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RESUMO

Campagnari M. Evolucao clinica do melanoma cutaneo em pacientes portadores
de polimorfismos selecionados em genes de reparo por excisao de nucleotideo.
Sao Paulo; 2013. [Dissertagdo de Mestrado-Fundac¢do Antonio Prudente].

O Melanoma Cutaneo € a principal causa de morte por doencas de pele e a sua
incidéncia estd aumentando com o passar dos anos. Exposi¢do a radiacdo ultravioleta
(UV) € classicamente associada como fator de risco para desenvolvimento de
melanomas. A atuagdo da radiagdo UV estd relacionada a sua a¢do genotdxica, quer
seja ela direta (UV-A) ou indireta (UV-B). O agravo genotoxico indireto é reparado
frequentemente pela chamada via de Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER).
Em um estudo prévio, realizado como uma parceria entre esta instituicdo e a
Universidade de Sao Paulo, foram genotipados polimorfismos selecionados em genes
de reparo por excis@do de nucleotideos em pacientes portadores de melanoma,
incluindo pacientes do Hospital A.C. Camargo. Neste estudo atual, avaliamos o
impacto destes polimorfismos nos pacientes, analisando a evolugdo clinica do
melanoma. Foram avaliados 127 prontudrios de pacientes do Hospital A.C. Camargo,
portadores de melanoma cutaneo e nao portadores de xeroderma pigmentoso, em sua
maioria, diagnosticados entre 2004 e 2006, que foram genotipados no estudo prévio
citado. Seis pacientes foram excluidos por falta de dados nos prontudrios. Os
resultados demostraram que alelos raros do polimorfismo do XPA G/A, no modelo
dicotomizado recessivo, foram relacionados ao aparecimento mais precoce do
melanoma (45,55 anos =*12,2). No modelo dicotomizado dominante deste
polimorfismo, a presenca do alelo raro foi relacionada ao crescimento vertical do
tumor. O alelo raro também foi relacionado a fatores de pior prognéstico da doenga
como: indice de Breslow entre 1,5 e 4mm e a presenca de ulceragdo. Para os
polimorfismos do XPC PAT+ e C/A, o alelo raro ndo foi associado ao subtipo
histolégico extensivo superficial e no polimorfismo do XPC Lys939Gln, a presenca
do alelo raro foi relacionada a outros subtipos do melanoma, diferentes daquele mais

comum, o extensivo superficial. Para o polimorfismo do XPC C/A, o alelo raro foi



relacionado ao IM=0, no modelo dicotomizado dominante. Para o polimorfismo XPC
PAT+, o alelo raro foi relacionado a um estddio inicial da doenca (I) ao diagndstico,
também no modelo dicotomizado dominante. Por outro lado, a presenca dos alelos
raros de XPC C/A e de XPG Aspl104His foi relacionada a um estadiamento mais
avancado ao diagndstico da doenca (estadio III). A presenga de pelo menos um alelo
raro do polimorfismo XPG Aspl104His, foi associado a presenca de melanoma em
individuos do sexo masculino. A andlise dos haplétipos do gene XPC (C/A,
Lys939GIn e PAT+), demonstrou que ha desequilibrio de ligacdo e a presenca do
haplétipo CCA destes polimorfismos foi relacionada a presenca de tumores de
orgdos internos, enquanto a presenca do haplétipo AAT foi relacionada a presenca de
regressao tumoral no melanoma. Os resultados demonstram que, a presenga de
polimorfismos em genes de reparo por excisao de nucleotideos, pode estar associada
a presenca de fatores de pior progndstico do melanoma como: Breslow maior que
Imm, crescimento vertical do tumor, presenga de ulceracdo, idade mais precoce de
aparecimento da doencga e estddios mais avancados ao diagndstico. Novos estudos
sobre a associa¢do destes polimorfismos e a evolucdo do melanoma devem ser

realizados para confirmacao destes resultados.



SUMMARY

Campagnari M. [Clinic evolution of the cutaneous melanoma in patients with
selected polymorphism in nucleotide excision repair genes]. Sdo Paulo; 2013.

[Dissertacao de Mestrado-Fundacdo Antonio Prudente].

The cutaneous melanoma is the main cause of death among skin cancers and its
incidence is increasing along the years. The exposure to ultraviolet radiation (UV) is
classically associated as a risk factor for the development of melanomas. The role of
UV radiation is linked to its genotoxic action, which may cause direct (UV-A) or
indirect (UV-B) damage to the DNA. An indirect damage is frequently repaired by
the nucleotide excision repair pathway (NER). In a previous study, done as
partnership between A.C. Camargo Hospital and Universidade de Sao Paulo (USP),
selected polymorphisms in the nucleotide excision repair genes were genotyped in
patients with melanoma, including patients from A.C. Camargo Hospital. In this
present study, we evaluate the impact of these polymorphisms by analyzing the clinic
evolution of the melanoma. One hundred twenty seven medical records of patients
with melanoma and without xeroderma pigmentoso of the A.C. Camargo Hospital
were analyzed, the majority of then was diagnosed between 2004 and 2006 and they
had already been genotyped in the referred study. Six patients were excluded because
of lack of information on the medical records. The results showed that the
polymorphism XPA C/A, in the recessive dichotomized model, the rare allele was
related to the diagnosis of the melanoma in an earlier age (45 + 12.2). In the
dominant dichotomized model of this polymorphism, the presence of the rare allele
was related to a vertical growth of the tumor. The rare allele was also related to
worse prognostic factors as: Breslow between 1.5 and 4mm and the presence of
ulceration. For the polymorphisms in XPC PAT+ and C/A, the presence of the rare
allele was not associated to the superficial spreading histologic subtype melanoma
and for the XPC Lys939GlIn, the presence of the rare allele was related to other
histologic subtypes, different from the most common one - the superficial spreading

melanoma. For the polymorphism XPC C/A, the rare allele was also related to



Mitotic Rate equals zero, in the dominant dichotomized model. For the
polymorphism XPC PAT+, in the dominant dichotomized model, the rare allele was
related to an initial stage (I) of the melanoma at the moment of the diagnosis. On the
other hand, the presence of rare alleles of XPC C/A and XPG Aspl104His, was
related to a stage III, at the moment of the diagnosis. The presence of at least one rare
allele of the polymorphism XPG Aspl104His was associated to the presence of
melanomas in males. The analysis of the haplotypes of the gene XPC (C/A, PAT+
and Lys939GIn), showed that there is linkage disequilibrium and the presence of the
haplotype CCA was related to the diagnosis of internal organs tumors, while the
presence of the haplotype AAT was related to the presence of tumor regression (in
melanoma). Results showed that the presence of polymorphisms in the nucleotide
excision repair genes may be associated to worse prognostic factors of the melanoma
as: Breslow >Imm, presence of ulceration, disease appearance at an earlier age and
more advanced stage at the moment of the diagnosis. More research about the
association of these polymorphisms and melanoma evolution must be done to

confirm these results.
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1  INTRODUCAO

1.1 O MELANOMA CUTANEO

O melanoma cutineo é um tumor de origem neuroectodérmica, formado a
partir dos melandcitos. Estas células promovem a sintese de melanina, em resposta a
exposicdo aos raios ultravioletas (UV). E a principal causa de morte por doencas de
pele e corresponde a 4% dos tumores cutaneos (MILLER e MIHM 2006).

