10%, até 30% e acima de 30%) para
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andlise de associacdo com as demais variaveis clinico-demograficas,

patolégicas e biomoleculares.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico SPSS® 22.0, realizando-se o Teste do Qui-quadrado (x2) e Teste
Exato de Fisher para as avaliacbes de associacdo entre variaveis
qualitativas. A variaveis quantitativas idade, indice de Breslow, porcentagem
de areas tumoral (expressao de p53) foram categorizadas. Para o indice de
Breslow a estratificagao foi para todas as analises assim determinada: até
1mm; acima de 1 até 2mm; acima de 2 até 3mm; acima de 3 até 4mm e
acima de 4mm. Para idade e porcentagem de expressao de p53, mais de
uma categorizagao foi realizada.

A sobrevida global foi calculada a partir da data do inicio do
tratamento até a ultima consulta ou data do obito. A sobrevida livre de
recorréncia foi considerada da data do inicio do tratamento até a data da
recidiva.

Para analises de sobrevida foram realizados o teste de Log Rank
Mantel nas curvas de sobrevida de Kaplan Meier. Para analise multivariada
na avaliagao de sobrevida foi utilizado o método de regressao de Cox.

Foram considerados estatisticamente significantes, valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA E CLINICA

Ao todo, 156 casos de melanomas cutaneos primarios foram
avaliados em 143 pacientes com admissio entre 12 de maio de 2003 e 27
de julho de 2016. Dez pacientes apresentaram mais de um melanoma
cutaneo. Oito pacientes apresentaram dois melanomas, um paciente
apresentou trés melanomas e um paciente era portador ja na admissao de 4
melanomas cutaneos primarios.

Cento e dois melanomas (65,4%) acometeram pacientes do sexo
feminino. A idade variou entre 17 e 96 anos com média de 55,7 e mediana
de 56 anos. Quase 65% dos casos ocorreram em maiores de 50 anos.
Foram provenientes da zona urbana 82,5% dos casos. Metade dos
pacientes registraram endereco em Fortaleza-CE, mas ao todo 49
municipios do estado do Ceara tiveram casos incluidos neste estudo. Dos
cento e trinta trés casos onde a informagao estava presente, 12% dos
melanomas aconteceram em pacientes analfabetos e em 65,4% dos casos
os pacientes tinham nivel de instrugédo até o nivel primario completo.

Os fototipos | a lll predominaram com 72,9%, sendo que o fototipo |l
foi o mais prevalente representando isoladamente 40% dos casos. Nenhum

paciente fototipo VI foi incluido durante o estudo.
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O sitio anatédmico tronco foi o mais acometido, representando 35,3%
dos casos, embora membros superiores e inferiores tenham representado
32,6% dos melanomas estudados, excetuando-se as localizagbes palmar e
plantar. Face e pescogo representaram pouco mais de 14% dos casos e
melanomas em localizagdo subungueal, palmar e plantar somaram 17,8%
dos casos. Um terco dos melanomas cutineos localizavam-se em area
considerada desnuda, considerando roupas de uso diario.

Em mais da metade dos melanomas (52,9%), os pacientes foram
admitidos ja submetidos a bidpsia excisional prévia e todos, exceto um,
tiveram estudo anatomopatoldgico revisado antes do tratamento. Satelitose
clinica e metastase em transito ja na admisséo ocorreram em 5,6% e 3,3%
respectivamente onde havia a informagcdo (153 casos de melanoma).
Ulceragao clinicamente detectavel ocorreu em 62,5% dos 40 melanomas
onde foi possivel a avaliagao (tumor primario presente).

Dezenove melanomas (12,4% dos que haviam a informagéao
disponivel) apresentavam metastases linfonodais clinicas na admissao, e a
base linfonodal mais acometida foi a axila com 12 casos. Metastases
linfonodais tiveram associacdo com nivel de Clark (p<0,001), indice de
Breslow (p=0,002), microssatelitose (p=0,027), ulceragao presente no exame
histopatolégico (p=0,024), macrossatelitose (p=0,030) e metastase em
transito (p=0,001).

Metastases sistémicas ja na admissao estavam presentes em apenas

1,3% dos casos (2 casos em 153) basicamente para pulmdo e SNC. O
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paciente com metastase em SNC foi de imediato encaminhado para

tratamento neurocirurgico vindo a falecer no pos operatério.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e clinicas

n %
Idade
11-20 1 ,6
21-30 11 71
31-40 21 13,5
41-50 22 14,2
51-60 37 23,9
61-70 32 20,6
71-80 22 14,2
81-90 7 4,5
91-100 2 1,3
Fototipo
I 8 5,2
Il 62 40,0
i 43 27,7
Y] 29 18,7
\Y 13 8,4
W 0 0
Sexo
Masculino 54 34,6
Feminino 102 65,4
Procedéncia
Zona urbana 127 82,5
Zona rural 27 17,5
Municipio de procedéncia
Fortaleza 78 50,6
Outros 76 49,4
Profisséo
Agricultor 11 20,0
Outros 44 80,0
Instrucédo
Analfabetos 16 12,0
Primario incompleto e completo 71 53,4
Secundario incompleto e completo 27 20,3
Nivel superior incompleto, completo e pds- 19 14,3

graduagao
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Cont/ Tabela 1l

n %
Sitio anatémico
Face e pescogo 22 141
Tronco 55 35,3
Brago/antebrago 23 14,7
Perna 28 17,9
Outros 28 17,9
Melanoma em area desnuda
Nao 104 66,7
Sim 52 33,3
Ulcerac8o clinicamente evidente na admisséo
Nao 15 37,5
Sim 25 62,5
Macrossatelitose na admissao
Nao 119 94,4
Sim 7 5,6
Sem informacéao 3
Metastases em transito na admissao
Nao 147 96,7
Sim 5 3,3
Metastase linfonodal clinica na admisséao
Nao 134 87,6
Sim 19 12,4
Metastase sistémica admissao
Nao 151 98,7
Sim 2 1,3

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

4.2 CARACTERIZACAO DO TRATAMENTO

Cento e quarenta e nove melanomas foram submetidos a tratamento
do melanoma primario no ICC. Pesquisa de linfonodo sentinela foi realizado
em 59,7% dos casos e esvaziamento linfonodal radical como tratamento
inicial foi indicado em 11% dos casos (em 154 casos disponivel a

informacao).



64

Dos 92 casos submetidos a pesquisa de linfonodo sentinela, apenas
um linfonodo sentinela foi identificado em 43,5% e até 3 linfonodos
sentinelas em 92,4% dos casos. Linfonodos sentinelas foram negativos em
66 casos (71,7%). Em apenas um caso de linfonodo sentinela positivo, o
esvaziamento de complementacao da base linfonodal nao foi realizado. Em
25 casos onde o esvaziamento foi indicado 24% (6 casos em 25 )
apresentaram linfonodos n&o sentinela positivos no esvaziamento de
complementacdo. A presenca de linfonodo sentinela positivo teve
associagao significativa com nivel de Clark (p=0,024), invasdo perineural
(p=0,014) e indice de Breslow (p=0,006).

Dentre 152 casos onde a informacao estava presente, apenas em 20
casos (13,2%) foi realizado algum tipo de tratamento adjuvante. Nestes 19,
receberam radioterapia adjuvante e apenas trés receberam Interferon alfa
adjuvante. Nenhum caso foi tratado com quimioterapia, terapia alvo ou
anticorpos monoclonais como adjuvancia.

Durante o estudo, 29 melanomas apresentaram recidiva (18,7% de
155 casos avaliaveis), predominando a recidiva a distancia em 22 casos
(14,1% de 155 casos avaliaveis). Os sitios de metastases a distancia foram:
pulmao (31,8% dentro os sitios acometidos), SNC (27,2%), figado (13%),
partes moles (18,8%), retroperitonio (18,8%), osso (9%), linfonodos nao
regionais (9%) e estbmago (apenas 1 caso). Em 15 casos cirurgia e
radioterapia foram realizados para tratamento da recidiva. Quimioterapia foi

realizada como tratamento da recidiva em 9 casos, em 3 casos a
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Interleucina 2, em 2 casos o Ipilimumabe e em apenas 1 caso, o
Vemurafenibe.

A sobrevida global variou nesta série de 0 a 165 meses (média de
138 meses), sendo que até o fechamento deste estudo e até a ultima
informacdo, 121 pacientes estavam vivos, 111 deles sem evidéncia de

doenca até a ultima consulta.

Tabela 2 - Dados sobre tratamento e follow up

n %
Tratamento realizado (tumor primario)
Nao 6 3,9
Sim 149 96,1
Tratamento cirdrgico do sitio primario
Nao 7 4,5
Sim 147 95,5
Pesquisa cirurgica de linfonodo sentinela
Nao 62 40,3
Sim 92 59,7
Esvaziamento radical como primeiro
tratamento
Nao 137 89,0
Sim 17 11,0
Tratamento adjuvante
Nao 132 86,8
Sim 20 13,2
Radioterapia adjuvante
Nao 133 87,5
Sim 19 12,5

Interferon alfa adjuvante
Nao 149 98,0
Sim 3 2,0




Cont/ Tabela 2

n %
Recidiva
Nao 126 81,3
Sim 29 18,7
Recidiva local
Nao 152 98,7
Sim 2 1,3
Recidiva por metastases em transito
Nao 146 94,8
Sim 8 5,2
Recidiva na base linfonodal
Nao 148 96,1
Sim 6 3,9
Recidiva sistémica
Nao 132 85,7
Sim 22 14,3
Cirurgia na recidiva
Nao 139 90,3
Sim 15 9,7
Radioterapia na recidiva
Nao 138 90,2
Sim 15 9,8
Quimioterapia na recidiva
Nao 144 94,1
Sim 9 59
Ipilimumabe na recidiva
Nao 151 98,7
Sim 2 1,3
Vemurafenibe na recidiva
Nao 152 99,3
Sim 1 Ve
Estado na ultima consulta (pacientes)
Vivo sem doenga 111 77,6
Vivo com doenga 10 7
Morte por melanoma 20 14
Sem informacgéao 2 1,4

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

66
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4.3 CARACTERIZACAO ANATOMOPATOLOGICA

O laudo original de exame anatomopatolégico (revisdo realizada
rotineiramente antes do tratamento) foi recuperado em 140 casos (89,7%).
Nem todos os fatores progndsticos estavam presentes nos laudos.

Os subtipos histolégicos de melanoma (informagéo presente em 138
laudos) foram: extensivo superficial (46,4%), nodular (15,2%), acral (14,5%),
desmoplasico (2,2%) e spitzéide (0,7%) além de doze casos néao
classificaveis (8,7%). Melanomas in situ corresponderam a 12,3% sendo
dentre destes 47% do tipo lentigo maligno e 53% melanoma in situ do tipo
extensivo superficial. De 147 casos onde havia a informagéo, 68,7% dos
casos invasivos eram Clark Il e IV, sendo o Clark IV correspondendo a
32,5% de todos os 147 casos avaliados. Entre 125 casos avaliaveis (casos
invasivos com informagéo), o indice de Breslow variou entre 0,7mm a 90mm
com média de 5,6mm e mediana de 2,2mm. Ulceracédo estava presente ao
exame histopatologico em 46,3% (121 casos avaliados) e microsatelitose em
9,6% dos casos. indice mitético igual ou maior que 1 estava presente em
88,6% dos 123 casos invasivos avaliados, mas alguns laudos traziam a
informagdo mitoses por campo de grande aumento. Invasdo vascular e
perineural estavam presentes em 18,6% (121 casos avaliados) e 10,3% (117
casos avaliados) dos casos respectivamente. Infiltragdo linfocitica
peritumoral estava ausente em apenas 11 casos (9,2% dos 119 casos
avaliados) e infiltracdo linfocitica intratumoral estava ausente em apenas 31

casos (30,7% dos 101 casos avaliados). Fenbmeno de regresséo foi
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registrado em 17 dos 118 casos (14,4%) onde a informacao estava descrita.

Apenas 8 nevos foram registrados como lesédo associada em 98 laudos.
Algum grau de elastose solar foi observada em 73 casos (68,2% dos

107 avaliados). Elastose moderada a severa (considerando os critérios 1+,2-

,2,2+,3-,3 e 3+ de LANDI et al. (2006) foi observada em 31,8% dos casos.

Figura 10 - Fotomicrografia: melanoma cuténeo. Faixa elastética. Aumento 100X



Tabela 3 - Exame Anatomopatoldgico

%

Tipo histolégico
Extensivo Superficial
Nodular

Acral Lentiginoso
Desmoplasico

Spitzoide

N&o Classificavel

Extensivo Superficial in Situ
Lentigo Maligno (in Situ)
Total

Fase de crescimento
Radial

Vertical

Vertical + Radial

Total

Nivel de invasao - CLARK
|

Il

1l

v

\Y

Total

Espessura tumoral - BRESLOW
Até 1mm

Entre 1-2mm

Entre 2-3mm

Entre 3-4mm

Mais de 4mm

Total

Infiltrag&o linfocitica peritumoral
Ausente

Leve

Moderada

Intensa

Total

Infiltracdo linfocitica intratumoral
Ausente

Leve

Moderada

Intensa

Total

Invasédo vascular
Ausente

Presente

Total

138

21
105

129

19
19
37
51
21
147

11
45
53
10
119

31
50
16

101

96

22
118

46,4
15,2
14,5
2,2

8,7
6,5
5,8
100

16,3
81,4
2,3
100

12,9
12,9
25,2
34,7
14,3
100

29,6
18,4
9,6
9,6
32,8
100

9,2
37,8
44,5

8,4
100

30,7
49,5
15,8
4,0
100

81,4
18,6
100

69
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Cont/ Tabela 3

n %
Invasao perineural
Ausente 105 89,7
Presente 12 10,3
Total 117 100
Fendmeno de regresséo
Ausente 101 85,6
Presente 17 14,4
Total 118 100
Microssatelitose
Ausente 104 90,4
Presente 11 9,6
Total 105 100
Ulceracéo
Ausente 65 53,7
Presente 56 46,3
Total 121 100
Nevo Associado
Ausente 90 91,8
Presente 8 8,2
Total 98 100
Elastose (critérios de LANDI et al., agrupados)
0,0+ (ausente ou minima) 53 495
1-,1 (leve) 20 18,7
1+,2-,2(moderada) 14 13,1
2+,3-,3,3+(intensa) 20 18,7
Total 107 100

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

4.4 CARACTERIZACAO BIOMOLECULAR

Em 53 casos a pesquisa da mutacdo de NRAS QG61L (gera
substituicdo da glutamina para leucina na posi¢céo 61) foi realizada com 10

ensaios invalidos e nenhuma mutagao detectada. Em 47 casos a pesquisa
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de mutacdo de KIT V559A (gera substituicdo da Valina pela Alanina na
posicdo 559) foi realizada com 31 ensaios invalidados (70%) e nenhuma
mutacao detectada.

Em 62 casos a pesquisa de mutacdo BRAF V600E (gera substituicdo
da Valina pelo Acido Glutamico na posicéo 600) foi pesquisada por RT-PCR
utilizando-se os kits da empresa Life Technologies® e em 44 casos, a
mesma mutagao foi pesquisada no sistema COBAS da Roche®. Nos ensaios
com plataforma aberta e uso de ensaios da Life Technologies® apenas 4
mutagcdes foram detectadas, 2 resultados foram indeterminados
(confirmados posteriormente como positivos no sistema COBAS®), 18
resultados foram negativos e 38 ensaios foram invalidos. Ja no sistema
COBAS® houveram 4 deteccdes de mutacgdes, 15 amostras revelaram-se
negativas e 25 amostras nao validaram.

Considerando os resultados utilizando as duas técnicas (Life
Technologies® e COBAS®) foram testadas para a mutacdo BRAF V600E 93
amostras (algumas amostras foram testadas nos dois sistemas). Destes 8
amostras detectaram a mutacdo BRAF V600E (18,6% dos ensaios
validados), 35 foram negativas e em 50 amostras nao houve amplificagcao

(invalidas).



Tabela 4 — Resultados de mutacdes

BRAF V600E - Life Technologies® n %
Mutacédo detectada

Sim 4 6,6
N&o 20 32,3
Invalidos 38 61,1
Total 62 100

NRAS Q61L - Life Technologies®

Sim 0 0

Nao 43 81,1
Invalidos 10 18,9
Total 53 100

KIT V559A - Life Technologies®

Sim 0 0
N&o 16 32,7
Invalidos 31 67,3
Total 49 100
BRAF V600E - COBAS®

Sim 4 9,1
Néo 15 34,1
Invalidos 25 56,8
Total 44 100

BRAF V600E — amostras validas - Life
Technologies®

Sim 4 16,7
N&o 20 83,3
Total 24 100
BRAF V600E — amostras validas - COBAS®

Sim 4 21,1
N&o 15 78,9
Total 19 100

BRAF V600E — amostras validas - (analise
consolidada — Life Technologies® e COBAS®)

Sim 8 18,6
Nao 35 81,4
Total 43 100

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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45 CARACTERIZACAO IMUNOISTOQUIMICA

Cento e uma amostras de melanomas cutaneos (64,7% dos casos)
foram estudadas em blocos de TMA para expressdao |IHQ das proteina
mutadas BRAF V600E, PTEN e p53.