Desde 1960, a taxa de mortalidade pelo melanoma vem aumentando em cerca
de 2% ao ano e em 2010 foi estimado que 8.700 americanos morreriam devido a este
tumor (RIGEL 2010). Segundo o Instituto Nacional de Cancer-INCA, a estimativa de
novos casos de melanoma em Sdo Paulo para ano de 2012 foi de 5,58/100.000 em
homens e 5,59/100.000 em mulheres (Ministério da Saude 2011).

O desenvolvimento do melanoma cutineo estd associado a fatores de risco
como: idade acima de 50 anos, exposi¢do solar (principalmente aquela intermitente e
intensa), histéria familial, historia de queimadura solar (principalmente na infincia),
presenca de nevos displdsicos ou atipicos, nimero de nevos, presenca de sarda, além
de pele, cabelos e olhos claros (GILCHREST et al. 1999; LANDI et al. 2001;
BACCARELLI et al. 2004).

O melanoma cutdneo pode surgir a partir de uma lesdo pigmentada
preexistente ou da pele normal e apresenta duas fases de crescimento:

1) Radial: lesao plana, de comportamento mais benigno;

2) Vertical: lesdo infiltrativa, com pior progndstico.



Na primeira fase de crescimento a chance de metdstase € pequena, j4 na

segunda fase as células tumorais invadem progressivamente a membrana basal da

epiderme e planos mais profundos, aumentando o risco de metdstases (Figura 1).
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Figura 1 - Progressio do Melanoma Cutineo. Proliferagdo anormal de melandcitos,

supostamente em resposta aos raios ultravioletas e formagdo de nevo benigno ou atipico (primeira e

segunda fases). Na terceira fase, apresenta o melanoma com crescimento radial (RGP- radial growth

phase), com crescimento intraepitelial e ja4 na quarta fase, o crescimento vertical (VGP- vertical

growth phase), com invasdo da derme e evoluindo com metdstase (quinta fase). Diversas mutagdes

espontineas nos genes CDKN2A, CDK4, BRAF, PTEN e TP53 foram associadas ao melanoma.

Alguns estudos também demonstraram que modulacdes epigenéticas, como metilagcdes e modifica¢do

de histona, podem alterar a expressdo de genes e estar associado ao inicio e progressdao do melanoma.
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Alguns subtipos clinicos do melanoma foram descritos:

Expansivo ou extensivo superficial: o mais comum (70%). Ocorre
principalmente em tronco € membros inferiores € em individuos entre a 4* e
5* décadas de vida. E uma lesdo plana com crescimento horizontal,
eventualmente pode ter uma 4rea de ulceracdo ou nodular, indicando maior
poder metastdtico (CLARK et al. 1969).

Nodular: segundo mais comum (15 a 30%). Ocorre principalmente em
individuos do sexo masculino, entre a 5% e 6* décadas de vida. Apresenta-se
como um nédulo ou papula, j4 na fase de crescimento vertical (CLARK et al.
1969).

Acrolentiginoso: ocorre principalmente em individuos nio caucasianos,
preferencialmente nas regides palmar, plantar e leitos ungueais. Ndo estd
relacionado a exposi¢do solar (REED 1976).

Lentigo maligno melanoma: apresenta crescimento lento e é precedido de
lesdo pré-maligna em 4reas cronicamente expostas ao Sol. E pouco frequente
(5%) e ocorre principalmente em individuos entre a 6* e 7* décadas de vida. E
o que apresenta melhor progndstico (CLARK et al. 1969).

Outros subtipos mais raros:

Desmoplasico: este subtipo de melanoma apresenta-se como um nddulo
firme, semelhante a uma cicatriz. Metade dos casos deste tipo de melanoma &
pigmentada. Ocorrem mais frequentemente em cabeca e pescogo, mas
também podem acometer mucosas (CONLEY et al. 1971; MAGRO et al.

2006).



6) Spitzéide: o melanoma spitzéide € geralmente nodular e amelandtico.
Assemelha-se a outras lesdes cutdneas como: hemangiomas, granulomas
piogénicos ou carcinomas basocelulares. Menos comumente estas lesdes sao
pigmentadas com variacao de cor. Podem ocorrer em criancas, mas ocorrem
mais frequentemente em adultos. Cabeca e pescoco e extremidades sdo os
locais mais comuns de aparecimento da lesdo (REED et al. 1975; KAMINO

2009).

1.2 ESTADIAMENTO DO MELANOMA

O Indice de Breslow, reportado pela primeira vez pelo patologista Alexander
Breslow, em 1970, determina a espessura do tumor, medindo-se verticalmente a
lesio em milimetros e é fundamental para o estadiamento, determinacdo do
tratamento e prognoéstico da doenca (Figuras 2 e 3).

O estadiamento do melanoma € feito a partir da classificacao T, N e M, sendo
T a espessura do tumor (Breslow); N a presenca de linfonodos locais comprometidos,
metédstase em transito ou satelitoses € M a existéncia de metdstases em Orgdos e

linfonodal ou cutinea a distancia, de acordo com a: American Joint Committee on

Cancer (AJCC) (Quadros 1 a 4) (EDGE et al. 2010)



Quadro 1 - Classificagao T

Tl <ou=1,0mm a - sem ulceracdo e mitoses < 1/mm?
b - com ulcerag@o ou mitoses > ou = a I mm?
T2 1,01 — 2,0mm a - sem ulceracdo
b - com ulceracio
T3 2,01 -40 a - sem ulceracdo
b - com ulceracao
T4 >4,0mm a - sem ulceracdo
b - com ulceracao

Quadro 2 - Classificagdo N

NO

N1

1 linfonodo

sem evidéncias de linfonodos

comprometidos

a — micrometastases

b — macrometastases

N2

2 a 3 linfonodos

a — micrometastases
b — macrometastases
C - metastases em transito ou
satelitoses, sem linfonodos

metastaticos

N3

4 ou mais linfonodos ou combinac¢do de metdstases em transito ou

satelitoses e linfonodos metastaticos




Quadro 3 - Classificagdo M

MO Sem evidéncia de metastase a distincia | Nivel sérico DHL: NA

Mla metastases cutineas, subcutidneas ou | Nivel sérico DHL normal

linfonodais a distancia

MIlb metdstases pulmonares Nivel sérico de DHL normal

Milc metastases viscerais ou em outros locais | Nivel sérico de DHL elevado

DHL.: desidrogenase lactica; NA: ndo aplicdvel.

Quadro 4 - Estadiamento

0 Tis NO MO
IA Tla NO MO
IB T1b NO MO
T2a NO MO
A T2b NO MO
T3a NO MO
1B T3b NO MO
T4a NO MO
IIC T4b NO MO
I qq T NI ou + MO
v qq T qq N M1 ou +

Is: in situ, qq: qualquer
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Fonte: Adaptado de BALCH et al. (2009).
Figura 2 - Curvas de sobrevida do AJCC comparando as diferentes categorias de

“T” (curva A). Associacdo com sobrevida nos estidios I e II do melanoma (curva B). Comparacio

dos diferentes “Ns” do estadio III (curva C) e comparag@o dos grupos do estadio III (curva D).
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Fonte: Adaptado de BALCH et al. (2009).