A intensidade da expressao citoplasmatica da proteina BRAF V600E
foi classificada como negativa, positivo fraco, moderado e forte ou
indeterminada (sem representatividade, perda do corte na lamina ou
indefinicdo entre pigmento melanico ou expressao da proteina). Dos 101
casos avaliados, oito casos foram indeterminados (7,9%). Sessenta e trés
casos nado demonstraram expressao IHQ da proteina BRAF mutada (67,7%,

excluidos os indeterminados).
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Figura 11 — Fotomicrografia: melanoma cutaneo com forte imunoexpresséo

citoplasmatica de BRAF V600E. Aumento 100X

A intensidade da expressao citoplasmatica da proteina PTEN foi
negativa em apenas 15 casos (17%, excluidos os indeterminados). Dos 101

casos avaliados, 13 casos nao puderam ser avaliados (12,9%).
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Figura 12 - Fotomicrografia: melanoma cutédneo com forte imunoexpressao

citoplasmatica de PTEN. Aumento 100X

Figura 13 - Fotomicrografia: melanoma cutédneo. Auséncia de
imunoexpressao de PTEN. Aumento 100X
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Figura 14 - Fotomicrografia: melanoma com forte imunoexpressao nuclear

de p53 em 100% das células tumorais. Aumento 100X

A grande maioria dos casos avaliados teve alguma expressao nuclear
de p53. Apenas em 18 casos (20%, excluidos os indeterminados) dos casos
nao apresentaram expressdo IHQ de p53. Dos 101 casos avaliados, 11
casos nao puderam ser avaliados (10,9%). Cinquenta e quatro casos (60%,
excluidos os indeterminados) tiveram expressdao IHQ percentual da area
tumoral até 10%; 27 casos (30%, excluidos os indeterminados) tiveram
expressao IHQ acima de 30%) e 18 casos (20%, excluidos os

indeterminados) tiveram expressao acima de 50% da area tumoral.
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Tabela 5 - Resultados de Imunoistoquimica

n %
IHQ - BRAF V600E
Negativo 63 67,7
Positivo fraco 21 22,6
Positivo moderado 7 7,5
Positivo forte 2 2,2
Total 93 100,0
IHQ-PTEN
Negativo 15 17,0
Positivo fraco 16 18,2
Positivo forte 57 64,8
Total 88 100,0
IHQ-p53
0-1% 19 211
2-10% 17 18,9
11-30% 26 28,9
31-50% 10 11,1
>50% 18 20
Total 90 100

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

4.6 ASSOCIACOES CLINICOPATOLOGICAS E BIOMOLECULARES

4.6.1 ldade

A idade categorizada por décadas associou-se significativamente com
0s parametros instrugcdo (associagdo inversa), presenca de metastase em
transito na admissdo, status BRAF V600E e expressdao IHQ de BRAF
V600E. Nao houve associagao com o sitio anatdémico.

Considerando sitio anatébmico categorizado como face e pescogo,

tronco, membros e acrais, ndo houve associac¢ao significativa.
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A presenca de mutagao BRAF V600E e expressao imunoistoquimica
BRAF VG600E foi mais frequente entre os jovens. Nao houve associagao
estatisticamente significativa com fototipo, sexo, presenca de ulceragao
observada clinicamente na admissao, presenca de satelitose na admissao,
presenca de metastase linfonodal na admissdo, estadio T, expressao IHQ

percentual de p53 e todos parametros histopatoldgicos avaliados.



Tabela 6 - Idade vs nivel de instrugcao

Analfabeto

1° Grau
Incompleto

1° Grau
Completo

2° Grau
Incompleto

2° Grau
completo

Superior
Incompleto

Superior
Completo

Pos-
graduagéao

Total

idade
11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100
0 0 2 0 3 1 6 3 1
,0% ,0% 12,5% ,0% 18,8% 6,3% 37,5% 18,8% 6,3%
0 1 3 2 3 8 0 2 0
,0% 5,3% 15,8% 10,5% 15,8% 42,1% ,0% 10,5% ,0%
0 6 4 9 14 9 10 0 0
,0% 11,5% 7,7% 17,3% 26,9% 17,3% 19,2% ,0% ,0%
1 0 1 0 4 0 1 0 0
14,3% ,0% 14,3% ,0% 57,1% ,0% 14,3% ,0% ,0%
0 0 4 7 2 5 0 2 0
,0% ,0% 20,0% 35,0% 10,0% 25,0% ,0% 10,0% ,0%
0 0 2 1 0 0 0 0 0
,0% ,0% 66,7% 33,3% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
0 3 2 1 4 3 1 0 0
,0% 21,4% 14,3% 7,1% 28,6% 21,4% 7,1% ,0% ,0%
0 0 1 0 0 0 1 0 0
,0% ,0% 50,0% ,0% ,0% ,0% 50,0% ,0% ,0%
1 10 19 20 30 26 19 7 1
,8% 7,5% 14,3% 15,0% 22,6% 19,5% 14,3% 5,3% ,8%

p-valor

p=0,001

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher. Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Tabela 7 - Idade vs sitio anatébmico

idade

11-20 21-30 3140 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100 p valor

Sitio anatomico face e pescogo 1 1 1 1 4 8 3 2 0 p=0,142
48% 48% 48% 48% 19,0% 38,1% 14,3% 95% ,0%
tronco 0 5 5 10 16 12 6 1 0
0% 91% 91% 182% 29,1% 21,8% 109% 1,8% ,0%
membros 0 4 13 8 8 7 7 3 1
0% 78% 255% 157% 157% 13,7% 13,7% 5,9% 2,0%
acral 0 1 2 3 9 5 6 1 1
0% 36% 7,1% 10,7% 32,1% 17,9% 21,4% 3,6% 3,6%
Total 1 11 21 22 37 32 22 7 2

6% 71% 13,5% 142% 239% 20,6% 14,2% 4,5% 1,3%




Tabela 8 - Idade vs metastase em transito na apresentacao

idade
11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100
Nao 1 11 20 21 34 30 22 7 1
A% 7,5% 13,6% 14,3% 23,1% 20,4% 15,0% 4,8% A%
Sim 0 0 0 0 2 2 0 0 1
,0% ,0% ,0% ,0% 40,0% 40,0% ,0% ,0% 20,0%
1 11 20 21 36 32 22 7 2
Total I% 7.2% 13,2% 13,8% 23,7% 21,1% 14,5% 4,6% 1,3%

p-valor
p=0,021

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher. Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

Tabela 9 - Idade vs status mutagdo BRAF VG600E

idade
21-30 3140 4150 5160 6170  71-80  81-90  91-100
Negativo 2 2 5 6 13 7 0 0
5,7% 57%  143%  1714%  371%  20,0% 0% 0%
Positivo 1 2 2 1 0 0 1 1
12,5%  250%  250%  12,5% 0% 0% 12,5%  12,5%
3 4 7 7 13 7 1 1
Total 7,0% 9,3% 16,3%  16,3%  302%  16,3%  2,3% 2,3%

p-valor
p=0,018

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher. Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Tabela 10 - Idade vs expressao IHQ de BRAF V600E

idade
21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100 p-valor
NEGATIVO 1 7 7 18 14 14 2 0 p=0,006
1,6% 11,1% 11,1% 28,6% 22,2% 22,2% 3,2% ,0%
POSITIVO 6 7 5 4 5 2 0 1
20,0% 23,3% 16,7% 13,3% 16,7% 6,7% ,0% 3,3%
7 14 12 22 19 16 2 1

Total 7.5% 151%  12,9%  237%  204%  172%  2.2% 1.1%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher. Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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4.6.2 Sexo

O sexo associou-se significativamente com os parametros instrugao,
sitio anatébmico, expressido imunoistoquimica de BRAF V600E. Mesmo néo
alcangando significancia estatistica o status da mutacdo BRAF V600E foi
mais frequente entre as mulheres (87,5%; p=0,067). Nenhuma associagao
estatisticamente significativa houve com fototipo, idade, instrugdo, presenca
de ulceracdo observada clinicamente na admissio, presenca de satelitose
na admissao, presenca de metastase em transito na admissao, presenca de
metastase linfonodal na admissao, estadio T, expressado IHQ percentual de

p53 e todos parametros histopatoldgicos avaliados.

Tabela 11 - Sexo vs sitio anatébmico

Sexo
Masculino Feminino p-valor
Face e pescogo 12 9 p=0,001
57,1% 42,9%
Tronco 19 37
33,9% 66,1%
Membros 8 43
15,7% 84,3%
Acral 15 13
53,6% 46,4%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher.
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Tabela 12 - Sexo vs status da mutacdo BRAF V600E

Sexo
Masculino Feminino p-valor
Negativo 17 18 p=0,067
48,6% 51,4%
Positivo 1 7
12,5% 87,5%
Total 18 25
41,9% 58,1%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

Tabela 13 - Sexo vs expressao IHQ de BRAF V600E

Sexo
Masculino Feminino p-valor
NEGATIVO 29 34 p=0,036
46,0% 54,0%
POSITIVO 7 23
23,3% 76,7%
Total 36 57
38,7% 61,3%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

4.6.3 Fototipo

O fototipo teve associacao inversa significativa com os parametros
infiltracao linfocitica peritumoral e expressao IHQ percentual de p53. Quase
metade (47,4%) dos melanomas com expressao IHQ de p53 até 1% da area
tumoral eram em pacientes fototipo IV e 42,9% dos melanomas com
expressdo IHQ de p53 acima de 1% eram em pacientes fototipos Il. Nao
houve associagdo com o status BRAF V600E nem com a expressao IHQ de
BRAF VG600E. Nenhum outro parametro clinico, demografico e

anatomopatolégico teve associagao significativa com o fototipo da pele.



Tabela 14 - Fototipo vs status da mutagao BRAF V600E
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Fototipo
I I 1 v \Y p-valor
Negativo 1 20 4 5 5 p=0,062
2,9% 57,1% 11,4% 14,3% 14,3%
Positivo 1 2 4 1 0
12,5% 25,0% 50,0% 12,5% ,0%
2 22 8 6 5
Total 4,7% 51,2% 18,6%  14.0%  11,6%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

Tabela 15 - Fototipo vs porcentagem de expressao IHQ de p53

Fototipo
I I i v \% p-valor
0-1% 0 6 3 9 1 p=0,037
,0% 31,6% 15,8% 47,4% 5,3%
ACIMA DE 2 30 20 10 8
1% 2,9% 42,9% 28,6% 14,3%  11,4%
2 36 23 19 9
Total 2,2% 40,4% 258%  21,3%  10,1%
p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
Tabela 16 - Fototipo vs infiltragao linfocitica peritumoral
Fototipo
I Il [ v \ p-valor
Ausente 0 2 4 2 3 p=0,044
,0% 18,2% 36,4% 18,2% 27,3%
Leve 2 17 6 13 7
4,4% 37,8% 13,3% 28,9% 15,6%
Moderada 4 22 19 7 1
7,5% 41,5% 35,8% 13,2% 1,9%
Intensa 0 4 2 3 0
,0% 44.4% 22,2% 33,3% ,0%
6 45 31 25 11
5,1% 38,1% 26,3% 21,2% 9,3%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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4.6.4 Mutacdo V600OE do gene BRAF

O status da mutagdo BRAF V600E teve associagao significativa com
sitio anatémico (tronco vs nao tronco), com a idade categorizada por
décadas e com a expressao IHQ da proteina mutada BRAF V600E. Para
todos os melanomas localizados no tronco, nenhuma mutacido BRAF V600E
foi detectada. Cinco (62,5%) das mutacdes ocorreram até os 50 anos de
idade. Nenhum outro parametro clinico, demografico ou histopatoldgico teve
associagao significativa. Mutagdes BRAF V600E foram mais frequentes no
fototipo Il (p=0,062). Embora 7 das 8 mutagdes tenham sido detectadas
entre as mulheres, ndo houve associagao significativa (p=0,067). Nao houve

associagao significativa com a expressao IHQ de PTEN.

Tabela 17 - Status da mutagcao BRAF V600E vs idade

BRAF V600E
Negativo Positivo p-valor
21-30 2 1 p=0,018
66,7% 33,3%
31-40 2 2
50,0% 50,0%
41-50 5 2
71,4% 28,6%
51-60 6 1
85,7% 14,3%
61-70 13 0
100,0% ,0%
71-80 7 0
100,0% ,0%
81-90 0 1
,0% 100,0%
91-100 0 1
,0% 100,0%
Total 35 8
81,4% 18,6%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Tabela 18 - Status da mutacdo BRAF V600E vs sitio anatdmico

BRAF V600E
Negativo Positivo p-valor

Nao-tronco 22 8 p=0,040

73,3% 26,7%
Tronco 13 0

100,0% ,0%
Total 35 8

81,4% 18,6%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

Tabela 19 - Status da mutagdo BRAF V600E vs expressao IHQ de BRAF
V600E

BRAF V600E
Negativo Positivo p-valor
NEGATIVO 27 3 p=0,032
90,0% 10,0%
POSITIVO FRACO 2 2
50,0% 50,0%
POSITIVO 4 1
MODERADO 80,0% 20,0%
POSITIVO FORTE 0 1
,0% 100,0%
Total 33 7
82,5% 17,5%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

4.6.5 Expressdo Imunoistoquimica de BRAF V600E

A expressédo IHQ da proteina BRAF VG600E (negativo, fraca,
moderado e forte expresséo) teve associagao significativa com o parametro
idade categorizado por até 50 anos e acima dos 50 anos (p=0,003) e com o
status mutacional BRAF V600E (p=0,032). Aproximadamente 76% entre os
negativos tinham idade superior a 50 anos e 60% entre os positivos tinham
até 50 anos de idade. Considerando categoricamente a expressdo de BRAF
V600E positivo ou negativo, mantém-se a associagdo inversa com idade
(p=0,006) e passa a haver associacdo com sexo (p=0,036), associagéo

inversa elastose agrupada (p=0,028) e tipo histologico (p=0,021).
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Apresentavam expressao IHQ de BRAF V600E aproximadamente 28% dos
melanomas do tipo extensivo superficial, 70% dos melanomas nodulares e
20% dos melanomas acrais.

Ao categorizar esta variavel em positiva e negativa, perde-se a
significancia estatistica para o status da mutacdo BRAF VG60O0E.
Comparando-se a expressao da proteina mutada BRAF V600E com o
exame padrdo estado da mutagdo genética ao RT-PCR observa-se de

sensibilidade de 57%, especificidade de 81,8% e acuracia de 77,5%.

Tabela 20 - Expressao de BRAF V600E vs idade

expressao de BRAF V600OE

NEGATIVO POSITIVO p-valor
Até 50 anos 15 18 p=0,001
45,5% 54,5%
Mais de 50 anos 48 12
80,0% 20,0%
Total 63 30
67,7% 32,3%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

Tabela 21 - Expressao de BRAF V600E vs elastose agrupada

expressao de BRAF V600E

NEGATIVO POSITIVO p-valor
0, 0+ 26 16 p=0,028
61,9% 38,1%
1-,1 8 8
50,0% 50,0%
1+, 2-, 2 10 3
76,9% 23,1%
2+, 3+, 3, 3+ 12 0
100,0% ,0%
Total 56 27
67,5% 32,5%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual



Tabela 22 - Expressao de BRAF V600E vs sexo

expressao de BRAF V600OE

NEGATIVO POSITIVO
Masculino 29 7
80,6% 19,4%
Feminino 34 23
59,6% 40,4%
Total 63 30
67,7% 32,3%

p-valor
p=0,029

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Tabela 23 - Expressao de BRAF V600E vs status da mutagcdo BRAF V600E

expressao de BRAF V600E

NEGATIVO POSITIVO
Negativo 27 6
81,8% 18,2%
Positivo 3 4
42,9% 57,1%
Total 30 10
75,0% 25,0%

p-valor
p=0,052

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

4.6.6 Expressdo imunoistoquimica de PTEN

A expressdo IHQ de PTEN (positivo ou negativo) teve associagédo

significativa apenas com sitio anatdbmico (p=0,043) categorizado como

cabeca e pescocgo (positividade em 58,3%), tronco (positividade em 83,9%) e

membros (positividade em 88,9%). Quando categorizada em negativo,

positivo fraco e positivo forte, a expressdao IHQ de PTEN teve associacao

direta com a presenga de microssatelitose.

Nao houve associacdo da expressdo IHQ de PTEN com o status

BRAF V600E. No entanto quando categorizada para negativo, positivo fraco

e positivo forte ha associagao significativa com a expressdo de BRAF V600E
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categorizada como negativo, positivo fraco e positivo forte. Em todos os
casos de forte imunoexpressdo de BRAF VG600E houve forte

imunoexpressao de PTEN (p=0,028).

4.6.7 Expressao imunoistoquimica de p53

A expressao IHQ nuclear de p53 teve associagao variavel com os
parametros clinicos e demograficos a depender da categorizagdo do
percentual area tumoral expressando a proteina.

Utilizando-se a categorizagdo de porcentagem de p53 em 2
categorias (até 10% da area tumoral ou acima de 10%) houve associagao
com o sitio anatdémico categorizado em face e pescog¢o, tronco, membros e
acral. A expressao de p53 acima de 50% cai de quase 50% dos casos de
melanomas de cabega e pescogo para 25% em tronco e quase 11% nos
membros. A expressao de p53 categorizada até 1% das células tumorais
cresce no sentido de apenas 8,3% dos casos em cabeca e pescogo para

26% em membros.

Tabela 24 - p53 vs sitio anatémico

porcentagem de p53

0-10% >10% p valor
Face e pescogo 1 10 p=0,017
9,1% 90,9%
Tronco 10 23
30,3% 69,7%
Membros 14 14
50% 50%
Acral 11 7
61,1% 38,9%
Total 36 54
40% 60%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher.
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Quase 92% dos melanomas na face e pescogo apresentaram mais de
10% da éarea tumoral positiva para p53. A infiltracdo linfocitica teve
associagao significativa (p=0,036) com um maior numero de casos
expressando p53 em até 10% da area tumoral ndo apresentando infiltragdo
linfocitica intratumoral. Da mesma forma o critério invasao vascular passa a
ter uma associacao significativa (p=0,045) com quase 60% dos melanomas

com expressao de p53 até 10% apresentando invasao vascular.

Tabela 25 - p53 vs infiltracao linfocitica intratumoral

porcentagem de p53

0-10% >10% p-valor
Ausente 11 7 p=0,036
61,1% 38,9%
Leve 13 25
34,2% 65,8%
Moderada 1 9
10,0% 90,0%
Intensa 2 1
66,7% 33,3%
Total 27 42
39,1% 60,9%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

Tabela 26 - p53 vs invasdo vascular

porcentagem de p53

0-10% >10% p-valor
Ausente 19 40 p=0,045
32,2% 67,8%
Presente 11 8
57,9% 42,1%
Total 30 48
38,5% 61,5%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Ao se analisar a porcentagem de p53 categorizada em expressao IHQ
até 30% e acima de 30% da éarea tumoral aparece uma associagao
significativa com a positividade de linfonodo sentinela (p=0,047) nos
pacientes sem doenga linfonodal clinica na admissao. Mais de 80% dos
melanomas cutaneos com expressao IHQ de p53 até 30% tiveram linfonodo

sentinela negativo.

Tabela 27 - p53 vs linfonodo sentinela

porcentagem de p53

0-30% >30% p-valor
linfonodo sentinela 33 8 p=0,047
negativo 80,5% 19,5%
linfonodo sentinela 10 8
positivo 55,6% 44,4%

Total 43 16

72,9% 27,1%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

Analisando-se  varios parametros clinicos, demograficos,
histopatolégicos e biomoleculares, utilizando a categorizagdo de
porcentagem de p53 em expressao IHQ até 1% e acima de 1% da area
tumoral, passaram a ter significancia como associagao inversa o fototipo da
pele (p=0,037), a invasao perineural (p=0,027), recidiva (p=0,009) e recidiva
sistémica (p=0,016). Aproximadamente 18,3% dos melanomas com
expressdo de p53 acima de 1% apresentaram algum tipo de recidiva
enquanto que 47,4% com imunoexpressao de p53 até 1% recidivaram.

Aproximadamente 37% dos melanomas com menos de 1% de expressao de
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p53 apresentaram metastases a distancia durante acompanhamento,
enquanto que apenas 12,9% dos melanomas com imunoexpressao acima de
1% apresentaram recidiva sistémica.

Todos os melanomas em pele fototipo | e mais de 80% dos
melanomas em pele fototipos Il e Il apresentavam expressédo IHQ de p53
acima de 1%. Pouco mais da metade dos melanomas em pele fototipo IV
apresentavam imunoexpressao de p53 acima de 1%. Dentre os melanomas
com imunoexpressao de p53 acima de 1%, 74,3% eram em pele fototipos | a

Tabela 28 - p53 vs fototipo

porcentagem de p53

0-1% ACIMA DE 1% p-valor
Fototipo | 0 2 p=0,037
,0% 100,0%
Fototipo Il 6 30
16,7% 83,3%
Fototipo Il 3 20
13,0% 87,0%
Fototipo IV 9 10
47,4% 52,6%
Fototipo V 1 8
11,1% 88,9%
Total 19 70
21,3% 78,7%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Tabela 29 - p53 vs invasao perineural

porcentagem de p53

ACIMA DE

0-1% 1% p-valor
Ausente 11 56 p=0,027

16,4% 83,6%
Presente 5 6

45,5% 54,5%
Total 16 62

20,5% 79,5%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

Tabela 30 - p53 vs recidiva sistémica

porcentagem de p53

ACIMA DE

0-1% 1% p-valor
Nao 12 61 p=0,016

16,4% 83,6%
Sim 7 9

43,8% 56,3%
Total 19 70

21,3% 78,7%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual

4.7 ANALISES DE SOBREVIDA

Aproximadamente 48% de todos os casos foram incluidos no estudo
antes do inicio do tratamento. A soma destes casos com aqueles incluidos
dentro do primeiro ano de tratamento corresponde a pouco mais de 77% da
casuistica.

A sobrevida global de todos os casos foi de 138 meses e a sobrevida
mediana nao foi atingida. Os fatores clinico-patolégicos que influenciaram

significativamente (teste de Log Rank p<0,05) a sobrevida em analise



95

univariada foram: ulceracdo clinicamente evidente na admissao,
macrossatelitose na admissdo, metastase em transito na admisséo,
metastase linfonodal na admisséao, linfonodo sentinela positivo (pacientes
clinicamente NO), ocorréncia de recidiva, ocorréncia de recidiva sistémica,
tipo histoldgico, indice de Breslow, nivel de Clark e ulceracdo ao exame
histopatolégico. Considerando apenas a ocorréncia de recidiva, a sobrevida
global para os que apresentaram recidiva foi de aproximadamente 57 meses
enquanto para os casos onde nao houve recidiva a sobrevida global foi de

aproximadamente 160 meses.
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Figura 15 - Sobrevida global - ocorréncia de recidiva (Log Rank p<0,001)
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Entre os parametros biomoleculares e imunoistoquimicos, status da
mutacdo BRAF V600E, expressao IHQ de BRAF V600E, expressao IHQ de
PTEN e porcentagem de expressdo IHQ de p53, estudados por analise
univariada, apenas a porcentagem de expressao IHQ de p53 categorizado
como até 1% e acima de 1% da éarea tumoral, alcangou a significancia
estatistica. A sobrevida global dos melanomas onde a expressdo de p53
ocupava até 1% da area tumoral foi de aproximadamente 67 meses
enquanto para os melanomas com area tumoral expressando acima de 1%
foi de aproximadamente 82 meses. Mais de 84% dos casos de melanomas
com imunoexpressao de p53 acima de 1% da area tumoral ocorreram em
pacientes que estavam vivos ao final do estudo enquanto que 42% dos
melanomas com expressdo IHQ de p53 abaixo de 1% ocorreram em
pacientes que vieram a 6bito (p=0,012). No entanto, a analise multivariada
da sobrevida global, considerando em conjunto os fatores indice de Breslow,
nivel de Clark, tipo histolégico e ulceragao, a expressao de p53 nao atingiu a

significancia estatistica como fator independente.
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A recidiva foi significativamente associada (p<0,05) com as variaveis
anatomopatoldgicas: tipo histolégico, nivel de Clark, indice de Breslow,
infiltracdo linfocitica peritumoral (associagdo inversa), invasao vascular,
invasao perineural, ulceragdo, porcentagem de expressdao IHQ de p53
categorizado para até 1% e acima de 1% da area tumoral. Entre os casos
que nao recidivaram, apenas 17,2% apresentavam area tumoral positiva
para p53 menor que 1% e mais da metade (52,6%) entre os que
apresentavam expressao menor que 1% apresentaram recidiva. A média de

sobrevida livre de recorréncia foi de 130 meses e a mediana néo foi atingida.
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A analise univariada da sobrevida livre de recorréncia para os fatores
tipo histolégico, nivel de Clark, indice de Breslow, infiltracdo linfocitica
peritumoral (associagao inversa), invasao vascular, invasdo perineural,
ulceracao e porcentagem de expressao IHQ de p53 categorizado para até
1% e acima de 1% da area tumoral revelou significancia estatistica (P<0,05).
Nao houve diferencga significativa na analise univariada de sobrevida livre de
recorréncia (kaplan-Meier) para os fatores status BRAF V600E, imuno
expressao de BRAF V600E e PTEN. A sobrevida livre de recorréncia para
melanomas com até 1% de area tumoral com expressao de p53 teve média
de aproximadamente 59 meses contra 79 meses para tumores com
expressao IHQ de p53 acima de 1%. Na analise multivariada, a porcentagem
de expressao IHQ de p53 (até 1% vs acima de 1%) manteve impacto
significativo como fator independente quando considerado os fatores nivel
de Clark, indice de Breslow e tipo histologico (p=0,012; Hazard risk = 0,311;

Intervalo de confianga: 0,126 a 0,77).
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48 COMPARACAO ENTRE AS POPULACOES - ENSAIOS
VALIDOS, INVALIDOS E NAO REALIZADOS (MUTACAO BRAF

V600E)

Das 156 amostras de melanoma cutaneo primario, em apenas 93
casos (59,6%) foi possivel a obtengcdo de bloco de parafina com material
suficiente para tentativa de extracdo de DNA para analises biomoleculares
por RT-PCR. Muitos blocos utilizados eram provenientes de outros
laboratérios (ao todo 27 laboratérios diferentes) em guarda do ICC apods

revisdo de exame anatomopatologico, rotina assistencial daquele hospital.
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Varios parametros clinicos, demograficos e histopatoldgicos foram
comparados entres as amostras assim classificadas: amostras validas (onde
foi possivel a extragdo de DNA, amplificagdo na metodologia RT-PCR em
plataforma aberta com kits Life Technologies ® e/ou COBAS 4800 ® com
validacao de resultados em positivos ou negativos); amostras invalidas (que
com uso de um e/ou outro kit apresentaram resultados invalidos) e as
amostras nao avaliadas (conforme Tabela 32).

Nao houve randomizagcdo na escolha das amostras para serem
avaliadas ou ndo, ou mesmo controle das variaveis pré-analiticas (qualidade
de Formol, tempo de formolizagao, laboratério proveniente, idade do bloco,
entre outros). Comparando-se as populagbes amostras validas, amostras
invalidas e amostras ndo avaliadas, houve diferenga significativa apenas
para os parametros “estado na ultima consulta” (vivo sem doencga, vivo com
doenga ou morte pelo melanoma), ulceragdo na histopatologia e
porcentagem de expressao IHQ de p53. Pouco mais da metade dos eventos
morte (54,5%) ocorreu entre as amostras validas. Da mesma forma, o maior
numero de melanomas ulcerados (42,9%) estava entre as amostras validas.
Em relagcédo a expressao IHQ de p53, mais da metade dos melanomas com

percentual abaixo ou igual a 1% estavam entre as amostras invalidas.
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Tabela 31 - Parametros comparados vs p-valor (Qui-quadrado ou Fisher)

Parametro p-valor
idade categorizada por décadas 0,613
idade categorizada maior ou menor 50 anos 0,713
Elastose 0,672
Fototipo 0,45

Sexo 0,502
procedéncia 0,294
nivel de instrugao 0,286
sitio anatémico 0,327
lesdo em area desnuda (sim ou ndo) 0,841

ulceragao na admissao 0,08

satelitose na admissdo (macrossatelitose) 0,218
metastase em transito na admissao 0,237
metastase linfonodal na admissao 0,832
metastase sistémica na admissao 0,668
linfonodo sentinela positivo 0,741

linfonodo positivo no esvaziamento 0,311

recidiva (sim ou n&o) 0,163
estado na dltima consulta (vivo sem ou com doencga, morto) 0,015
expressao IHQ de BRAF V600E 0,362
expressao IHQ de PTEN 0,26

expressao IHQ de p53 (0-1%; 2-10%, 11-30%,31-50%, >50%) 0,114
expressao IHQ de p53 (0-1%, >1%) 0,007
tipo histolégico 0,357
indice de Breslow 0,056
Clark 0,249
infiltragao linfocitica peritumoral 0,16

infiltracdo linfocitica intratumoral 0,707
invasao vascular 0,201

invasao perineural 0,342
fendémeno de regressao 0,62

Microssatelitose 0,697
ulceracéo na histopatologia 0,031
presencga de lesdes associadas 0,273
estadio T 0,069
estadio N 0,176
estadio M 0,169

valores de p de acordo com testes de qui-quadrado ou teste exato de Fisher
Ensaios: Validos Vs Invalidos Vs Nao Realizdos
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Amostras
nao
valido invalido realizado Total p-valor
0-1% 3 11 5 19 p=0,007
15,8% 57,9% 26,3% 100,0%
ACIMA DE 1% 36 30 5 71
50,7% 42,3% 7.0% 100,0%
39 41 10 90
Total 43,3% 45,6% 1,1%  100,0%
p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
Tabela 33 - Amostras vs ulceragao na histopatologia
Amostras
vélido invéalido nao realizado Total p-valor
Ausente 14 27 24 65 p-=0,031
21,5% 41,6% 36,9% 100,0%
Presente 24 14 18 56
42,9% 25,0% 32,1% 100,0%
38 41 42 121
Total 31,4% 33,9% 34,7% 100,0%
p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
Tabela 34 - Amostras vs estado na ultima consulta
Amostras
nao
valido invalido realizado Total p-valor
Vivo sem doenga 27 41 53 121 p=0,015
22,3% 33,9% 43,8% 100,0%
Vivo com doenga 4 2 5 11
36,4% 18,2% 45,5% 100,0%
Morte por melanoma 12 7 3 22
54,5% 31,8% 13,6% 100,0%
Total 43 50 61 154
27,9% 32,5% 39,6% 100,0%

p<0,05, teste qui-quadrado ou exato de Fisher
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Nenhuma associagao significativa foi observada analisando-se o
status da mutacdo de BRAF V600E com estes trés pardmetros que foram
significantes na analise das amostras validas, invalidas e nao avaliadas.
Analisando-se as amostras separadamente para os mesmos trés critérios,
observa-se na comparacdo amostras validas versus invalidas uma diferenca
significativa nos parametros expressdo de p53 (p=0,038) com um maior
numero de casos de expressdo p53 menor ou igual a 1% nas amostras
invalidas (78,6% dos casos expressdo até 1%) e diferenca significativa
também na variavel ulceracédo (p=0,01) com 63,2% dos melanomas

ulcerados presentes entre os testes validados (negativos e positivos).

49 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS VALIDADAS NA

PESQUISA DA MUTACAO BRAF V600E

Entre os 8 pacientes (8 casos de melanoma em 8 pacientes distintos)
com melanoma com mutagdo BRAF V600E detectada, 7 eram do sexo
feminino, 7 apresentavam fototipo | a Ill ( 50% fototipo Ill) e apenas 1
paciente foi classificado como fototipo IV de acordo com o proposto por
FITZPATRICK (1988). Destes, 87,5% dos casos estavam localizados em
membros inferiores, quatro nas pernas, dois na regido plantar, um na regiao
subungueal do pé e apenas um na face. Apenas dois casos localizavam-se
em area desnuda para vestimenta de uso diario. Na admissdo, um
apresentava metastase linfonodal clinica, um apresentava metastase em

transito e nenhum apresentava metastases a distancia (informagao presente
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em sete casos). Em seis pacientes o linfonodo sentinela foi avaliado sendo
em 2 casos, positivos (33,3%). No paciente com metastase linfonodal
clinicamente detectada o estudo anatomopatolégico apds esvaziamento
radical confirmou metastase linfonodal somando 37,5% de acometimento
linfonodal entre os melanomas com mutacdo BRAF V600E detectada. Ao
final do estudo dois casos foram a 6bito pelo melanoma (25%). Nenhuma
mutacdo NRAS Q61L (4 resultados validos, dois ensaios nao realizados e
dois ensaios invalidados) bem como nenhuma mutagdo de KIT V559A (4
resultados validos, dois ensaios nao realizados e dois ensaios invalidados)
foi detectada entre os casos BRAF V600E positivos.