Figura 3 - Curvas de sobrevida de 7.635 pacientes com melanoma com metastase a

distiancia. Sendo curva A o local da metdstase a distAncia e B, niveis séricos de desidrogenase lactica

(LDH). SQ= subcutaneo.



1.3 REPARO DE DNA POR EXCISAO DE NUCLEOTIDEOS (NER)

A pele é constantemente exposta a agentes carcinogénicos, como os raios UV.
A radiacdo UV pode ser dividida em UVC, que € absorvida pela camada de ozonio;
UVA que € a mais abundante (cerca de 90%) e UVB, que corresponde a 10% e € a
mais nociva. Os raios UVA causam lesdo direta em uma das fitas do DNA, gerando
radicais livres e danos oxidativos, j4 a absorcdo dos raios UVB lesa 0 DNA por meio
da formagdo de fotoprodutos 6-4 e dimeros de pirimidina, que provocam distor¢des
em sua dupla hélice (GONCALVES et al. 2011). Além dos dimeros serem
produzidos em maior quantidade em relagdo aos fotoprodutos 6-4 (3:1), provocam
menor distorcdo da dupla hélice do DNA e desta maneira sdo mais dificilmente
reconhecidos pelas proteinas responsaveis pelo reparo (SUGASAWA et al. 2005;
FRANCISCO 2007). Para exemplificar, uma hora de exposi¢do solar gera
aproximadamente 80.000 lesdes por célula da pele humana (MULLAART et al.
1990). Quando estes fotoprodutos ou dimeros nao sao removidos, podem induzir a
mutacdes no DNA e consequentemente ao desenvolvimento de cancer de pele,
incluindo o melanoma (BALCH et al. 2004; AFAQ et al. 2005; LI et al. 2006). A
via de reparo de danos no DNA por excisdo de nucleotideos ou simplesmente, via de
reparo por excisdo de nucleotideos (NER) € responsdvel pelo reparo destas lesdes
que causam distor¢cdes na hélice do DNA, sejam induzidas por agentes internos ou
externos. Sua deficiéncia pode aumentar o risco de desenvolvimento de cancer de
pele, ainda mais quando associado ao avanco da idade, devido ao tempo de

exposicao aos raios UV e a outros fatores carcinogénicos, como o enfraquecimento



das defesas contra exposicao solar como, por exemplo, a diminuicao da espessura da
pele (YAAR e GILCHREST 2001; LI et al. 2006; MELIS et al. 2011).

A via NER funciona por meio de duas etapas principais:

1) Reconhecimento da lesdo, incisdo e liberacao do nucleotideo alterado

2) Preenchimento do “gap” através de polimerizacdo e ligacdo do DNA

(BLANKENBURG et al. 2005a).

Mais de 30 proteinas fazem parte da via de reparo por excisao de nucleotideos
e sdo responsdveis pela elimina¢do de distor¢des na hélice do DNA, causadas por
agentes internos ou externos. Oito tipos diferentes de genes dos grupos
complementares XP, foram identificados e fazem parte desta via: ERCCI, XPA,
XPB/ERCC3, XPC, XPD/ERCC2, XPE, XPF/ERCC4 e XPG/ERCCS5, sendo cada um
responsavel por etapas distintas do processo (LI et al. 2006). O reparo por excisdo de
nucleotideos é dividido em duas subvias, que iniciam de maneira diferente, mas apés
o reconhecimento do dano ao DNA, ocorrem da mesma maneira (MELIS et al.
2011). As subvias sd@o chamadas de Reparo do Genoma Global (GGR-NER), que
reconhece e remove danos ao longo de todo o genoma e Reparo Acoplado a
Transcricdo (TCR-NER), que remove danos presentes em genes transcricionalmente
ativos (MELIS et al. 2011). A subvia GGR-NER ¢ considerada mais lenta e menos
eficiente que a subvia TCR-NER, contudo é capaz de remover rapidamente danos
causados pelos fotoprodutos 6-4 (GARINIS et al. 2006; MELIS et al. 2011). J4 a
subvia TCR-NER ¢ iniciada quando ha bloqueio da transcri¢do e € considerada uma
via mais ripida e eficiente (MELIS et al. 2011). Para a subvia GGR-NER,
primeiramente os produtos dos genes XPC e XPE sdo responsdveis pelo

reconhecimento das lesdes ao DNA, através das dreas de distor¢des da hélice do
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DNA (NISHI et al. 2005; MELIS et al. 2011). A proteina XPC faz parte de um
complexo multiprotéico XPC/ HR23B /Centrina 2, sendo HR23B e Centrina 2
responsaveis pela estabilizacio do XPC, inibindo sua ubiquitinacdo e subsequente
degradacdo pelo proteossomo 26S (NISHI et al. 2005). O produto do gene XPE, a
subunidade DDB2, é a menor parte da proteina UV-Damaged DNA Binding (UV-
DDB), que ainda contém uma subunidade maior, a DDB1 (FITCH et al. 2003;
MELIS et al. 2011). A afinidade de ligacdo da proteina XPC ao DNA parece ser em
areas onde hd maiores distorcoes da hélice do DNA (aquelas causadas pelos
fotoprodutos), ja as lesdes causadas pelos dimeros de pirimidina, que causam
minimas distor¢cdes da hélice, sdo reconhecidas de maneira mais efetiva pela proteina
UV-DDB (FITCH et al. 2003; MELIS et al. 2011). A presenga da proteina UV-DDB,
aumenta a afinidade do XPC a estas dreas de menores distor¢cdes do DNA (TANG et
al. 2000; MELIS et al. 2011). J& para a subvia TCR-NER, o inicio se dd apds o
bloqueio da transcricao pela RNA polimerase II, devido a presenca de dano ao DNA
e entdo duas proteinas, a CSA (Cockaine Syndrome A) e CSB (Cockaine Syndrome
B), que sdo parte dos complexos associados a RNA polimerase II, entram no
processo (SUNESEN et al. 2002). A fun¢do da proteina CSA ainda precisa ser
elucidada, mas a CSB parece ser responsédvel pelo deslocamento da RNA polimerase
II, para o inicio do processo de reparo (MELIS et al. 2011). A seguir, nas duas
subvias, ocorre o recrutamento do fator de transcri¢do IIH (TFIIH), que contém duas
enzimas helicases: XPB e XPD e entdo, as duas subvias se unem em uma s via
(MILLIKAN et al. 2006; LI et al. 2006; MELIS et al. 2011). Ocorre entao, a abertura
da hélice, separando o DNA em duas fitas simples (LI et al. 2006). O produto do

gene XPA € responsdvel pela verificagdo do local da lesdo e age juntamente com o
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complexo RPA (Replication Protein A), na organizacdo do maquindrio de reparo ao
redor da lesdo (MELIS et al. 2011). As proteinas XPA e RPA também parecem estar
envolvidas na protecao da drea da fita onde ndo ha dano e levam a abertura completa
da drea que deverd ser reparada (HERMANSON-MILLER e TURCHI 2002; MELIS
et al. 2011). Neste momento duas enzimas responsaveis pela incisdo do DNA entram
no processo: o complexo XPF e ERCCI, que cliva a extremidade 5°da fita e XPG
que faz o mesmo pela extremidade 3~ (LI et al. 2006; MILLIKAN et al. 2006).