De acordo com o anatomopatoldgico original (revisdo antes do
tratamento) entre os oito casos de melanomas mutados BRAF VG600E (em
sete havia a informacéo), trés eram do tipo extensivo superficial, trés eram
do tipo acral lentiginoso € um nodular. Em um caso nao havia referéncia ao
tipo de melanoma no laudo. Todos se apresentavam em fase de crescimento
vertical (todos invasivos), Clark IIl e IV em todos (Clark IV em 75%), Breslow
variando entre 0,9 a 12mm (média 4,6mm, 50% acima de 4mm). Todos
exceto dois casos apresentavam mitoses no componente invasivo. Invasao
angiolinfatica e perineural estavam presentes em 50% e 25% dos casos,
respectivamente. Nenhum fendbmeno de regressao foi descrito. Ulceragao
estava presente em 75% e microssatelitose em 25% dos casos. Nenhuma
lesdo associada (nevo) havia nos 5 casos onde havia a informacéo.

Entre os mutados para BRAF V600E a expressdo IHQ de BRAF

V600E foi negativa (ndo coincidente) em 3, indeterminada em 1 caso, e
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positiva (coincidente) em 4 casos de melanoma (50%). A expressao IHQ de
PTEN foi positiva nos 6 casos (75%), indeterminada em 1 caso e negativa
em apenas 1 caso. A expressao nuclear de p53 estava presente em 6 casos
(75%) e todos exceto um caso (87,5%) apresentavam até 50% de expressao
IHQ de p53. Na avaliagdo da elastose 75% dos casos apresentavam
nenhuma ou discreta elastose solar.

Entre as 35 amostras sem deteccdo de mutacao de BRAF, 10 casos
(28,6%) ocorreram em pacientes fototipo IV e V e 71,4% eram fototipos | a
lll, sendo mais da metade fototipo |l. Dezessete casos eram do sexo
masculino (48,5%), 74,3% tinham mais de 50 anos de idade, 37,1% dos
casos eram localizados em tronco, 14,3% na cabecga e pescoco, 25,7% em
pele glabra e subungueais. Pouco mais de 30% dos casos se localizava em
area desnuda. Aproximadamente 14,3% destes casos apresentavam
metastase linfonodal clinicamente significativa na admisséo e 29,2% dos
linfonodos sentinelas eram positivos entre os 25 casos nos quais foram
realizados. Nenhuma metastase sistémica foi detectada na admisséo entre
estes casos. Durante a evolugcdo, um caso apresentou recidiva local, trés
casos apresentaram metastase em transito, 8,6% dos casos apresentaram
recidiva na base linfonodal e em 25,7%, recidiva sistémica.

De acordo com o anatomopatoldgico entre os 35 casos de melanoma
nao mutados para BRAF V600E, havia informacéao de tipo histolégico em 31
casos, sendo 14 eram do tipo extensivo superficial (45,2%), seis (19,4%)
eram do tipo acral lentiginoso e 6 (19,4%) do tipo nodular. Nivel de Clark

variou de | a V, sendo IV e V em 65,6% (21 de 32 casos onde havia a
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informagao). Havia a informagdo de Breslow em 29 casos e destes 44,8%
eram iguais ou superiores a 4mm de espessura tumoral maxima. Invasao
angiolinfatica e perineural estavam presentes em 21,9% (7 de 32 casos
informados) e 129% (4 de 31 casos informados) dos casos
respectivamente. Fendbmeno de regressdo ocorreu em 4 de 31 casos
descritos. Ulceragado estava presente em 60% dos 30 casos onde havia a
informacgdo. Apenas uma lesdo associada (nevo) foi descrita nos 23 casos
onde havia a informacéo.

Nenhuma mutacdo de NRAS Q61L (18 resultados validos, 16 ensaios
nao realizados e 1 ensaio invalidado) e nenhuma mutacao de KIT V559A (10
resultados validos, 13 ensaios nao realizados e 12 ensaios invalidados) foi

detectada entre os casos BRAF V600E negativos.
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Tabela 35 - Caracteristicas clinicas, demograficas e histopatologicas

Melanomas com mutacdo BRAF V600E

Idade (por décadas)

Frequéncia porcentagem
21-30 1 12,5
31-40 2 25,0
41-50 2 25,0
51-60 1 12,5
81-90 1 12,5
91-100 1 12,5
Total 8 100,0

Idade (menor ou igual a 50 anos e maior de 50 anos)

Frequéncia porcentagem
Até 50 anos 5 62,5
Mais de 50 anos 3 37,5
Total 8 100,0

Elastose (de acordo com LANDI e colaboradores)

Frequéncia porcentagem
0 5 62,5
0+ 1 12,5
2+ 1 12,5
3,00 1 12,5
Total 8 100,0
Fototipo

Frequéncia porcentagem
Fototipo | 1 12,5
Fototipo I 2 25,0
Fototipo IlI 4 50,0
Fototipo IV 1 12,5
Total 8 100,0
SEexo

Frequéncia porcentagem
Masculino 1 12,5
Feminino 7 87,5
Total 8 100,0




Cont/ Tabela 35

Melanomas com mutacido BRAF V600E

Sitio anatémico

Frequéncia Percentagem
Face e pescogo 1 12,5
Membros 7 87,5
Total 8 100,0
Melanoma em area.desnuda

Frequéncia porcentagem
Nao 6 75,0
Sim 2 25,0
Total 8 100,0
Ulceragao clinicamente evidente na admisséo

Frequéncia porcentagem
Sim 3 100,0
Nao informado 4
Total 7
Satelitose clinica na admisséo

Frequéncia porcentagem
Nao 7 100,0
Sem informacéao 1
Metastase em transito na admisséo

Frequéncia porcentagem
Nao 6 85,7
Sim 1 14,3
Total 7 100,0
Metastase linfonodal na admissao

Frequéncia porcentagem
Nao 6 85,7
Sim 1 14,3
Total 7 100,0
Metastase sistémica na admissao

Frequéncia porcentagem
Nao 7 100,0

Sem informacgao

1
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Melanomas com mutacido BRAF V600E

Mutacdo NRAS Q61L

Frequéncia porcentagem
Negativo 4 50,0
Invalido 2 25,0
N&o avaliado 2 25,0
Total 8 100,0
Mutagao KIT V559A

Frequéncia porcentagem
Negativo 4 50,0
Invalido 2 25,0
N&o avaliado 2 25,0
Total 8 100,0
Expressdo IHQ de BRAF V600E (intensidade)

Frequéncia porcentagem
Negativo 3 42,9
Positivo fraco 2 28,5
Positivo moderado 1 14,3
Positivo forte 1 14,3
Total 7 100,0
Expressao IHQ de BRAF V600E (intensidade)

Frequéncia porcentagem
Negativo 3 42,9
Positivo 4 571
Total 7 100,0
Expressao IHQ de PTEN

Frequéncia porcentagem
Negativo 1 14,3
Positivo 6 85,7
Total 7 100,0
Porcentagem de expressao IHQ de p53

Frequéncia porcentagem
0-1% 2 25,0
Acima de 1% 6 75,0
Total 8 100,0




Cont/ Tabela 35

Melanomas com mutagdo BRAF V600E

Tipo histologico

Frequéncia porcentagem
Acral/Acral Lentiginoso 3 37,5
E.Superficial 3 37,5
Nodular 1 12,5
Nao Classificavel 1 12,5
Total 8 100,0
Clark

Frequéncia porcentagem
i 2 25,0
v 6 75,0
Total 8 100,0
Breslow(mm)

Frequéncia porcentagem
Até 1 1 12,5
Entre 1-2 1 12,5
Entre 2-3 2 25,0
Mais de 4 4 50,0
Total 8 100,0
Invasao vascular

Frequéncia porcentagem
Ausente 4 50,0
Presente 4 50,0
Total 8 100,0
Invasao perineural

Frequéncia porcentagem
Ausente 6 75,0
Presente 2 25,0
Total 8 100,0
Fenbmeno de regressao

Frequéncia porcentagem
Ausente 6 75,0
Presente 2 25,0
Total 8 100,0
Ulceracao (histopatoldgico)

Frequéncia porcentagem
Ausente 2 25,0
Presente 6 75,0
Total 8 100,0

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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4.10 AVALIACAO DA CASUISTICA CONSIDERANDO APENAS OS

MELANOMAS INVASIVOS

Foram cento e trinta e sete casos de melanomas cutaneos primarios
invasivos o que corrsponde a 87,7% de toda a amostra.

A idade variou de 17 a 96 anos com média de 55,3 anos e mediana
de 56,5 anos. O sexo feminino predominou com 65% dos casos e 67% dos
pacientes tinham apenas até o primeiro grau completo. O fototipo |l
correspondeu a 38,2% dos casos, mas 27,9% dos casos eram fototipo IV e
V. O sitio anatdbmico mais acometido foi o tronco em 36,5% dos casos
seguido de membros em 32,1%, pele glabra (subungueal, palnta e palma)
em 19,7% e cabega e pescogco em 11,7%, sendo que areas desnudas
estavam acometidas em 31,4%. Nos casos em que a informacdo estava
presente (auséncia de bidpsia excisional prévia e relato no prontuario) na
primeira consulta, ulceragao clinicamente evidente ocorreu em 75,8% dos
casos, macrossatelitose em 6,3%, metastases em transito em 3,8%,
metastase linfonodal clinica em 14,2% e metastases sistémicas em 1,5%.

A pesquisa de linfonodo sentinela foi realizada em 68,1% dos casos e
esvaziamento radical da base linfonodal foi realizada de principio em 12,6%
dos casos (alguns que apresentavam doenga metastatica sistémica nao
foram submetidos a esvaziamento linfonodal). A taxa de linfonodos
sentinelas positivos entre os que foram submetidos a pesquisa
intraoperatoria foi de 28,3% e o esvaziamento complementar da base

linfonodal revelou presenga de linfonodos nao-sentinela positivos em 24%
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dos casos. Radioterapia adjuvante foi incluida no tratamento em 14,3% e
nenhum paciente foi submetido a quimioterapia adjuvante. Apenas 2,3% dos
casos recebeu interferon adjuvante. Recidivas, local, metastase em transito,
linfonodal e sistémica ocorreram em 1,5%, 5,9%, 4,4% e 16,3%
respectivamente.

O subtipo histologico extensivo superficial predominou com 52,5%
dos casos, nodular em 17,2% e acral em 15,6%. Clark IV e V
corresponderam a 56,2% dos casos e o Breslow variou de 0,1mm a 90mm
(mais de 4mm em 33,1% dos casos) com média de 5,6mm e mediana de
2,2mm. Invasdo vascular e perineural estavam presentes em 19% e 10,4%
respectivamente. Ulceracdo estava presente em 50% dos casos e
microssatelitose em 9,7%.

Do ponto de vista biomolecular, a mutacdo BRAF V600E foi detectada
em apenas oito casos o que correspondeu a 19,5% dos ensaios validos
(29,9% de ensaios validos, invalidos 31,4% e nao realizado em 38,7%).
Nenhuma mutacdo NRAS Q61L foi detectada (negativos em 82% e invalidos
em 18%) e nenhuma mutacao KIT V559A foi detectada (66% das amostras
foram invalidas). A expressao IHQ da proteina mutada BRAF V600E foi
negativa em 66,3% dos casos, mas positiva moderada a forte intensidade
em apenas 10,4% dos casos. Apenas 15,9% dos casos nao expressaram
PTEN que foi positivo forte em 65,9% dos casos. Imunoexpressao de p53
acima de 10% da area tumoral aconteceu em 59,5% dos casos e estava

presente (acima de 1%) em 78,6% dos casos.



113

A idade (categorizada e décadas) teve associacdo inversa
significativa com nivel de instrucdo (p=0,009), com o status BRAF V600E
(p=0,027) e imunoexpressao de BRAF V600E (p=0,016). Metastases em
transito ocorreram mais frequentemente entre a 52 e 72 décadas (p=0,044).
Linfonodo sentinela positivo ocorreu mais frequentemente entre homens
(43% vs 20,9%; p=0,026). Entre as mulheres, o sitio anatdbmico membros foi
acometido em 40,4% enquanto nos homens em 16,7% e o sitio cabecga e
pescoco estava acometido entre as mulheres em 9% e entre homens em
16,7% (p=0,007). O fototipo teve associagcdo com o status BRAF V600E
(p=0,039) com 87,5% dos casos mutados entre fototipos | a Ill e nenhum
caso mutado entre fofotipos V. Da mesma forma, entre os casos que nao
expressavam p53 (p53 até 1%) 44,4% eram fototipos | a Il (p=0,013).
Nenhum sitio tronco apresentou mutacdo BRAF V600E e considerando os
sitios anatdbmicos tronco vs nao tronco, houve associagao significativa com
esta mutagcdo (p-0,045). Nenhuma associacédo significativa foi observada
entre a mutagao BRAF V600E com a expressao IHQ de PTEN. A expresséao
IHQ de p53 acima de 10% da area tumoral estava presente em 88,8% dos
casos no sitio cabega e pescogo, 70% no sitio tronco e 38,8% entre os
subungueais, palmares e plantares (p=0,038) e a recidiva ocorreu em 38,2%
dos casos com expressdao IHQ de p53 até 10% contra 18% dos que
apresentavam expressao IHQ acima de 10% da area tumoral (p=0,038).

A expressao IHQ de p53 (considerando o parametro até 1% negativo
e acima de 1%) teve associagcédo inversa com a ocorréncia de recidiva

(p=0,017), recidiva sistémica (p=0,017) e invasao perineural (p=0,044) sendo
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que 75% dos casos com mutacdo BRAF V600E expressavam p53 acima de
1% (p=0,043).

A sobrevida global média foi de 134 meses e a sobrevida global
mediana néo foi atingida. Na analise univariada, os fatores com significativo
impacto foram: ocorréncia de recidiva (p<0,001), metastases em transito na
admissao (p<0,001), metastase linfonodal clinica na admissao (p<0,001),
linfonodo sentinela positivo (p=0,007), subtipo histolégico (p=0,013), nivel de
Clark (p=0,003), indice de Breslow (p<0,001), ulceragdo na histologia
(p=0,003) e expressao IHQ de p53 categorizado como até 1% da area
tumoral ou acima de 1% (p=0,006).

A sobrevida livre de recorréncia média foi de 124 meses e a mediana
nao foi atingida. Na analise univariada, os fatores com significativo impacto
foram: macrossatelitose na admissao (p<0,001), metastases em transito na
admissao (p<0,001), metastase linfonodal clinica na admissao (p<0,001),
linfonodo sentinela positivo (p=0,002), subtipo histolégico (p=0,008), nivel de
Clark (p<0,001), indice de Breslow (p<0,001), ulceragdo na histologia
(p<0,001), expresséo IHQ de p53 categorizado como até 10% da area
tumoral ou acima de 10% (p=0,038) e expressédo IHQ de p53 categorizado
como até 1% da area tumoral ou acima de 1% (p=0,001).

A imunoexpressdo de p53 (categorizado como até 1% da érea
tumoral ou acima de 1%) manteve-se como fator significativo (p=0,006) na
analise multivarada quando considerado os fatores subtipo histoldgico, nivel
de Clark, espessura de Breslow e ulceragdo na histopatologia para a

sobrevida livre de recorréncia, mas nao para a sobrevida global.
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5 DISCUSSAO

Na presente tese, foi demonstrado na populagdo estudada de
pacientes portadores de melanomas cutaneos tratados no hospital Haroldo
Juagcaba, em comparagdo com as coortes de melanomas cutaneos entre
caucasianos, uma maior heterogeneidade de fototipos e elevada prevaléncia
de elastose solar (possivelmente relacionada a padrao de exposi¢cao solar
nao intermitente). Adicionalmente, a prevaléncia da mutacdo BRAF V600E
foi baixa quando comparada com a da populagdo caucasiana, mas
semelhante a de algumas populagdes ndao caucasianas. Da mesma forma,
comparando-se a literatura, demonstrou-se diferengas clinico-patolégicas no
padrdao de melanomas mutados BRAF VG600E, infrequente perda da
expressao IHQ de PTEN e frequente expressao IHQ de p53, este ainda com
impacto protetor na sobrevida.

Historicamente a avaliagdo de fototipo tem sido determinada por
investigadores e clinicos de acordo com a avaliagéo de eritema induzido por
UVR bem como a capacidade de bronzeamento. Classicamente a
metodologia de FITZPATRICK (1988) tem sida utilizada e comparada a
outras metodologias. Caracterizada e criticada pela subjetividade na
avaliacdo, especialmente por se tratar de uma avaliagdo pessoal do
individuo quanto a sua capacidade de bronzeamento e ao mesmo tempo da
sua susceptibilidade a queimaduras solares, € ainda uma metodologia

barata, simples, aplicada durante a anamnese e que avalia as duas
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condigdes da cor da pele, a constitutiva e a facultativa, em areas expostas
ao sol e portanto apreciando a dindmica da melanogénese individual em
resposta exposicao solar.