Posteriormente o “gap” € preenchido por sintese e ligacdo (MILLIKAN et al. 2006)

(Figura 4).
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Fonte: Adaptado de MELIS et al. (2011).

Figura 4 - Esquema da via de reparo de DNA por excisdo de nucleotideos (NER).
Ocorre o dano ao DNA, que é reconhecido pelas proteinas desta via, hd a abertura da dupla fita de
DNA e incisdo da parte danificada. Finalmente sdo realizadas sintese e ligacdo do DNA para
preenchimento do “gap” e reparo da fita do DNA. Em vermelho estdo representados os produtos

codificados pelos genes selecionados para este estudo.



12

Os danos oxidativos e a quebra simples da fita de DNA sao reparados pela via
de reparo por excisdo de base (BER). Foi demonstrado que a modulacdo da via BER
altera a sensibilidade da célula aos raios UVA, mas nio ao UVB (IBARROLA-
VILLAVA et al. 2011). Em adi¢do aos genes das via de reparo do DNA, outros
produtos génicos estdo envolvidos no reconhecimento de danos ao DNA induzidos
pelos raios UV e por danos oxidativos espontaneos. Portanto, mutacdes nestes genes
como CDKN2A e CDK4, envolvidos no melanoma familial, muta¢des do BRAF e do
TP53 também aumentam a suscetibilidade ao melanoma (POVEY et al. 2007).

Algumas sindromes foram relacionadas aos genes de reparo por excisido de
nucleotideos, as mais conhecidas sdo: xeroderma pigmentoso (XP), sindrome de
Cockaine e tricotiodistrofia (MELIS et al. 2011). A tricodistrofia é causada por
mutacdes em genes relacionados ao TFIIH (XPB, XPD e TTDA) e no gene TTDNI,
cuja funcdo ainda é desconhecida (FAGHRI et al. 2008). Nesta sindrome ocorre
fotossensibilidade, cabelos frageis, ictiose, baixa estatura, deficiéncia intelectual e
baixa fertilidade (FAGHRI et al. 2008). J4 a Sindrome de Cockaine é caracterizada
por mutacdes nos genes CSA (20%) e CSB (80%) levando a inumeras alteracdes
como: caquexia, envelhecimento precoce, baixa estatura, deméncia, alteracdes
visuais e auditivas, fotossensibilidade e predisposi¢cdo ao cancer de pele, neuropatias,
osteopenia, entre outras (RAPIN et al. 2006).

O XP € uma doenga autossdmica recessiva, caracterizada pela deficiéncia em
diferentes etapas da via NER e leva ao grande aumento da suscetibilidade ao cancer
de pele (cerca de 1000 vezes mais do que em individuos normais, segundo
BLANKENBURG et al. 2005a; LI et al. 2006) e em individuos menores de 20 anos

ha um aumento da incidéncia de cancer ndo melanoma em 10.000 vezes e em 2.000
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vezes para melanoma (BRADFORD et al. 2011). A deficiéncia na via NER ¢
causada por mutagdes patogénicas nos grupos complementares XP, do XPA a XPG
(em 50% dos casos as mutagdes ocorrem nos genes XPA e XPC) e tendo ainda um
grupo variante XPV, no qual a mutacdo ocorre em um gene que codifica a
polimerase-n (ETA), responsavel pela replicacdio do DNA danificado (MASUTANI
et al. 1999; NELSON et al. 2005; LI et al. 2006). Esta doenga atinge 1:250.000
individuos nos Estados Unidos da América e 1:40.000 no Japao (MELIS et al. 2011).
A idade média de aparecimento do primeiro cancer de pele € aos oito anos e esta
doenca esta associada também a anomalias oculares, problemas neurolégicos e a um
risco aumentado em 10 a 20 vezes para o desenvolvimento de tumores em Orgaos
internos (MELIS et al. 2011). A degeneracdo neurolégica pode ocorrer em 20% dos
pacientes com XP, principalmente naqueles pacientes cujas mutagdes estao nos genes
XPA, XPB, XPD e XPG (CLEAVER et al. 2009). Pacientes com mutac¢des nos genes
XPC e XPE, que s6 fazem parte da subvia GGR-NER, sofrem menos lesdes causadas
pelos raios UV, comparados aqueles que tém mutagdes em outros genes do grupo
complementar XP (MELIS et al. 2011).

Os polimorfismos sdo variacdes na sequéncia do DNA que ocorrem de
maneira constante na populacio (acima de 1%) e ao contrdrio das mutacdes, que sao
raras, ndo podem ocasionar patologias debilitantes, mas podem aumentar a
suscetibilidade do individuo a certas doencas. Os SNPs, do inglés Single Nucleotide
Polymorphism, sdo polimorfismos em que ocorre variacdo de uma udnica base na

sequéncia do DNA.
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1.3.1 Polimorfismos em genes de reparo a danos em nucleotideos e seu
envolvimento em cancer

O gene ERCCI estd mapeado em 19q13.3 e codifica um produto que forma
um complexo com a proteina XPF, e atua na incisdo da extremidade 5°do DNA
danificado. Esta pode ser uma parte critica do processo de reparo apds o dano da fita
do DNA e a alteracdo deste complexo pode gerar mutagénese e instabilidade
genomica (POVEY et al. 2007).

Um estudo realizado por GAO et al. (2013), demonstrou que ha desequilibrio
de ligacdo entre o polimorfismo ERCCI 500 C/T (rs11615) e outros dois
polimorfismos deste gene (ERCCI C/G- 153212950 e ERCC1 G/C- rs3212948). Em
comparacdo ao polimorfismo C/T isolado, o haplétipo composto pelos trés SNPs
(ERCCI CIT, C/G e G/C), foi mais frequente em caucasianos com melanoma do que
em caucasianos saudaveis (p=0,0034) ou afroamericanos (p<0,001).

O termo haplétipo € utilizado para descrever uma combinagdo particular de
alelos ao longo do cromossomo. Pacientes portadores de certos alelos polimérficos
frequentemente carregam também outros alelos variantes que se encontram em locais
vizinhos no cromossomo e isto é chamado de desequilibrio de ligacao (International
Hapmap Consortium 2005). O tamanho do bloco de desequilibrio de ligagdo é um
assunto controverso: algumas simulagdes em computadores e pesquisas empiricas
sugerem que o desequilibrio de ligacdo se estende por apenas alguns kilobases (kb),
enquanto outros estudos sugerem que pode ser maior do que 100kb (REICH et al.
2001).