A busca por um método mais objetivo de avaliagao de fototipo com a
avaliacdo apenas da cor da pele constitucional levou PERSHING et al.
(2008) a desenvolver um método com uso do espectrofotbmetro de
reflectancia e afericdo na area volar do braco, apds a busca e comparagao
de diversas areas de expostas e ndao expostas ao sol. Embora tenha descrito
que a cor constitutiva da pele sofre pouca variagao sazonal, ha que se
preocupar de como seria essa variagdo mesmo na area sugerida para
avaliagao por espectrofotometria de reflectancia em paises e regiées em que
quase nenhuma diferencga existe na irradiacao solar durante as estagdes do
ano, como no nordeste brasileiro. Além disso o efeito sazonal na estimativa
de densidade de melanina por reflectincia da pele medida por
espectrofotometria na face interna superior do brago (area classicamente
utilizada para avaliagdo da cor constitutiva da pele) foi confirmada, como
apresentando diferenga significativa entre o verdo e o inverno (VAN DER
MEI et al. 2002). Portanto, para esta metodologia, uma validagdo da
estimativa de densidade de melanina deveria ser realizada também em
regides onde a média de UVR é constantemente elevada como no nordeste
brasileiro.

Embora haja uma busca por uma avaliagdo quantitativa, mais objetiva
e mais precisa do fototipo da pele, utilizando-se instrumentacao

tecnologicamente avangada e até modelos matematicos vetoriais, deve-se
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considerar que a cor da pele € dada por pigmentagdo constitutiva e
pigmentagao facultativa ou induzida. Desta forma a dificuldade de avaliagéo
da prépria pigmentagao constitutiva aconteceria em areas geograficas como
o Nordeste brasileiro onde mesmo areas corporais como superficie medial
do braco poderiam sofrer com a acao da UVR, caracteristicamente constante
e elevada, demonstrando muito mais uma mistura de cor constitutiva e cor
facultativa do que propriamente apenas a cor constitutiva pura, levando
assim a erros de classificagao. Além do mais, mesmo em modelos vetoriais
como o modelo de angulo tipolégico individual proposto por CHARDON
(1991), as categorias de pele sao definidas ndo por numeros bem definidos,
mas por faixas de angulos adjacentes.

Desta forma, mesmo com a dificuldade inerente a constante e
elevada irradiacao solar, a classificacdo de Fitzpatrick ndo perde o seu valor,
uma vez que na descricdo da resposta individual da pele a UVR, pode-se
avaliar o fototipo, obviamente aceitando que alguma superposi¢ao de grupos
podera haver, especialmente nos grupos | e Il e nos grupos Il e IV.

Como um pais onde quase todo territério situa-se na zona tropical e
subtropical, a média de UVi é muito elevada em todo territério brasileiro.
Embora nas regides Sul e Sudeste do Brasil ainda haja uma variagéao
sazonal de UVi, o norte-nordeste brasileiro segundo CORREA (2015) se
caracteriza por uma constante e elevada UVi ficando claro que o padrao de
irradiagao solar diverge em muito do padrao de exposigao europeu e norte
americano. Importante considerar que a elevada intensidade de UVR ja

acontece no nordeste antes da 9 horas da manha e nao préximo ao meio
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dia. Portanto, durante quase toda a jornada de trabalho o nordestino esta
exposto a niveis elevados de UVR, sobretudo os trabalhadores externos
(outdoors). Ha uma provavel variabilidade de alteragdes no DNA causadas
pela UVR para as diversas regides do globo, podendo até variar de acordo
com a latitude como ficou sugerido no trabalho de SCHUCH et al. (2012)
quando demonstraram quantidades diferentes de diferentes fotoprodutos de
DNA criados a partir da interacdo do DNA com UVB, confirmando a
impressao de muitos epidemiologistas que atribuem a variagao de incidéncia
do melanoma cutaneo ndo s6 as caracteristicas dos hospedeiros, mas
também a intensidade de radiacdo ultravioleta nas diferentes latitudes
geograficas (LENS e DAWES 2004). Na mesma diregao OSSIO et al. (2017)
destacam o melanoma cutaneo como o exemplo de neoplasia maligna com
diferencas marcantes na apresentagao, incidéncia e mortalidade quando
estratificado por paises, etnia e status socioeconémico.

E facil entender portanto que variacdes raciais, de fototipo de pele e
de exposicao solar podem influenciar os mecanismos moleculares de
melanogénese de uma determinada populagéo.

O Brasil € um pais de dimensdes continentais com vasto territério
entre a linha do Equador e o tréopico de Capricérnio. O nordeste brasileiro,
especialmente a faixa litorAnea dos estados mais setentrionais como o
Cear4, encontra-se proximo a linha do Equador sendo uma das regides de
maior indice de exposicao solar do pais.

Caracterizada por grande miscigenacdo de racas e pluralidade de

fototipos de pele, a populagdo brasileira difere muito das populagdes
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estudadas em coortes da maioria dos estudos de perfil de mutagdes no
melanoma. E ainda, por ser um pais predominantemente tropical, esta
populacao sofre intensa exposi¢do solar, notadamente na regido Nordeste
sem a intermiténcia sazonal, também caracteristica da maioria das coortes
estudadas. O estudo de MENDES et al. (2010) enfatiza que a descendéncia
européia no Nordeste € quase que na sua totalidade formada por ibéricos,
especialmente portugueses. Justifica a maior mortalidade para melanoma
nas regides Sul e Sudeste pelo predominio da ascendéncia européia branca
bem como pela maior concentracdo de descendentes da europa central e
leste europeu que apresentam cor da pele mais clara quando comparados a
ibéricos. No entanto, os numeros dos registros de 6bitos no Brasil podem
esconder uma subnotificagdo de mortes por melanoma nas regides menos
desenvolvidas como no nordeste brasileiro, fato registrado pelo autor do
trabalho como um dos fatores limitantes na analise dos resultados.

PENA et al. (2011) deixam claro num estudo genémico brasileiro que
a informagao por autodeclaragdo da cor da pele (utilizado pelo IBGE) é
inadequado como referencial de etnia ou ascendéncia, uma vez que
individuos autodeclarados pardos na regido Norte tinham em média 68,6%
de ancestralidade europeia, enquanto na regiao Sul tinham em média 44,4%
de ascendéncia africana.

Deve-se considerar que a maci¢ca maioria dos trabalhos realizados,
tanto clinicos quanto genbmicos, ndo contemplam as populagdes nao
européias ou de descendéncia européia como enfatizaram SCHMERLING et

al. (2011) bem como OSSIO et al. (2017). Estes ultimos ainda afirmaram que
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o foco do estudo do melanoma deveria ser nas diferencas culturais e
ancestrais nos diversos paises e ndo nas similaridades. De acordo com
VAZQUEZ et al. (2015), no ano 2001 o melanoma cutaneo foi o primeiro
tumor maligno a ser estadiado utilizando-se um sistema baseado em
evidéncia, com uma base de dados de mais de 17.000 casos, nenhum deles
provenientes da América Latina e tampouco do Brasil. Outra comprovagao
da deficiéncia de estudos de nossa populacdo € uma metanalise de estudos
de prevaléncia em melanomas primarios de mutagcdo dos genes BRAF e
NRAS (LEE et al. 2011) que incluiu 36 estudos de BRAF e 31 estudos de
NRAS, nenhum deles em populagdes latinoamericanas. No projeto “The
Cancer Genoma Atlas Network” a etnia caucasiana representava 96% dos
casos, havendo em toda coorte de 333 melanomas em 331 pacientes
apenas 4 latinos, 1 negro e 6 asiaticos (Cancer Genome Atlas Network
2015).

As frequéncias de mutagdes e a relagcdo com alguns parametros
histopatolégicos na Europa e EUA demonstram a biologia do melanoma
cutaneo para uma populagao caucasiana e com claro padrdo de exposi¢cao
solar intermitente. No caso de coortes de estudos australianos, embora
padrdo de exposicao solar mais parecido com o da populagdo brasileira
(especialmente da regido Sudeste), também predomina de modo quase
homogéneo a raga branca e os fototipos baixos. Além disso, € pobre a
literatura médica no que diz respeito ao estudo das mutacdes BRAF, NRAS

e KIT e suas possiveis relagdes com fototipos da pele.
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A populagdo estudada de casos de melanoma cutaneos tratados no
Hospital Haroldo Juacaba representa bem a populacdo proveniente do
Estado do Ceara, visto que pelo menos 49 municipios foram representados.
Ainda ha que se considerar que na maioria das vezes € Fortaleza o
municipio apontado como procedéncia, muitas vezes no intuito de facilitar o
acesso ao tratamento pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Segundo nosso
conhecimento, este € o primeiro estudo a investigar o perfil molecular do
melanoma cutaneo numa populacado do Nordeste brasileiro.

Durante o projeto deste estudo ja se ressaltava a importancia da
determinacao do perfil biomolecular dos melanomas cutaneos atendidos no
Hospital Haroldo Juacaba, sobretudo a pesquisa da prevaléncia da mutagao
de BRAF como instrumento farmocoecondmico para a previsdo de
tratamento por terapia alvo em pacientes que apresentardo doenca
metastatica, dada a elevada frequéncia de doenga avangada ja na consulta
inicial. De fato durante este estudo, trabalhos consolidaram ainda mais os
novos tratamentos por terapia alvo da doenga metastatica e o recente
trabalho de LONG et al. (2017) comecga a apontar para a importancia do
reconhecimento biomolecular da mutacdo BRAF VG600E do melanoma
cutaneo também no cenario adjuvante.

Nao diferente dos dados da literatura mundial, na populagcao estudada
os homens apresentavam diagndsticos mais tardios (estadios avangados)
quando comparados as mulheres (embora sem diferenga estatistica)
considerando ulceracdo, Breslow, linfonodos clinicamente positivos e

linfonodos sentinelas positivos. Possivelmente fato explicado em parte pela
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observacdo de BLUM et al. (2007) que embora a maioria dos pacientes
detectem por si a doenga (autoexame), os homens com mais frequéncia sédo
alertados por terceiros.

Na nossa casuistica um dado que chamou a atencao foi ndo haver
diferenca significativa quando comparamos fatores progndsticos
reconhecidos do melanoma primario como espessura de Breslow e
ulceracdo por nivel de instrucdo do paciente. A falta de uma esperada
diferenca entre os niveis de instrugcdo do paciente e a precocidade do
diagndstico esta de acordo com a observagao de BLUM et al. (2007) na qual
26% dos pacientes brasileiros no seu estudo simplesmente desconheciam a
importancia do diagnostico precoce para a cura. O desconhecimento sobre a
importancia do diagndstico é ainda mais preocupante quando observamos
que os dados do trabalho de BLUM et al. (2007) provém de uma pequena
série de pacientes brasileiros com uma média de espessura de Breslow de
apenas 0,5mm, bem inferior a média de nossa populacdo estudada,
atendidos num centro de referéncia de tratamento oncolégico (A.C.Camargo
Cancer Center em Sao Paulo-SP) e numa cidade com um elevado indice de
desenvolvimento humano, bem superior a maioria das regides menos
favorecidas do pais e onde ha grande densidade de médicos especialistas.
Infelizmente ndo foi informado o nivel socioecondmico da populagao
estudada no trabalho de BLUM et al. (2007), mas muito provavelmente estes
dados néo refletem a nossa realidade no nordeste brasileiro e no Ceara.

O tipo de exposicao solar também pode levar a alteracbes

histopatolégicas adjacentes ao melanoma primario, notadamente a elastose
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solar. Embora por alguns considerada marcador de dano solar crénico ou
cumulativo, por outros como uma medida de tolerdncia a exposi¢cao solar
(BAUER et al. 2011) e até como ser um marcador de acumulo de exposigao
solar independente da periodicidade (KVASKOFF et al. 2015), é reconhecido
na literatura mundial que a elastose solar acontece muito mais
frequentemente em idosos e na regido da cabega e pescogo. Um dos
maiores estudos de elastose solar e melanoma utilizou-se do material de um
estudo multi-institucional — estudo GEM (Genes, Environment and
Melanoma; BEGG et al. 2006) retirados de individuos provenientes da
Australia, Canada, Italia e EUA. Neste estudo, 88% das amostras eram
provenientes de pele clara ou muito clara e ficou evidente que o dano solar
teve os mais elevados escores nas amostras australianas, refletindo que
embora populagcbes semelhantes (europeus e descendéncia européia), o
tipo de irradiagao solar sofrida pelos australianos é diferente das demais
populacdes estudadas. Possivelmente o elevado percentual de peles muito
claras tenha limitado a capacidade do estudo em demonstrar a associagao
entre a habilidade de bronzeamento e a elastose solar.

A Australia tem seu territério praticamente dividido ao meio pela linha
do Trépico de Capricérnio e se encontra quase todo entre os paralelos sul 20
e 40 enquanto que o nordeste brasileiro quase todo situa-se acima do
paralelo sul 15, o Ceara quase todo acima do paralelo sul 5. Entre as
populacdes caucasianas mais estudadas, € a populagdo australiana que

esta submetida a UVR que mais se assemelha a populacao brasileira.
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A populagdo do nordeste brasileiro apresenta um grau de
miscigenacgao entre descendentes de europeus, indigenas e africanos bem
diferente da populacdo australiana. Na nossa casuistica, elastose foi
observada em quase 70% dos casos e em quase um terco dos casos a
elastose era de moderada a severa. A elastose, a exemplo da literatura, teve
associagao significativa com a idade mais avangada, o sitio anatdémico face
e pescogo (50% destes apresentavam elastose maior ou igual a 2+ de
acordo com os critérios de LANDI et al. (2006) e tumor primario em area
desnuda.

Embora sem nenhum dado de fototipo e caracteristicas fenotipicas
(fato lamentado em seu estudo pelos autores), BAUER et al. (2011)
considerando semelhantes as populagcdes estudadas norteamericana e
australiana, exceto no tipo de exposi¢cao solar, atribuem uma menor
prevaléncia de mutacdo de BRAF da populagédo australiana (39%) quando
comparada a norteamericana (50,5%) ao aumento da elastose solar
concluindo haver uma diminuicdo progressiva da prevaléncia desta mutagao
a medida que aumentava o indice de elastose solar em ambas coortes. Na
nossa casuistica, embora ndo tenha sido atingida a significancia estatistica,
muito provavelmente pelo baixo niumero de casos com deteccdo da mutagao
BRAF V600E, 75% dos casos BRAF V600E apresentavam auséncia de
elastose ou elastose insignificante (critérios 0 e 0+ de LANDI et al. 2006)
coincidindo com dados da literatura. No trabalho utilizando amostras de
brasileiros (ESTROZI et al. 2014), por terem os autores concentrado seu

estudo em pacientes jovens, a elastose solar ndo péde ser verdadeiramente
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avaliada uma vez que esta diretamente associada a idades mais avancgadas.
Os autores referem que em alguns casos nenhuma informagao clinica péde
ser extraida e nao ha referéncia a procedéncia dos pacientes. Considerando
que a etnia e o fototipo dos pacientes no sul e sudeste do pais (onde se
encontravam os laboratérios de patologia envolvidos no estudo) costumam
ser diferentes do observado no nordeste, aqueles com maior prevaléncia de
caucasianos (até mesmo nao ibéricos) e com fototipos de pele baixos, ndo
foi possivel uma comparacdo com nossos dados.

Poucos estudos procuraram demonstrar associacao entre o fototipo
de pele e a presenca de mutacdo BRAF V600E. Na nossa estatistica, o
pequeno numero de casos possivelmente impediu a observacdo de
diferencas significativas entre fototipos e a presenga da mutacdo BRAF
V600E. Todos os pacientes portadores de melanomas mutados BRAF
V600E, exceto um, eram fototipo de | a Illl, sendo 50% do fototipo IlI,
Também no estudo de uma pequena série de pacientes italianos (VENESIO
et al. 2008) ndo houve diferengas entre o fototipo de pele e presenca de
mutacdo no gene BRAF, mas todos os pacientes tinham fototipo | a lll,
metade deles correspondente ao fototipo .