O produto do gene XPA atua no inicio da via NER para o reconhecimento do

dano na fita do DNA, abertura completa da fita e protecao da parte ndo danificada do
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DNA. Um estudo realizado por MILLER et al. (2006), que analisou o polimorfismo
XPA G/A, demonstrou que em gendtipos contendo o alelo A (alelo raro), a
frequéncia de carcinomas basocelulares (CBC) e espinocelulares (CEC), era menor.
Neste mesmo estudo, os autores associaram o polimorfismo com histéria de
queimaduras solares e demonstraram aumento do risco para CBC entre aqueles
pacientes com histéria de queimaduras solares e gendtipo GG (alelos selvagens).
Segundo os autores uma explicacdo possivel para os resultados seria que os
queratindcitos possuem alta taxa de apoptose em resposta ao dano do DNA,
portadores do alelo A teriam menor eficiéncia de reparo e consequentemente, maior
dano, levando a apoptose da célula. FRANCISCO (2007) estudou a associacdo de
XPA -4 G/A e risco de melanoma, porém nao encontrou nenhuma associacao. Uma
meta-andlise realizada por LIU et al. (2012), avaliou SNPs no gene XPA como
fatores de risco para diversos tumores. Os autores concluiram que o polimorfismo
XPA G/A possui uma baixa penetrincia, contudo foram observadas associagdes
estatisticamente significativas com o cancer colorretal; modelo dicotomizado
dominante GG + AG vs. AA e com o cincer de cabeca e pesco¢o, no modelo
dicotomizado recessivo.

O gene XPC foi mapeado em 3p25 e polimorfismos ou SNPs, neste gene
podem diminuir a eficicia na via NER, levando ao aumento da suscetibilidade ao
cancer. (NELSON et al. 2005; LI et al. 2006). Existem polimorfismos comuns no
gene XPC tais como: substituicdo de Lisina (Lys) por Glutamina (Gln), na posicao
939 do exon 15 (Lys939GlIn) (rs2228001) e inser¢do de 83 bases AT no intron 9
(PAT+) (NELSON et al. 2005). O polimorfismo do gene XPC PAT+ ndo ¢é

classificado como SNP, mas como polimorfismo do tipo inser¢do/delecdo (in/del).
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SHEN et al. (2001), demonstraram que o polimorfismo PAT+, estd associado ao
risco aumentado de carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo. O polimorfismo
do XPC Lys939GIn, parece estar associado ao cincer de bexiga em uma populagdo
da Suécia (SANYAL et al. 2004). Em adic@o, um estudo na Alemanha, realizado por
BLANKENBURG et al. (2005b), avaliou a presenga de trés tipos de polimorfismos
no gene XPC: PAT+; substituicio de citosina por adenina (C/A- rs2279017) e
Lys939GIn (rs2228001) e observou uma associacdo com o aumento do risco para
melanoma quando ajustado para fatores como idade, tipo de pele e nimero de nevos.
FRANCISCO (2007) encontrou aumento do risco de desenvolvimento do melanoma
em homozigotos dos polimorfismos: XPC PAT+, XPC -4 C/A e XPC Lys939GlIn.
Um estudo realizado na China por ZHU et al. (2010), demonstrou que pacientes que
apresentavam os genétipos C/C e C/A no intron 11 do gene XPC, obtiveram melhor
resposta ao tratamento quimioterdpico em relacdo aos pacientes com gendétipo A/A.
Portanto, os autores observaram que as variantes polimérficas no XPC C/A poderiam
alterar a sensibilidade de pacientes portadores de cancer de pulmdo (ndo pequenas
células) a quimioterapia com Vinorelbina e Cisplatina.
Outro estudo realizado por GONCALVES et al. (2011), observou que pacientes
portadores do haplétipo XPC completo, ou seja, pacientes que apresentavam
simultaneamente as trés variantes raras dos polimorfismos de XPC j4 citados acima,
apresentavam maior risco para desenvolvimento de melanoma do que aqueles que
possuiam isoladamente apenas um tipo de polimorfismo.

Os polimorfismos do gene XPD (localizado no cromossomo 19q13.3) mais
frequentes em caucasianos sdo: substituicdo de Aspartato por Asparagina, na posicao

312, no exon 10 (Asp312Asn; rs 13181) e substituicdo de Lisina por Glutamina, na
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posicdo 751 no exon 23 (Lys751Gln; rs 13181) (BENHAMOU e SARASIN 2002; LI
et al. 2006). Estes polimorfismos também estdo associados a uma diminuicdo no
reparo do DNA em lesdes causadas pelos raios UV, o que pode acarretar aumento do
risco de cancer com o envelhecimento (DYBDAHL et al. 1999). Em estudo realizado
por BACCARELLI et al. (2004), observou-se que os polimorfismos do XPD
aumentaram o risco para melanoma em pacientes com idade maior de 50 anos e
portadores do SNP Asp312Asn, em pacientes com auséncia de nevos displasicos,
mas portadores do SNP Lys751GIn e naqueles com pouca capacidade de
bronzeamento e portadores dos dois SNPs: 312Asn e 751GIn. Em estudo realizado
no Texas, por LI et al. (2006), foi encontrado aumento do risco para melanoma
cutaneo, associado a variantes polimoérficas do XPD 751Gln e do XPD 312Asn,
quando comparadas com 751Lys/Lys e 312Asp/Asp respectivamente. Neste mesmo
trabalho foram investigados os polimorfismos do XPC: substituicio de Alanina por
Valina (Ala499Val; rs 2228000) e substituicao de Lisina por Glutamina (Lys939Gln)
e do XPG: substituicao de Histidina por Aspartato (His1104Asp; rs 17655), mas ndo
foi encontrado associagdo com aumento do risco para melanoma.

O polimorfismo mais estudado do gene XPG, localizado no cromossomo
13g22, € a substituicio de guanina por adenina (G/A), que leva a troca dos
aminodcidos Aspartato por Histidina, na posicdo 1104 (Aspl104His; rs17655).
BLANKENBURG et al. (2005b), ndo identificaram associagdes entre este
polimorfismo e o aumento do risco de melanoma. J& FRANCISCO (2007),
demonstrou que este polimorfismo exerce um efeito protetor.

Em relacdo ao gene XPF, SHI et al. (2012), realizaram uma meta-anélise para

estudar a associacdo entre os polimorfismos mais comuns do XPF e risco para
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cancer. Os polimorfismos estudados em XPF foram: Argd4l15GIn, exon 8
(rs1800067), Ser835Ser, exon 11 (rs1799801), Ser662Pro, exonl0 (rs2020955) e
C/G, intron 1(rs744154). Os autores ndao acharam associacdo entre os polimorfismos
estudados e aumento do risco para cancer, mas acharam associa¢do entre a variante
genotipica CC do polimorfismo Ser835Ser e a redug¢do do risco para cancer em
caucasianos, em comparacdo com o gendtipo TT (selvagem). Segundo os autores, 0s
individuos com genétipo CC apresentaram maiores niveis de transcri¢do de XPF do

que os demais genotipos.

1.3.2 Polimorfismos em genes de reparo a danos e evolucao clinica do
melanoma

Os estudos apresentados demonstraram resultados contraditérios quanto ao
risco para desenvolvimento de melanomas. Uma vez estabelecido, o melanoma pode
ter uma evolugdo boa ou ruim. A busca por marcadores moleculares que possam ser
indicadores de uma melhor ou pior evolugdo clinica da doenca é essencial para o
manejo dos pacientes. Polimorfismos em genes de reparo a danos no DNA, além de
influenciar a suscetibilidade, podem potencialmente alterar a progressdo e a
sobrevida em pacientes com melanoma. LIU et al. (2005) avaliaram o impacto dos
SNPs XPD Lys751Gln e ERCCI C/T e identificaram uma associacdo entre a
variante rara de ERCCI e sobrevida global (p = 0.04). Outro estudo, em uma
populacdo alema, SCHRAMA et al. (2011) identificaram os SNPs XPD Lys751Gln e
XPG Aspl104His como fatores progndsticos independentes para a evolug¢do do
melanoma. Os autores revelaram que o genétipo raro XPG HisHis foi

significativamente associado com diminuicdo de sobrevida. A taxa de sobrevida apds
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cinco anos foi de 55% para pacientes com este genétipo, comparados com 82% de
pacientes com o genotipo XPG AspAsp. Ja para o XPD, o modelo hazard ratio (HR)
revelou o significante impacto do genétipo raro XPD GInGIn com pior progndstico
(HR = 2,2) comparado com pacientes com genétipo selvagem XPD LysLys (P <
0,01). LI et al. (2013), analisaram 1.042 casos de melanoma e encontraram fatores
preditivos do progndstico do melanoma associado aos seguintes SNPs: XPE
(rs28720291), XPG (rs4150314); XPC (1s2470458) e XPD (rs50871). Estes
polimorfismos foram associados ao aumento do risco de morte por melanoma,

baseado em um seguimento de 3 anos.
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2 JUSTIFICATIVA

Individuos que apresentam SNPs ou outros polimorfismos em genes de
reparo da via NER (grupos complementares XP) podem ter aumento da
suscetibilidade ao cancer e também alteracdo da progressdo do melanoma e
diminui¢do da sobrevida, como demonstrado nos estudos acima citados. Foi entao,
avaliado o risco de desenvolvimento de melanomas em individuos nao portadores de
XP em estudo prévio realizado em colaboragdo com o Hospital A.C. Camargo
(FRANCISCO 2007). Foram genotipados 412 pacientes, sendo 202 casos de
melanoma (dos quais 127 eram pacientes do Hospital A.C. Camargo). Estes
pacientes tiveram, em sua maioria, diagndstico de melanoma entre 2004 e 2006. Este
estudo verificou os fatores associados ao melanoma na populagdo brasileira,
relacionando fatores ambientais e polimorfismos dos genes de reparo do DNA. De
acordo com os dados obtidos neste estudo prévio, polimorfismos em genes dos
grupos XP aumentam o risco do desenvolvimento para melanoma em um grupo de
pacientes brasileiros com ascendéncia europeia. Uma vez que dados sobre a
associacdo de fatores genéticos e evolugao clinica do melanoma sao ainda escassos
na literatura, esses polimorfismos tornam-se bons candidatos para avaliacdo quanto a
evolucdo e sobrevida neste tipo de cancer. Entre os polimorfismos avaliados, foram
selecionadas as seguintes variantes em genes dos grupos XP para associacdo com
dados de evolucao clinica:

e FERCCI:C/T,nocodon 118 (rs11615)

e XPA: G/A, no nucleotideo -4 (regido S’UTR) (rs1800975)
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e XPC: C/A, nointron 11(rs2279017)
PAT +, no intron 9 (in/del) (rs72163318)
Lys939Gln no exon 15 (rs2228001)

e XPG: Aspl104His (rs17655)

2.1 SELECAO DOS POLIMORFISMOS ESTUDADOS

Em estudos populacionais de base epidemiolégica, o tamanho das amostras
deve ser o suficiente para proporcionar um intervalo de confianca de no minimo 95%
e um odds ratio (OR). Para o estudo realizado previamente por FRANCISCO (2007)
foi necessério calcular a estimativa da frequéncia dos polimorfismos a ser estudados.
Para isto, foi plotado um gréafico do tamanho populacional esperado em func¢do da
frequéncia de determinado polimorfismo, onde o odds ratio foi estimado em
isolinhas logaritmicas (Figura 5). Através do gréfico, ficou demonstrado que a
escolha de polimorfismos que apresentassem frequéncia populacional entre 20 e 45%
poderia, caso tivessem associagdo positiva com melanoma, apresentar um odds ratio
de no minimo 1,75, baseando-se na estimativa de 210 casos. Posteriormente foram
levantadas na literatura as variantes alélicas de genes de reparo no DNA que
estivessem dentro desta faixa de frequéncia em populacdes caucasianas. Desta
maneira, os seis polimorfismos em genes de reparo por excisdo de nucleotideos

citados anteriormente, foram selecionados.
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Figura 5 - Gréfico logaritmico representando o tamanho populacional necessério
para um determinado odds ratio com 95% de intervalo de confiancga (isolinhas) em

funcdo da frequéncia alélica dos polimorfismos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi identificar marcadores genéticos com valor

progndstico em pacientes com melanoma.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Observar a evolugdo clinica da doenga nos pacientes portadores de melanoma
e associar com os polimorfismos dos genes ERCCI, XPA, XPC e XPG;
2) Analisar a associag¢do entre os haplétipos compostos pelos polimorfismos de

XPC e as variaveis clinicas estudadas.
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4  MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 127 prontudrios de pacientes do Hospital A.C. Camargo,
portadores de melanoma cutdneo e ndo portadores de XP, diagnosticados em sua
maioria, entre 2004 e 2006 e que foram genotipados no estudo prévio acima citado,

na Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP).

41 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para o estudo realizado por FRANCISCO (2007), do qual os pacientes deste
estudo atual também fizeram parte, os critérios de inclusdao para o grupo de casos
foram: pacientes com idade entre 19 e 79 anos, com diagndstico recente de
melanoma cutdneo (com confirmacdo por exame andtomo-patoldgico), validos a
partir do ano de 2004, atendidos nos hospitais integrantes do estudo (Hospital
A.C.Camargo, Hospital das Clinicas - FMUSP e Instituto Brasileiro de Controle do
Cancer). Os pacientes deveriam residir hd mais de seis meses na regido metropolitana
de Sao Paulo. Foram excluidos os pacientes com xeroderma pigmentoso ou com
melanoma em dreas ndo expostas ao sol.

Para o estudo atual os critérios de inclusdo foram: pacientes com melanoma
diagnosticado entre 2004 e 2006 no Hospital A.C. Camargo, que nio eram
portadores de XP e que fizeram parte do estudo prévio (FRANCISCO 2007). Foram
excluidos do estudo aqueles pacientes cujos dados nos prontudrios eram

insuficientes.
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4.2 ANALISE DOS PRONTUARIOS

Para a andlise dos prontudrios foi montado um protocolo, no qual foram
considerados os seguintes aspectos:

e data do diagndstico;

¢ idade do paciente ao diagndstico;

¢ local do melanoma;

e exame anatomo-patolégico da lesdo;

e estadiamento ao diagndstico;

e tratamento realizado;

e presenca ou nao de recidiva;

e data da recidiva;

¢ tipo de recidiva: metdstases locorregionais ou a distancia;

¢ realizagcdo ou ndo de quimioterapia;

¢ tipo de quimioterapia;

e estado atual do paciente;

e diagndstico de outros tumores de pele;

e diagndstico de tumores primdrios em outros 6rgaos.