As caracteristicas clinico-patolégicas de nosso estudo se
assemelham com o estudo de VAZQUEZ et al. (2015) que incluiram 1073
portadores de melanomas cutidneos. No entanto, embora neste estudo a
localizagdo em tronco tenha sido prevalente entre os homens e os membros
inferiores entre as mulheres, no presente estudo a localizagao tronco ainda

foi a mais prevalente, mesmo entre as mulheres. Todavia houve diferenca
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estatisticamente significativa entre os sitios anatémicos comparados por
sexo. Infelizmente a grande casuistica do estudo de VAZQUEZ et al. (2015)
foi dividida apenas em duas categorias, brancos e nao-brancos por auto-
declaragdo, nao havia nenhuma informacao biomolecular e apenas
aproximadamente 10% dos pacientes eram provenientes do Nordeste,
impedindo maiores comparacdes com a populagcado por nés avaliada.
Comparando a nossa casuistica com uma série brasileira de
pacientes portadores de melanomas cutdneos primarios submetidos a
pesquisa de linfonodo sentinela tratados no A.C.Camargo Cancer Center
(BERTOLLI et al. 2015) verifica-se diferengcas demograficas, clinicas e
anatomopatologicas significativas. Naquela casuistica as mulheres
representaram 51% dos casos e o sitio anatdbmico cabecga e pescogo estava
acometido em menos da metade da frequéncia comparado a nossa
casuistica. O subtipo extensivo superficial representou naquela casuistica
mais de 62% dos casos enquanto o tipo acral ocorreu em apenas 10%,
diferentes dos 45,7% e 14% respctivamente, no presente estudo. Naquele
trabalho a média e mediana de Breslow foi 24mm e 1,4mm
respectivamente, enquanto que a média e mediana de Breslow em nossa
casuistica foi de 5,6mm e 2,2mm. Uma outra diferengca anatomopatoldgica
significativa entre estas duas casuisticas foi a ulceracdo, presente na
casuistica do A. C. Camargo Center em pouco mais de 28% entre os
avalidveis e na nossa casuistica em mais de 46% dos casos avaliaveis 50%
dos casos quando se considera apenas os melanomas invasivos). Estes

dados poderiam justificar o achado de positividade de linfonodo sentinela
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naquela casuistica de pouco mais de 21% contra pouco mais de 28% no
nosso trabalho, muito embora as duas casuisticas concordem na associagao
estatisticamente signficativa do comprometimento do linfonodo sentinela
com o nivel de Clark, indice de Breslow e invasao perineural. Ou

Na nossa casuistica a metodologia escolhida para avaliacédo da
mutacdo BRAF V600E foi a RT-PCR em plataforma aberta utilizando-se os
kits da Life Technologies® (possibilidade de teste para mutagdo de NRAS e
KIT) bem como pela mesma tecnologia utilizando-se plataforma fechada
Cobas® 4800. As duas plataformas foram utilizadas em varias amostras nao
tendo havido resultados conflitantes, muito embora dois resultados
indeterminados na plataforma aberta tenham sido considerados positivas na
plataforma Cobas® 4800. A grande quantidade de informacgédo sem tradugéo
clinica e o elevado custo do sequenciamento tipo “next generation” faz tornar
razoavel na pratica clinica a aplicagao de testes de pesquisa de mutacdes
nos genes BRAF, NRAS e KIT de acordo com WILSON e NATHANSON
(2012). A pesquisa de mutagdes alternativas pelo sequenciamento tipo “next
generation” (mesmo diante da progressiva diminuicdo de custo) né&o se
aplica em nosso meio, onde ainda ha grande caréncia das classicas drogas
tipo inibidores de tirosina-quinase especificas indicadas para cada uma
destas mutacdes classicas.

Algumas criticas sédo reconhecidas para o teste de mutacdo BRAF
V600E cobas® 4800, um ensaio de RT-PCR e que a exemplo de outros
testes de detecgdo de mutacdo somatica dependem da quantidade da

sequéncia mutada (a ser detectada) bem como da integridade do DNA. Além
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disso de acordo com WILSON e NATHANSON (2012) pode haver 66% de
sensibilidade cruzada para mutacdo V600K e o teste ndo detecta mutacdes
de dois pares de bases que resultem em mutacdo V600E. Muitos
melanomas in situ foram considerados para nossa pesquisa, considerando
que embora sem aplicacao clinica a deteccao de mutagdes de melanoma
sem componente invasor, a inclusdo destes casos poderia trazer uma
informacédo relevante na avaliagdo de prevaléncia da mutagdo do gene
BRAF, considerado um evento ndo sO precoce, mas também mantido
durante a progressao da doenga de acordo com VENESIO et al. (2008).
Embora apresentem dados contrarios, a metanalise realizada por LEE et al.
(2011) deixa claro a heterogeneidade entre os estudos na avaliagédo de
varios aspectos clinicos, patolégicos e moleculares ao ponto que embora
houvesse diferencas entre a frequéncia de mutacdo no BRAF em relagao
aos indices de espessura de Breslow, tais diferengas nao se repetiam com o
estadiamento T (tumor primario) nos estudos analisados, fato estranho
quando se considera que a época do trabalho, o estadiamento TNM
empregado considerava o Breslow para a variagdo de T. No nosso trabalho,
entre os melanomas Clark | (in situ), 80% dos casos testados para a
mutacdo BRAF VG600E tiveram ensaio invalidado, possivelmente pela
dificuldade de obtencdo de material para extracdo de DNA. Da mesma
forma, a expressdao IHQ de BRAF V600E aconteceu apenas em 11% dos
casos avaliados.

Num estudo de base populacional multicéntrico (THOMAS et al. 2015)

os autores incluiram diversos casos de melanomas cutianeos dos EUA,
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Canada, Australia e Italia e deixam claro que a avaliagao da prevaléncia da
mutacdo de BRAF e NRAS havia sido rrealizada em apenas 59% da
amostras e ainda assim, somente naquelas provenientes dos EUA e
Australia. Para validar os achados de 17% de mutacdo de NRAS e 30% de
BRAF, os autores compararam as possiveis diferengas entre os grupos:
testes mutacionais realizados (912 casos), tumores nao avaliaveis (560
casos), insuficientes (43 casos) e que falharam na analise molecular (32
casos) nao encontrando diferengas entre idade média, sexo, média de
breslow e morte para melanoma.

Na nossa casuistica, considerando a deteccdo da mutagcdo da
mutacdo BRAF V600E, também comparamos as amostras validadas, as
amostras invalidadas e as amostras ndo realizadas por 36 variaveis
demograficas, clinicas, anatomopatolégicas e imunoistoquimicas. Em
apenas 3 delas houve diferenca estatisticamente significativa: ulceragcéo na
avaliagao histopatolégica, expresséao IHQ de p53 e o estado na ultima
consulta. A presencga de ulceragdo, por alguns descritos como caracteristica
dos melanomas mutados BRAF V600E (Sl et al. 2012; ESTROZI et al. 2014;
HUGDAHL et al. 2016) predominou entre os ensaios validos o que poderia
trazer um viés de aumento na prevaléncia desta mutacdo na nossa
casuistica. Interessante que nenhum destes parametros teve associacio
propriamente com o status da mutacdo BRAF VG600E.

O tratamento do melanoma metastatico com inibidores de BRAF
baseia-se fundamentalmente na deteccdo da mutacdo BRAF VG600E no

melanoma primario ou na metastase. De fato, a concordancia da mutagao
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entre tumores primarios e metastaticos autoriza o tratamento com os
inibidores de TK. No entanto, ha que se destacar que dentro de um cenario
adjuvante, o oncologista tem acesso apenas ao melanoma primario ou no
maximo a metastase linfonodal. Desta forma, todo o cuidado com o
processamento do tumor primario (melanoma cutaneo) € necessario para
que as propriedades do DNA nos blocos de parafina sejam mantidas,
possibilitando a deteccdo da mutacdo de BRAF. Recentemente um estudo
randomizado de fase 3 (LONG et al. 2017) comparou pacientes com
melanomas cutaneos estadio clinico Illl portadores de mutacido de BRAF
(91% mutacdo V600E) para o uso de terapia adjuvante com inibidor de
BRAF Dabrafenib e inibidor de MEK, Trametinib. O material utilizado para
detecgcao de mutacido foi obtido do melanoma primario ou da metastase
linfonodal e os resultados demonstraram maior sobrevida livre de recorréncia
entre os pacientes tratados, embora n&do tenha havido um aumento da
sobrevida global estatisticamente significativo.

O nosso estudo demonstrou um elevado numero de amostras
inviaveis para a deteccdo da mutacdo de BRAF V600E, mesmo entre
amostras recentemente embrocadas em parafina. Melanomas cutaneos
usualmente sao encaminhados para os centros terciarios apds prévia bidpsia
excisional ja embrocados em blocos de parafina. Quase sempre a bidpsia
excisional é praticada para o diagnodstico e microestadiamento do tumor
primario. Portanto raramente ha tumor viavel no produto de ampliacdo das
margens (tratamento do sitio primario) suficiente para um estudo genético de

deteccdo de mutacdo. Frequentemente, entre os pacientes com leséo
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previamente excisada, o unico material disponivel para detecgcdo da mutagao
de BRAF é o bloco de parafina encaminhado para revisdo de exame
anatomopatolégico. Muitas vezes o material € imerso em formaldeido nao
tamponado por longo periodo até que seja processado, destruindo as
propriedades do DNA e inviabilizando a detec¢cdo da mutagcdo. No nosso
estudo as amostras foram provenientes de 27 laboratérios de analise
patolégica além do préprio laboratério de patologia do ICC. Portanto néo
houve como controlar a qualidade e tempo de formolizagdo nem a qualidade
de confecgcdo e armazenamento dos blocos de parafina. Num cenario de
terapia adjuvante, o paciente com melanoma cutdneo avangado podera nao
ter a chance da adjuvancia com inibidores de BRAF V600 caso nao seja
possivel o estudo da mutacdo no unico material presente, o bloco do tumor
primario. Os laboratérios de analises histopatolégicas deverdo rever o
tratamento dispensado as pecgas cirurgicas com relagdo a qualidade e tempo
de formolizagdo pelo risco de degradacdo do DNA e privacdo da
oportunidade de estudo genético do melanoma cutaneo primario, sobretudo
nos casos em que a biopsia da metastase é inviavel ou no cenario
adjuvante, cada vez mais proximo da pratica clinica.

E fato que existe grande variacdo de prevaléncia das mutacdes de
BRAF, NRAS e KIT quando populagdes de outras etnias (ndo caucasianos)
€ mesmo entre caucasianos provenientes dos diversos paises. Na tabela
abaixo um resumo do perfil biomolecular encontrado na literatura demonstra
a variabilidade de prevaléncia, possivelmente também associado a

metodologias de deteccado diferentes. Mesmo dentro de um mesmo pais,
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pode haver grandes diferencas de prevaléncias das diversas mutagdes
como demonstrado na China e México. Também é prevista grande variagao
de prevaléncia das mutagdes aqui estudadas dentro do Brasil, um pais de
dimensdes continentais com caracteristicas variaveis nas diversas regioes
quanto a irradiacéo solar, a formacao étnica da populacao e aos fototipos de
pele.

Fica claro na tabela apresentada que a menor prevaléncia da
mutacdo BRAF V600E aconteceu na nossa casuistica, excetuando-se a

coorte chinesa de etnia Han estudada por Ql et al. (2011).



Tabela 36 - Comparacgao de Prevaléncia de Mutacdes

133

Mutagbes Estudadas

~ ; BRAF p53/
Autor, ano POPULACAO SITIO V600E NRAS KIT PTEN
Ql et al. 2011 chineses (Han) 15%
Sl etal. 2012 chineses 25,5% 7.2% 10%
ESTROZI et al. brasileiros Tronco/MMII 38,7%
2014
FAJARDO- mexicanos MMIl/tronco 73%
RAMIREZ et al.
2014
MASSAD et al. libaneses Tronco/MMII 27,3%
2014 paquistaneses
Cancer Genome caucasianos Extrem/tronco 52% 28% 14,7% /
Atlas Network 12%
2015
SAKAIZAWA et japoneses escalpo 30,4%, 12,9% 12,9%
al. 2015
SIROY etal. 2015 americanos 22% 17%
FRANK et al. russos 54,3% 14,3%
2016
ZEPEDA-LOPEZ
et al. 2016 mexicanos 6,4%.
i 0, 0, 0,
presente estudo paC|?2t(¢:es do MMII 18,6% 0% 0%

Apesar da grande variabilidade da detecgdo da mutagdo BRAF

V600E nas populagdes estudadas, parece haver em todas as séries um

padrao inverso entre elastose solar e frequéncia de mutacdo de BRAF, idade

mais jovem entre os pacientes portadores de melanoma BRAF mutado e

também um predominio em areas onde nao ha dano solar crénico. Para a

mutacado de NRAS, usualmente a idade € mais elevada e para mutacédo de

KIT as séries demonstram no geral maior positividade para os melanomas

do tipo acral lentiginoso.
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Um padrao de melanomas cutaneos associados a mutagdo BRAF
V600E tem sido reconhecido mesmo nas populagdes onde a prevaléncia
desta mutacao € muito inferior as encontradas nas popula¢des caucasianas.
Semelhante conclusao foi obtida por KIM et al. (2015) que hipotetizando um
padrao diferente de prevaléncia da mutacdo BRAF V600E entre melanomas
cutdneos de asiaticos quando comparados ao padrdao das populagdes
caucasianas, demonstrou numa metanalise as mesmas associacdes do
melanoma primario mutado com a idade jovem, localizagao tronco, pele sem
dano solar cronico, tipo extensivo superficial e casos mais avancados,
apesar de ter havido apenas a metade da prevaléncia da mutagao quando
comparado as coortes de caucasianos.

No nosso estudo algumas diferengas parecem ir além do que apenas
uma prevaléncia muito baixa da mutacdo de BRAF V600E (apenas 18,6%
entre os casos validados, 19,5% considerando apenas os melanomas
invasivos). De fato, ndo observamos entre os melanomas mutados BRAF
VG600E todas as caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas descritas na
literatura. Entre os melanomas mutados da nossa amostra, basicamente trés
semelhancgas com a literatura foram observadas: 87,5% dos casos o fototipo
variou de | a lll, a detec¢ao da mutagcéo predominou entre os mais jovens e a
elastose solar estava ausente ou insignificante em 75% dos casos. No
entanto, embora poucos casos, as diferencas observadas na comparacao
com a literatura sdo bastante expressivas. Nenhum dos casos mutados
tinham como sitio anatémico tronco, trés casos (37,5%) localizavam-se em

areas de pele glabra e ainda um caso estava localizado na face,
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caracteristicamente onde ha fotodano mais pronunciado. Outro achado
interessante é que apenas 37,5% eram do tipo extensivo superficial, a
mesma percentagem de melanomas do tipo acral lentiginoso. As diferengas
sao reforgadas quando se observa os 35 casos BRAF V600E negativos. Em
36% dos casos negativos, o sitio anatdbmico era tronco e portanto o sitio
anatdmico reconhecido como o de maior probabilidade de deteccdo da
mutacdo foi bem representado (29,5% de todas as amostras validadas).
Pouco mais de 30% das amostras negativas ocorreram no sexo feminino,
enquanto que na amostra positiva todos, exceto um caso (87,5%) ocorreram
no sexo feminino, dado bem divergente do apresentado no “The Cancer
Genoma Atlas Network” (Cancer Genome Atlas Network 2015) onde o sexo
masculino representava a maioria entre os melanomas mutados (62%).
Melanomas acrais lentiginosos corresponderam na nossa casuitica a
14,3% dos tipos histologicos e entre os mutados BRAF VG600E,
corresponderam a 37,5% dos casos. Anadlises de mutagdo por
sequenciamento de DNA (ZEBARY et al. 2013) neste tipo de melanoma em
uma populagdo caucasiana procedente da Suécia demonstrou mutagao de
BRAF em 17%, NRAS em 15% , KIT em 15% enquanto na nossa casuistica
pouco mais de 33% dos melanomas acrais avaliados (35% de ensaios
invalidados) apresentavam a mutacdo BRAF V600E e nenhum apresentava
mutacdo de NRAS (100% das amostras testadas negativos, nenhum ensaio
invalidado) e KIT (50% das amostras testadas negativas, 50% de ensaios

invalidados).
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Considerando que a mutagédo BRAF V600E nao € uma tipica mutagao
causada por radiagao UVB (VENESIO et al. 2008; MASSAD et al. 2014), é
possivel que a baixa prevaléncia desta mutagdo em nossa casuistica seja
devido a maior heterogeneidade de fototipos de pele na nossa populagéo
bem como ao padrao de irradiacao solar mais intenso e constante.

No nosso trabalho, a proposta da pesquisa da expressao IHQ da
proteina mutada BRAF V600E foi baseada no recente trabalho de O'BRIEN
et al. (2017) que descreveram sensibilidade de 88% e especificidade de
100% na detecgdo da mutacdo BRAF VG600E por imunoistoquimica
utilizando-se o anticorpo especifico para proteina mutada anti-BRAFV600E
VE1 comparado ao teste de mutacao BRAF V600E Cobas® 4800. Cada vez
mais estudada, a expressao da proteina mutada tem sido comparada a
métodos de detecgdo genética da mutagdo BRAF V600E. Comparando o
status da mutagao genética por RT-PCR e sequenciamento de Sanger com
a expressdo da proteina mutada, BRUNO et al. (2017) descreveram
concordancia de apenas 63% entre os trés métodos e destacaram a
importancia da expressdo da proteina mutada, confirmando na sua pratica
clinica a utilizagdo de um método de detecgdo genética associada a
confirmacao da expressao da proteina mutada BRAF V600E para tomada de
decisdo, indicando até uma confirmagcdo por um segundo método de
deteccdo genética no caso de auséncia de expressao IHQ da proteina
mutada.