O modelo do protocolo utilizado para a andlise dos prontudrios dos pacientes

com melanoma apresenta-se no Anexo 1.
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43 EXTRACAO DO DNA

Como citado acima, a extracdo do DNA e genotipagem foram realizadas no
laboratério do Grupo de Adesdo Celular e Céancer na Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (FMUSP), em estudo prévio (FRANCISCO 2007).

A coleta de sangue foi realizada através de tubos selados a contendo EDTA,
para evitar coagulacdo. Uma aliquota de 4 mL de sangue periférico, foi encaminhado
ao laboratorio para extracdo do DNA a partir dos leucdcitos.

A amostra foi transferida para um tubo Falcon com solug¢do de lise de
hemacias (NH4CO3; 1mM; NH4Cl 114mM; H,O ultra-pura g.s.p. 1000mL). A solu¢do
foi mantida em geladeira por 30 minutos e a seguir os tubos foram centrifugados por
15 minutos a 300rpm, descartando-se o sobrenadante.

A seguir, realizou-se a lise dos leucdcitos, através da adi¢do de solugdo de lise
(NaCl 4M; Tris-HCI 10 mM; EDTA 0,5 M pHS8,0 e H,O ultra-pura g.s.p. 100ml);
48uL. de SDS 10% e 50uL de Proteinase K (100pg/mL). A solucao foi transferida
para banho seco e mantida a 37°C por 16 horas. Em seguida as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 300 rpm. O sobrenadante, contendo o DNA foi
transferido para um tubo Eppendorf autoclavado. Adicionou-se dois volumes de
etanol absoluto gelado, sendo o tudo invertido diversas vezes, até se observar a
precipitacdo do DNA.

O DNA precipitado foi retirado com auxilio de uma ponteira plastica e
transferido para um microtubo contendo ImL de etanol 70%, para entdo ser
centrifugado por 5 minutos a 6000rpm. Desprezou-se o etanol, deixando o tubo secar

a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em TE (400uL). A concentracdo
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do DNA foi calculada em ng/ulL através de espectrofotdmetro (GeneQuant-

Amersham Biosciences).

44 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

O método escolhido foi a Reagdo em cadeia da Polimerase, do inglés: PCR-
Polymerase Chain Reaction, seguida de digestdo por enzima de restri¢do (do ingl€s,
RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphism). Por meio desta metodologia foi
possivel amplificar uma determinada regido do DNA, utilizando-se iniciadores
(primers) especificos. Entdo, o amplicon (resultante da reacao da PCR) foi submetido
a digestdo enzimdtica. Cada enzima reconhece uma sequéncia de nucleotideos
especifica. De acordo com o alelo de cada polimorfismo, foi possivel identificar os
genotipos (gel de agarose) dos individuos, observando os fragmentos de DNA apos a
reacdo enzimdtica. As reacdes de PCR foram realizadas com os reagentes, nas
seguintes concentracdes finais: 1X tampdo da enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen), 1,5 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTP Mix, 0,3 mM de Primer Foward,
0,3 mM de Primer Reverse, 1U enzima Taqg DNA polimerase, amostras de DNA com
concentracdo entre 100 a 200 ng e dgua ultrapura estéril em volume suficiente para
completar 20puL. Estas condi¢cdes foram vdlidas para a amplificacdo de ERCCI C/T,
XPC C/A, XPC PAT+, XPC Lys939GIn, XPG Aspl1104His. Para a amplificacdo de
XPA G/A, foram utilizados de 1mM de MgCl, e 0,2 mM de iniciadores e 2,5% de
DMSO.

As amostras foram amplificadas no termociclador (PCR System 9700-

Applied Biosystem), onde as condi¢des de reagdo foram otimizadas para: 1 ciclo de
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94°C por 5 minutos para desnaturacdo completa do DNA, seguido de 40 ciclos de
30s a 94°C, 30s de temperatura de anelamento dos iniciadores e 30s a 72°C para
amplificacdo da sequéncia alvo. Apds o término dos 40 ciclos foi realizada uma
extensdo final de 5 minutos a 72°C.

Para a observacdo dos amplicons, as amostras foram submetidas a
eletroforese (1h a 120V) em gel de agarose 1,5%, ja corado previamente com
brometo.

O gel foi transferido para transiluminador sob luz UV e em seguida
fotografado utilizando-se o equipamento Image Master (Pharmacia Biotech),
disponivel no laboratério de Oncologia Experimental do Grupo de Adesao Celular e
Cancer, da FMUSP. Todos os géis continham um marcador de peso molecular 100pb
(pares de base) (Invitrogen) para confirmagdo da amplificagdo de fragmento com
tamanho esperado para determinado gene.

Exceto para a identificacdo do polimorfismo XPC PAT (no qual a reacdo foi
alelo especifica, onde tamanhos diferentes de amplicons -diferenca de 83pb-
indicavam diferentes gendtipos), as amostras foram submetidas a reacdo de digestao
enzimatica, utilizando-se lug do produto amplificado, 1X tampdo da enzima a ser
utilizada, 1U da enzima especifica para cada polimorfismo e dgua ultrapura estéril na
quantidade suficiente para completar 10ul. de reacdo. A reacdo de digestdo
enzimatica foi realizada em banho seco, por cerca de 2 horas, onde a temperatura
variou de acordo com a ideal para cada enzima (Quadro 5). Apds o término da
reacdo, o produto obtido foi observado em gel de agarose 1,5% corado com brometo
de etidio e submetido a eletroforese por cerca de 1h a 120V. Em seguida o gel foi

visualizado e fotografado. A genotipagem das amostras foi anotada de acordo com o
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padrao de restri¢ao obtido e previamente determinado. Um marcador molecular de
100pb (Invitrogen) também foi utilizado em todos os géis de agarose para
confirmacdo dos tamanhos dos fragmentos. Todos os sets de restricoes foram
acompanhados pela restricao de DNA de fago A (Invitrogen) como controle positivo

do funcionamento da enzima.



Quadro 5 - Relacio dos genes e dos respectivos SNPs (a temperatura de anelamento utilizada, o tipo de enzima -RFLP- e o tamanho

esperado em pares de bases (pb) das bandas para cada genétipo).