Na nossa casuistica, entre 93 casos avaliados para a expressao IHQ

de BRAF V600E (excetuados os nao realizados e os nédo determinados)
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aproximadamente 32% dos casos expressaram a proteina mutada.
Seguindo o padrdao reconhecido dos melanomas com mutacdo BRAF
V600E, na nossa casuistica a expressao da proteina mutada teve
associagao significativa com a idade mais jovem e com a auséncia de
elastose. Diferente da literatura, houve também associacdo com sexo
feminino e ndo houve predominancia entre os tipos extensivos superficiais,
acontecendo em frequéncia discretamente maior entre os melanomas
nodulares. Em 81,8% dos casos negativos para a mutagao BRAF V600E por
RT-PCR, a imunoistoquimica revelou-se negativa para a proteina BRAF
V600E e 4 casos dentre sete realizados (57%) conhecidos para mutacéo
BRAF V600E revelaram-se positiva para expressao IHQ citoplasmatica
demonstrando uma acuracia de aproximadamente 77%, numeros mais
préximos, mas ainda inferiores aos 86% de concordancia entre status
negativo da mutacdo BRAF V600E e auséncia de expressado IHQ de BRAF
VG600E e 78% de concordancia entre a positividade do status da mutagéo e a
expressao da proteina mutada do trabalho de HUGDAHL et al. (2016) que
estudaram especificamente melanomas nodulares na Noruega. Atribuida por
alguns (HUGDAHL et al. 2016) a heterogeneidade tumoral, a auséncia de
expressdo IHQ da proteina mutada ocorreu em 3 casos positivos para
mutacdo BRAF V600E. Mais estranho ainda, mas nao exclusiva de nossa
casuistica, atribuida a possiveis reagdes cruzadas com mutagdes
desconhecidas ou mesmo nao avaliadas pelo método RT-PCR empregado,
a positividade de expressado IHQ de BRAF V600E na auséncia da detecgao

genética da mutagéo ocorreu em 6 casos.
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Na nossa casuistica decidimos estudar os genes supressores PTEN e
TP53 através de imunoistoquimica considerando a elevada frequéncia de
delecdes e outras aberragdes que dificultariam a detecgdo de mutacao pela
a metodologia RT-PCR. De fato, no estudo do MD Anderson Cancer Center,
SIRQY et al. (2015) mesmo utilizando uma moderna metodologia para a
deteccdo de mutagdes por sequenciamento “next generation” (um painel de
46 genes) sugeriu que a metodologia empregada pode ter confundido os
resultados de mutacdo em genes supressores que podem apresentar
mutagdes do tipo frameshift em muitos loci, o que pode ter justificado a
baixissima taxa de mutagdo de PTEN (1,6%) naquele estudo. De fato, muito
antes GULDBERG et al. (1997) ja haviam observado em 25,6% de delecéo
homozigoética parcial ou completa do gene PTEN em linhagens de melanoma
(9/35), uma delecao de unico éxon numa linhagem celular e delegdes de
terminal 3’e 5'no restante das linhagens de melanoma utilizadas. Nenhuma
linhagem celular com delecdo homozigética de PTEN demonstrou sinal na
anadlise por RT-PCR. Considerando a frequéncia deste achado, esta
metodologia certamente n&o seria interessante para a avaliagao de
inativacdo de PTEN. Também ha controvérsias em relacdo a expressao
imuno-histoquimica de PTEN em melanomas. Enquanto alguns autores
salientam a perda da expressao citoplasmatica de PTEN nos melanomas por
mecanismo bialélico de inativagao funcional de PTEN (ZHOU et al. 2000)
outros apontam como fator de mau prognostico a forte expressao

citoplasmatica de PTEN (MEYER et al. 2012).
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Considerada como wuma mutacdo precoce no processo de
cancerizacdo, a mutacao BRAF VG600E por si ndo é suficiente para a
malignizacdo do melandcito, sendo aceito pela maioria dos autores a
necessidade de pelo menos uma segunda mutagdo para a cancerizagao.
Muitas vezes apontada como evento mais comum entre os mutados BRAF
V600E, a mutagao de PTEN é na maioria das vezes considerada o segundo
passo na cancerizacdo do melandcito. Na nossa casuistica a perda de
expressdo de PTEN ocorreu em 17,2% dos casos avaliados e 35,6%
apresentavam nula ou fraca expressdo IHQ de PTEN. Embora a perda da
expressdo de PTEN tenha ocorrido na nossa casuistica em
aproximadamente 16% nos membros, sitio anatdémico onde se concentrou a
positividade para a mutacdo BRAF V600E, nenhuma associacdo da
expressao de PTEN foi observada com a recidiva ou com a sobrevida, este
ultimo dado compativel com o trabalho de MIKHAIL et al. (2005), mas em
desacordo com o trabalho de BUCHEIT et al. (2014).

Diferente das observagdes de TSAO et al. (2004) e CURTIN et al.
(2005) que enfatizaram a necessidade da associagcdo da mutagdo BRAF
V600E e PTEN, além da sugestdo da mutagéo exclusiva de NRAS na via de
cancerizacdo do melanoma, na nossa casuistica ndao houve diferenca
significativa da expressao imunoistoquimica de PTEN entre os melanomas
com e sem deteccdao da mutacdo BRAF V600E e nenhuma mutagdo de
NRAS Q61L foi detectada mesmo entre os melanomas sem a mutagao
BRAF V600E. Entretanto, no trabalho de TSAO et al. (2004) os casos

estudados eram de linhagem de cultura de melanoma e uma pequena parte
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de melanomas metastaticos enquanto que no trabalho de CURTIN et al.
(2005) foram incluidos também melanomas de mucosa, tendo sido
estudados melanomas provenientes de 2 centros japoneses, 2 centros
norteamericanos, 2 centros germanicos e um centro sul coreano,
configurando ndo s6 populagdes de caracteristicas bem divergentes da
nossa populagcdo, bem como do padrdo de exposigcao solar, justificando as
diferencas encontradas na nossa casuistica.

No nosso estudo consideramos avaliar a expressdo de p53 por
imuno-histoquimica, visto que ha muitos anos a mutacdo de TP53 é a que
representa entre os genes mais conhecidos, as mutagdes induzidas por UVR
(ZERP et al. 1999). No estudo de HODIS et al. (2012) ficou bem
demonstrado que o gene TP53 foi 0 que apresentou a maior frequéncia de
mutagdes caracteristicas das induzidas pela UVR enquanto que as
mutacdes dos genes BRAF e NRAS n&o apresentavam base molecular da
assinatura UV. Além disso, o estudo de VIROS et al. (2014) comprovou a
importancia da mutagdo de TP53 como gatilho de cancerizagdo também nos
melanomas com a mutacdo BRAF V600E. Considerando a nossa casuistica
como uma amostra de uma populagcdo cronicamente exposta ao sol, a
expressao IHQ nuclear de p53 pode explicar em parte a biologia molecular
entre os melanomas cutédneos de nosso meio.

Em toda nossa casuistica, a exemplo da literatura, os fototipos | a Il
predominaram e nenhum fototipo VI foi identificado. Houve uma associagao
inversa estatisticamente significativa entre fototipo e a expresséo IHQ de p53

na nossa casuistica (p=0,037). Quase metade dos casos em que era nula ou
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insignificante a expressao IHQ de p53 (até 1% da area tumoral) ocorreu no
fototipo IV, fototipo onde ocorreu apenas 1 caso de detecgdao da mutacio
BRAF VG600E. Além disso quase metade dos fototipos IV (47,4%) néo
apresentaram expressao IHQ significativa de p53. Também 83% dos casos
de fototipo II, 100% dos casos de fototipo | e 85,2% dos fototipos | a Il
apresentavam expressao significativa de p53. Considerada como uma
mutacgéao relacionada a radiagao UV, a expressao mais significativa de p53,
aceita como consequéncia em parte da maior estabilidade da proteina
mutada, pode significar uma possivel via de malignizagdo para fototipos
mais baixos na nossa casuistica. Na regiao da cabeca e pescogo, embora a
perda da expressdo de PTEN tenha sido de aproximadamente 42%, uma
significativa expressao de p53 (acima de 10% da area tumoral) ocorreu em
quase 92% dos casos, confirmando o possivel papel da mutagdo de TP53
entre melanomas da cabeca e pescoco, derivados de um padrao de
exposicao UV mais constante e elevado.

Considerado como guardido do genoma e associado a muitas
neoplasias, o TP53 tem sido pouco estudado em melanomas cutaneos apés
a década de 90. De acordo com HUSSEIN et al. (2003) o TP53 é um gene
de resposta a estresse que codifica uma proteina de 53KDa
oncossupressiva nuclear cuja fungdo primordial € manter a estabilidade
gendmica e induzir apoptose em resposta a danos gendmicos.

No entanto, o significado bioldgico da expressao da proteina p53 deve
ser interpretado com cautela visto que pode significar o acumulo da proteina

mutada mais estavel e de meia vida mais longa ou mesmo o acumulo da
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proteina selvagem por estabilizagdo e maior biodisponibilidade secundario
ao dano do DNA conforme trabalho de HALL e LANE (1994). Embora alguns
autores descrevam para tumores internos uma concordancia entre a
mutacdo do gene TP53 e a expressao da proteina mutada, AKSLEN et al.
(1998) estudando mutagcdo de TP53 em melanomas cutaneos nodulares,
nao conseguiu demonstrar uma associagao entre os seus resultados de
mutacao de TP53 e a expressao IHQ de p53.

Por ser de expressao nuclear, mesmo entre os melanomas cutaneos
mais pigmentados, a avaliagdo nao é prejudicada pela interferéncia do
pigmento melanina, de localizagao citoplasmatica. Na presente casuistica a
sua expressao foi negativa ou insignificante em 21% dos casos e nos casos
positivos, a maioria marcou entre 10 e 30% da area tumoral. Nao houve
associagao significativa com a idade, status de mutacdo BRAF V600E,
intensidade de expressao IHQ de BRAF V600E. Em comparagdo a um dos
maiores estudos com controle clinico-patoldgico (WHITEMAN et al. 1998), a
prevaléncia de positividade de p53 na nossa casuistica €& praticamente
inversa, mesmo quando excluidos os tipos histolégicos lentigo maligno e
acral lentiginoso, tipos histolégicos nédo presentes naquela casuistica. Na
casuistica de WHITEMAN et al. (1998) havia 81,8% de melanomas sem
expressao significativa de p53 (<1% da area tumoral). Naquela casuistica
embora quase 32% dos casos positivos para p53 fossem de localizagéo
cabeca e pescocgo, apenas 28% dos melanomas de cabega e pescogo
apresentavam positividade para p53 e entre os pacientes acima de 70 anos,

84% havia expressao de P53. Na nossa casuistica 77,8% dos maiores de 70
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anos apresentavam expressao significativa de p53, mas aproximadamente
92% dos melanomas da cabega e pescogo apresentavam expressao
significativa de p53. Naquele estudo a expressado IHQ de significativa foi
mais prevalente entre os pacientes com inabilidade de bronzeamento
caracteristica propria dos fototipos baixos (o autor ndo classificou por
fototipo) coincidindo com o nosso estudo onde 83% dos melanomas de pele
fototipo Il e 100% (2 casos) de fototipo | apresentavam expressao IHQ
significativa (>1 %) de p53.

Ficou patente a elevada prevaléncia na nossa casuistica da
expressao IHQ de p53 (79%), uma diferencga significativa quando comparada
com a casuistica de WHITEMAN et al. (1998, p.845), (18%), bem como com
as outras casuisticas por estes autores citadas: CRISTOFOLINI et al. 1993
(34%), LASSAN et al. 1993 (18%), STRAUME e AKSLEN (1993) (5%) e
SPAROW et al. 1995 (12%) utilizando-se o mesmo anticorpo DO-7.

Mais recentemente utilizando também os anticorpos p53-DO-7,
VAISANEN et al. (2010) na Finlandia, utilizando como critério negativo para
expressao de p53 a presenca de expressdo IHQ em menos de 2% de
células malignas, revelou que apenas 18 casos dentre 153 analisados
(11,7%) apresentavam imunoexpressao de p53 em mais do que 10% da
area tumoral e em 46% dos casos néo havia expressao IHQ de p53 (71 de
153 casos). No nosso trabalho 60% dos casos apresentavam mais do que
10% da area tumoral com expressao IHQ de p53, 20% dos casos mais de

50% da area tumoral, enquanto que em apenas 21% n&o havia expressao
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IHQ de p53, ou seja, menos da metade quando comparada a esta ultima
coorte finlandesa.

Um estudo brasileiro de melanomas extensivos superficiais (DE SA et
al. 2009) observou a expressao IHQ de p53 acima de 10% da area tumoral
em 32,8% das amostras avalidveis dos tumores primarios, menos da metade
da frequéncia encontrada no presente estudo quando consideramos a
expressdo IHQ acima de 10% apenas entre melanomas extensivos
superficiais (68,4%). Nenhuma associagao entre sobrevida e expressao de
p53 foi observada naquele estudo, embora quase metade da casuistica
tenha sido de melanomas finos (até 1mm) com uma maior prevaléncia de
expressao de p53 entre os melanomas mais espessos.

Avaliando apenas os melanomas invasivos do presente estudo, a
expressao IHQ de p53 categorizada para até 10% da area tumoral e acima
de 10% teve impacto significativo numa analise univariada da sobrevida livre
de recorréncia (p=0,038), mas n&o na sobrevida global. Quando o parametro
empregado foi expressao IHQ de p53 em até 1% da area tumoral e acima de
1%, o impacto deste fator na analise univariada aconteceu tanto na analise
da sobrevida global (p=0,006) quanto da sobrevida livre de recorréncia
(p=0,001), impacto este mantido na analise multivariada da sobrevida livre
de recorréncia (p=0,006; Hazard risk = 0,199; Intervalo de confianga: 0,054 a
0,626) entre os parametros histopatolégicos indice de Breslow, subtipo
histoldgico, nivel de Clark e ulceragao.

Embora a presenca da expressao IHQ de p53 nao possa ser

considerada tdo somente como consequéncia biolégica da mutagdo do gene
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TP53, a propria estabilizacdo da proteina selvagem como possivel
explicacdo da expressao IHQ de p53 pode apontar na nossa casuistica para
uma medida indireta de dano UV ao DNA e estresse celular decorrente de
severa exposicao solar.

Mesmo nao sendo o objetivo principal deste estudo uma avaliagao da
sobrevida e de fatores que levaram a recidiva foram estudados, uma vez que
77% dos casos foram incluidos no estudo antes do tratamento ou dentro de
um ano apos o tratamento realizado, tempo usualmente insuficiente para a
ocorréncia da maioria dos eventos de recorréncia da doenca.

Pouco estudado em relagcdo a sobrevida em séries de melanoma
cuttdneos, na nossa casuistica a expressdo de p53 foi inversamente
associada ao evento recidiva sistémica bem como sua expressdo mostrou-
se fator protetor em relagdo a sobrevida global e a sobrevida livre de
recorréncia, esta ultima até mesmo em analise multivariada com os fatores
anatomopatoldégicos Breslow, Clark e subtipo histolégico, classicamente
considerados dentre os mais importantes fatores progndsticos do melanoma
cutaneo primario. Estes dados se mantém mesmo quando é realizada a
analise excluindo-se os melanomas in situ.

Ao contrario da nossa casuistica, onde a imunoexpressdo de p53
aparece claramente como fator progndéstico protetor (considerando a
casuistica total e apenas os melanomas invasivos), numa série finlandesa
(VAISANEN et al. 2010) os casos positivos para expressdo IHQ de p53
apresentaram uma tendéncia a metastizacdo com uma sobrevida especifica

de doenca em 5 anos significativamente menor (66% contra 87%; p=0,005)
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muito embora na analise multivariada ndo tenha se mantido como fator
independente significativo (p>0,05).

As diferencas encontradas na associacdo entre a expressao IHQ de
p53 e sobrevida no presente estudo e no estudo finlandés deve ser
interpretado a luz do significado biolégico da imunoexpressado de p53. De
acordo com a literatura a expressao IHQ de p53 pode ser atribuida a
presenca da proteina mutada ou a estabilizacgdo e aumento da
biodisponibilidade da proteina selvagem. Na coorte estudada, a expresséo
de p53 possivelmente reflita muito mais casos de acumulo da proteina p53
WT do que verdadeiramente expressdo da mutagao de TP53, enquanto que
na populacao finlandesa estudada, com prevaléncia de fototipos mais baixos
e padrao de exposicao solar diferente (dados ndo explorados naquele
estudo), a expressao IHQ de p53 represente em si, de fato, a presenca da
proteina p53 mutada na maioria dos casos. Desta forma, possivelmente
melanomas p53 positivos representariam dois tipos biomoleculares de
melanomas cutdneos, um associado a dano solar crénico sem mutacao de
p53 (acumulo de p53 WT por danos ao DNA e possiveis outras mutagdes
n&o conhecidas) e outro associado verdadeiramente & mutagéo de TP53. E
razoavel hipotetizar que melanomas cutaneos com expressao IHQ de p53
por aumento da biodisponibilidade da proteina p53 selvagem com acéao
oncossupressora mantida, dentro do fendmeno de cancerizagdo, tenham
uma evolugdo menos agressiva do que melanomas na qual a expressao IHQ
de p53 represente propriamente a proteina mutada nao funcionante produto

de mutagdo somatica ou dele¢des do gene TP53.
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Mesmo sem a clara explicacdo deste aparente paradoxo, a expressao
de p53 pode ser considerada como um fator progndéstico a mais na avaliagao
do melanoma cutaneo. Possivelmente em regides onde a taxa de expressao
IHQ de p53 nos melanomas cutaneos é baixa, esta represente a infrequente
mutagcdo somatica do gene TP53, conforme apontavam HUSSEIN et al.
(2003) e WU et al. (2018) estando relacionada diretamente a malignizagao
do melanécito. Em regides onde melanomas apresentam elevada expressao
IHQ de p53, a exemplo da nossa casuistica, é plausivel que a explicagao
seja o acumulo da proteina selvagem ainda com fungdo oncossupressora
como resposta a estresse celular, possivelmente relacionado a um padréo
de exposicao severo e continuo a UVR numa populacio de fototipos de pele
mais variados.

Seja consequente a mutagao/delecado de TP53 ou mesmo a maior
disponibilidade da proteina selvagem por dano celular, a prevaléncia
importante e superior as outras casuisticas aqui descritas apontam para uma
via de exposicado solar crénica como um dos principais fatores causadores
do melanoma cutdneo na populagdo estudada, haja visto a mutagdo de
TP53 ser considerada como assinatura UV e o acumulo da proteina
selvagem ser considerado secundario ao dano celular e sobretudo do DNA,
muito provavelmente pela UVR.

Associada as informacdes da frequente presenca de elastose solar e
da baixa prevaléncia encontrada da mutacdo BRAF V600E, esta ainda em
tipos histologicos e sitios anatdbmicos incaracteristicos (ausentes no sitio

tronco entre os casos validados), a expressao IHQ de p53 pode ser mais
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uma diferenga biomolecular encontrada dentro da nossa casuistica em
comparagao com a literatura. A significativa expressao de p53 pode apontar
para uma via de malignizagao prépria da nossa regido, secundaria a dano
solar crénico em uma populagdo miscigenada, seja por mutagdo de TP53,
seja por outras mutagdes ainda nao identificadas que resultariam na maior
biodisponibilidade de p53 selvagem vista na IHQ.

Uma populacdo com baixa prevaléncia de mutagcdo BRAF/NRAS e
com uma significativa predominancia de expressao IHQ de p53 representa
um claro desafio terapéutico na era das terapias alvo, especialmente
considerando o trabalho de MAR et al. (2013) que apontam para os
melanomas BRAF/NRAS selvagem possivelmente varias vias de
cancerizagao.

Novas drogas com potencial de estabilizagdo de p53 selvagem (WU
et al. 2018) redimensionam a necessidade do estudo de TP53 nos
melanomas cutaneos de nosso meio, considerando a relevancia do achado
da imunoexpressao de p53 nesta casuistica associada a baixa prevaléncia
de mutagdes reconhecidas como alvo terapéuticos.

Fatores diversos, em especial a miscigenacao caracteristica da nossa
populacdo e a intensa e continua exposicdo a radiacido ultravioleta que
caracteriza a nossa regidao, pode ser a explicagdo para as diferencas
biomoleculares que encontramos quando comparamos os resultados da
populacdo estudada aos resultados encontrados na literatura internacional,

em especial de populagdes caucasianas.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, sexo feminino, fototipo Il e sitio tronco
predominaram. A elastose solar moderada a severa estava presente em
quase um tergco da casuistica. O microestadiamento patolégico demonstrou
melanomas primarios avangados, mas os fatores clinicos e histopatoldgicos
que apresentaram impacto significativo na sobrevida global e associagao
com recidiva estdo de acordo com a literatura.

A prevaléncia da mutacdo BRAF V600E na populagéao estudada de 93
casos (43 validados) foi significativamente mais baixa do que a esperada na
literatura para populagdo caucasiana, mas assemelhou-se com algumas
populagdes ndo caucasianas. O padrao clinico-patolégico do melanoma
cutaneo mutado BRAF V600E da populagao estudada divergiu parcialmente
do padrao apresentado na literatura.

A prevaléncia de mutacdo de NRAS Q61L e KIT V559A em nosso
meio nao pdde ser avaliada, uma vez que ndo houve um so6 caso detectado.

A expressao IHQ de BRAF V600E foi mais especifica do que sensivel
em relagdo a deteccdo da mutagdo genética por gPCR, exame padrao ouro
considerado neste estudo. A perda de expressdao de PTEN apresentou
prevaléncia inferior ao relatado na literatura, inclusive entre os melanomas
mutados BRAF V600E. A expressao de p53 foi mais prevalente do que a
encontrada na literatura e apresentou-se como fator de bom prognéstico

para a sobrevida.
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Anexo 1 - Pareceres do Comité de Etica em Pesquisa-CEP







Apéndice 1 - Ficha Fototipo

ESTUDO DA FLUORESCENCIA DA MELANINA PELA
TECNICA DE EXCITACAO POR DOIS FOTONS EM
MELANOMA DE PELE

ID (ndo preencher)
NOME

PRONTUARIO
DATA DO PREENCHIMENTO / /
ENDERECO ATUAL

TELEFONE
N° DA BIOPSIA (TU PRIMARIO )

© N O g bk~ WD =

FOTOTIPO DA PELE (FITZPATRICK)

1-1 21 31 4 -1V 5-V 6 - VI

9. TIPO DE MELANOMA

1- Nodular 2- Extensivo Superficial 3- Acral 4- Subungueal 5- Lentigo
Maligno Melanoma 6- N&o classificavel 7-IN SITU

10. LOCALIZACAO DO MELANOMA PRIMARIO

1- Face 2- Pescogo 3- Tronco anterior  4- Tronco posterior 5 —

Membros superiores 6- Membros inferiores  7- Palma 8- Planta

9-Subungueal médo 10 — Subungueal pé



Apéndice 2 - Ficha Clinica

1. RG: __ (nao preencher) |

NOME:

FONES PARA CONTATO

2. PRONTUARIO:

3. IDADE:____ anos |

4. SEXO: (1) M (2)F ||

5. PROCEDENCIA (1) zona urbana __(2)zonarural___ - |

6. PROFISSAO (1) agricultor (2) comerciante (3) prof liberal (4) outro--—-|__|

7. DATA DA PRIMEIRA CONSULTA : / / — ] |

8. LOCALIZACAO DO MELANOMA 1- Face 2- Pescogo 3- Tronco anterior  4-
Tronco posterior 5 — Membros superiores ( ) 6- Membros
inferiores ( ) 7-Palma 8- Planta  9-Subungueal méao

10 — Subungueal pé

9. LOCALIZACAO EM AREA DESNUDA (EXPOSTA AO SOL ) (0) ndo (1) sim -

||
10.TIPO CLINICO (1) nodular (2) extensivo superficial (3) acral lentiginoso (4)

Subungueal (5)Lentigo Maligno Melanoma (5) ndo avaliavel — por

biopsia anterior (6) Nao informado I
11.ULCERACAO CLINICA NA ADMISSAO (0) ndo (1) sim (2) ndo informado--------

||
12.SATELITOSE CLINICA NA ADMISAO (0) ndo (1) sim (2) ndo informado----------

-
13.METASTASES EM TRANSITO NA ADMISSAO (0 ) ndo (1) sim (2) ndo
informado ||
14.METASTASES LINFONODAIS NA ADMISSAO (0) ndo (1)sim (2) ndo
informado ||
15.LOCALIZACAO DAS BASES LINFONODAIS (0) ndo (1) parétida dir (2) parétida
esq (3) pescoco dir (4) pescogo esq (5) axila dir (3) axila esq (6) inguinal dir

(7) inguinal esq (8) iliaca dir (9) iliaco e | ]
16.METASTASES SISTEMICAS NA ADMISSAO (0) nao (1)

sim: |
17.DATA DO INIiCIO DE TRATAMENTO __ / /| |||




18.TRATAMENTO INICIAL (0) ndo (1) cirurgia (2) quimioterapia (3) radioterapia----

19.DATADA CIRURGIA __ /[ cemeeememeeeee L

20.CIRURGIA (1) resseccéo alargada (2) linfonodo sentinela (3) esvaziamento

radical L]
21.NUMERO DE LINF. SENTINELAS POSITIVOS/EXCISADOS [
_________________ .
22.ESVAZIAMENTO POSITIVOS/TOTAL | e /

23.ESVAZIAMENTO APOS LINFONODO SENTINELA (0) ndo (1) sim-|___|

24 LINFONODOS ESVAZIAMENTO POS LINFONODO
SENTINELAPOSITIVO/TOTAL | —

25.TRAT. SISTEMICO ADJUVANTE (0) ndo (1)rxt (2) qt (3) interferon-| |

26.RECIDIVA (0) nao (1) local (2) metastases em transito (3) linfonodos regionais

(4)sistémica e Y
27. DATADARECIDIVA___ /| - I
28. TRATAMENTO DA RECIDIVA (0) ndo realizado (1)cirurgia (2)radioterapia (3)
quimioterapia (4) Ipilimumab(5) vemurafenib |__|__|_ |
29.DATA DA ULTIMA CONSULTA A B I —
30.ESTADO NA ULTIMA CONSULTA |

(1)vivo sem doenca (2) vivo com doenga (3) morte pelo Melanoma (4) morte por

outras causas

FICHA PREENCHIDA POR:
Obs :

1. Na procedéncia especificar o nome do Municipio

2. Areas expostas ao sol sdo aquelas que ficam fora das areas cobertas por roupas
de uso diario

3. Especificar entre os paranteses a localizacdo mais precisa do Melanoma
primario considerando dorso de mao e pé como membro superior e inferior

respectivamente



Apéndice 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

ESTUDO DA FLUORESCENCIA DA MELANINA PELA TECNICA DE

EXCITACAO POR DOIS FOTONS EM MELANOMA DE PELE
Pesquisador: MARCIO RIBEIRO STUDART DA FONSECA
ORIENTADOR: Prof. Dr. RONALDO DE ALBUQUERQUE RIBEIRO
CO-ORIENTADOR: Profa Dra DEYSI VIVIANA TENAZOA WONG

Pelo presente instrumento de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido vocé paciente esta sendo convidado para participar de uma
pesquisa no Hospital do Cancer do Instituto do Cancer do Ceara e
Universidade Federal do Ceara. Esta pesquisa visa o estudo de um novo
método de diagndstico precoce do Melanoma que inicialmente sera aplicado
apenas em laminas de biopsias. Para participar vocé precisa assinar este
documento autorizando em duas vias (uma a ser anexada a ficha da
pesquisa e outra a ser anexada ao seu prontuario) a utilizagdo dos blocos de
parafina dos exames de histopatologico (bidpsias) que foram realizadas
apos a excisao do tumor (Melanoma). Nenhum procedimento cirirgico ou
exame adicional (colheita de sangue, exames de imagem) sera necessario
para a pesquisa ser realizada. Vocé tem a garantia de que as informagdes
obtidas desta pesquisa guardardo sigilo de seu nome. O bloco de parafina
da biopsia do seu tumor, armazenado no Laboratério de Patologia do
Instituto do Cancer do Ceara sera utilizado para o preparo de laminas de
exame histopatolégico ficando garantido que havera ainda lesao residual no
bloco para o caso de estudos adicionais. Estas laminas serdo levadas a
Berlim na Alemanha para a aplicagdo da técnica. Apos as leituras realizadas
as Laminas serdo trazidas de volta e armazenadas adequadamente no
Laboratério de Patologia do Instituto do Céncer do Ceara. Também uma
revisao do seu exame podera ser realizado. Nenhum custo |he sera cobrado.
Caso nao queira participar desta pesquisa nenhuma retaliagdo acontecera

contra vocé e seu tratamento e acompanhamento continuardo normalmente.



Eu, , prontuario

, RG , dou minha permissao para a

utilizacdo do bloco de parafina da pega da bidpsia do tumor (Melanoma)
para o preparo de novas laminas de estudo histopatoldgico, para a aplicagéo
da técnica da pesquisa em questao, inclusive dou minha permissao para que
estas laminas sejam levadas para fora do pais para as leituras da pesquisa.
Declaro também que foi explicado em palavras simples para o meu
entendimento.

Fortaleza, / /

Assinatura do Paciente

Assinatura do Responsavel (se paciente menor de 18 anos )

Assinatura da Testemunha

Assinatura do Médico Aplicador do TCLE



Apéndice 4 - Carta de Esclarecimento de uso de Material Histopatoldgico
Para Novo Projeto Perfil da Mutacdo de Braf E NRAS em Melanomas
Cuténeos Tratados no Hospital Haroldo Juacaba - Instituto do Céancer do

Ceara

Pesquisador: MARCIO RIBEIRO STUDART DA FONSECA
ORIENTADOR: Prof. Dr. RONALDO DE ALBUQUERQUE RIBEIRO
CO-ORIENTADOR: Profa Dra DEYSI VIVIANA TENAZOA WONG

Por meio desta carta vocé paciente esta sendo convidado a participar de um
novo projeto de pesquisa no Hospital Haroldo Juagaba do Instituto do
Cancer do Ceara e Universidade Federal do Ceara. Esta nova pesquisa a
ser realizada pelo mesmo pesquisador visa o estudo do perfil molecular dos
Melanomas de Pele de uma série de pacientes que foram tratados ou que
estejam em acompanhamento neste hospital. Da mesma forma que a
proposta do projeto anterior, * ESTUDO DA FLUORESCENCIA DA
MELANINA PELA TECNICA DE EXCITACAO POR DOIS FOTONS EM
MELANOMA DE PELE 7, esta pesquisa sera realizada utilizando-se apenas
o material de bidpsia colhido e guardado no Laboratério de Patologia do
Hospital Haroldo Juacaba do Instituto do Céancer do Ceara. Mais
precisamente, este estudo utilizara apenas as laminas e blocos de parafina
de bidpsia ja colhidos e guardados, referentes a seu tumor primario
(Melanoma) que ja foi excisado (retirado). Da mesma forma que o projeto de
pesquisa anterior, nenhum exame, retorno ou mesmo tratamento sera
necessario para esta pesquisa. Nenhum custo Ihe sera cobrado. Desta
forma, apenas as bidpsias ja realizadas ( e armazenadas no hospital ) serdo
utilizadas, garantindo sempre o sigilo (ndo identificagdo das pessoas
envolvidas no estudo) e a manutengao da integridade do bloco de parafina
para o caso de necessidade para revisao de laminas, ou seja, ainda estara
disponivel o seu bloco de parafina que continuara armazenado neste

hospital conforme legislagcéo prépria. Como vocé paciente ja havia nos dado



0 seu consentimento para a realizagdo do estudo anterior “ ESTUDO DA
FLUORESCENCIA DA MELANINA PELA TECNICA DE EXCITACAO POR
DOIS FOTONS EM MELANOMA DE PELE ” nés estamos lhe enviando esta
carta para que fique claro para vocé que sua biopsia estara sendo
reestudada. Caso vocé nao deseje participar desta nova pesquisa ficara
garantido sua resposta ao Hospital Haroldo Juacaba — Comité de Etica em
Pesquisa no endereco Rua Papi Jr. 1222, Bairro Rodolfo Tedfilo em
Fortaleza-CE, no telefone 32884400. Da mesma forma podera ser
encaminhada carta ao pesquisador Dr. Marcio Ribeiro Studart da Fonseca
para endereco Av Dom Luis 1233 sala 1210- Bairro Meireles em Fortaleza-
CE ou informando pelo telefone 85-34866469 no horario comercial. Caso
nao queira participar desta pesquisa nenhuma retaliagdo acontecera contra
vocé e seu tratamento e acompanhamento continuardo normalmente.
Fortaleza, 22 de janeiro de 2014

MARCIO RIBEIRO STUDART DA FONSECA