Gene Primers 5°-3° Temp °C RFLP Tamanho esperado (pb)
F- GAGGTGCAAGAAGAGGTGGA CcC CT
ERCCI C/IT 59 BsrDI TT 128/80
R- GCAGAGCTCACCTGAGGAAC 208 208/128/80
F- TCAGAAAGGCCGGTCGGT GA
XPA G/A 58 Msp 1 GG 109/96 AA 139/96
R- CTGGCGCAGCATCAGTGC 139/109/36
F- AAATGACCTGGGCCTGTTTG
XPC C/A 63 Faul CC 160/43 CA 203/160/43 AA 203
R- GGCAGGAAGAGGTACACATTC
F - TAGCACCCAGCAGTCAAAG (+/+)
XPC PAT+ 56 (-/-) 266 (+/-) 344/266
R - TGTGAATGTGCTTAATGCTG 344
XPC F- GGAGGTGGACTCTCTTCTGATG GInGln
58 Pvull LysLys 765 | LysGln 765/585/180
Lys939GIn R- TAGATCCAAGCAGATGACC 585/180
F- GACCTGCCTCTCAGAATCATC AspAsp AspHis HisHis
XPG Aspl1104His 59 Nla 11
R- CCTCGCACGTCTTAGTTTCC 272 272/227/45 227/45

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism, F: forward; R: reverse; pb: pares de base

30
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5  ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e os gendtipos foram calculados por contagem de
alelos e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado por meio de teste do y°.

Foram realizados quatro tipos diferentes de andlises: considerando-se os trés
genotipos estudados isolados (homozigotos selvagens, heterozigotos e homozigotos
raros), Andlise Dicotomizada Dominante, considerando-se um grupo com a auséncia
do alelo raro (homozigotos selvagens) e um com a presenga do alelo raro
(heterozigotos + homozigotos raro), Anélise Dicotomizada Recessiva, considerando-
se um grupo com a presenga do alelo selvagem (homozigotos selvagens +
heterozigotos) € um com a auséncia do alelo selvagem (homozigotos raros) e Anélise
de Alelos, considerando-se o alelo selvagem e o alelo raro independentemente.

Para verificar se houve diferenca na média de idade entre os diferentes
grupos, inicialmente foi realizado o teste de normalidade (Shapiro-Wilk). Como a
varidvel dependente idade obedeceu a normalidade, foram utilizados testes
paramétricos. O teste ANOVA de uma via foi utilizado na comparac¢do da média de
idade entre genétipos e o teste t-Student foi utilizado para as andlises com grupos de
Gendtipos Dicotomizados Dominante e Recessivo e Alelos.

O teste do y * foi utilizado para verificar se houve diferenca de sexo entre os
diferentes grupos estudados para todas as andlises. Além disso, este teste também foi
utilizado para verificar associagdes entre os genotipos/alelos e os seguintes dados
clinicos (local de acometimento, tipo histoldgico, classificacio de Clark,

classificacdo de Breslow, tipo de crescimento, indice mitético (IM), ulceragao,
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regressao, satelitose, estadiamento, linfadenectomia, presenca de outros tumores de
pele, presenca de tumores internos e pesquisa de linfonodo sentinela).

Foram calculados os residuos ajustados para cada frequéncia genotipica a fim
de confirmar aquelas que apresentaram diferencgas significativas (foram considerados
significantes, os valores de residuos ajustados maiores que 2,0 e menores que -2,0).

O desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos foi calculado usando o
software Haploview (BARRETT et al. 2005), calculando-se o parametro D”. Foram
estimadas as frequéncias dos haplétipos pelo algoritmo EM (Expectation-
Maximixation). O teste do y* foi utilizado para comparar a frequéncia de cada
haplétipo entre afetados e ndo afetados pelas varidveis clinicas estudadas.

Foram realizados modelos de regressdo logistica univariada utilizando as
varidveis clinicas como varidvel dependente e os genétipo/alelos associados como
variaveis independentes.

A andlise de sobrevivéncia utilizou o método de Kaplan-Meier, com obten¢do
de curvas de sobrevivéncia. As curvas foram comparadas mediante a realizacdo do
teste log-rank Mantel-Cox. Essa andlise utilizou como eventos a morte (sobrevida
global) e recidiva da doenca (sobrevida livre de doenca).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS®

18.0 e a hipdtese nula foi rejeitada com valores de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISE DESCRITIVA DOS DADOS CLINICOS

Foram analisados 127 prontudrios de pacientes do Hospital A.C. Camargo,
portadores de melanoma, com diagndstico entre 2004 e 2006 (em um paciente, o
diagnéstico foi em 2002 e em dois, em 2003). Seis pacientes foram excluidos, pelo
fato dos prontudrios nao apresentarem os dados necessarios para o estudo.

Dentre os 121 pacientes incluidos no estudo, 60 (49,6%) eram do sexo
feminino e 61 (50,4%) do sexo masculino. A média de idade dos pacientes foi de
49,39 anos, sendo 0 mais jovem com 14 anos e o mais velho com 78 anos.

Quanto a localizacao dos melanomas, 52,9% foram observados em membros;
29,7% no tronco, 12,4% em regiao de cabeca e pescoco e 5% em mais de um local

(ndo necessariamente sincronicos) (Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia da localizacdo anatomica dos melanomas

Local N Frequéncia (%)
Membros 64 52,9

Tronco 36 29,7

Cabeca e pescoco 15 12,4

Mais de um local 6 5,0

N: nimero de pacientes

Quanto aos achados histopatologicos: 74,4% eram do tipo extensivo

superficial; 9,92% do tipo indeterminado; 4,95% in situ; 4,13% do tipo spitzdide;
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3,3% do tipo nodular; 1,65% do tipo lentigo maligno melanoma e 1,65% do tipo
desmoplésico.

Em relacdo ao Breslow, a média da espessura tumoral foi de 0,69mm, sendo o
menor valor 0,2mm e o maior, 6,8mm. Quarenta e sete por cento dos pacientes
apresentaram Breslow menor do que 0,75mm, 19% entre 0,75 e 1,5mm, 24% entre
1,5 e 4mm e 3,3% maior do que 4mm. Os melanomas in sifu, somaram 6,6% e nestes

pacientes o Breslow nao foi calculado (ndo classificavel) (Figura 6).

M in situ m<0,75mm W0,75a 1,50mm m 1,50 a 4,0mm W= 4mm

Figura 6 - Frequéncia de pacientes com melanoma segundo a espessura tumoral

(Breslow).

J4a em relagdo ao Clark: 47,1% dos pacientes tinham Clark III; 23,2% Clark
II; 17,4% Clark IV; 5,8% Clark indeterminado; 4,9% in situ e 1,6% Clark V.

Quanto ao tipo de crescimento 67,8% apresentaram crescimento vertical;
17,3% crescimento radial e 14,9% indeterminado.

Em relacdo ao IM: 43,6% dos pacientes tiveram IM igual a zero e 56,4%

tinham IM maior do que zero (Tabela 2).
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Tabela 2 - Frequéncia do Indice Mitético (IM)

M N Frequéncia (%)
0 45 43,6
>0 58 56,4

IM: Indice Mitético; N: nimero de pacientes

Quanto a presenca ou nao de regressao: 75,2% tinham presenca de regressao
negativa; 11,6% indeterminado e 13,2% positiva.
Ja quanto a presenca ou ndo de ulceracdo: 81% negativa; 4,13% nao

determinada, 7,4% positiva e 6,6% nao classificavel, pelo fato de serem melanomas

in situ (Figura 7).

mCom ulceragdo  mSem ulceragdo  m Ndo classificavel Ndo determinado

Figura 7 - Grifico demonstrando a frequéncia de pacientes com ou sem a presenca

de ulceracdao do melanoma.

Foi avaliado o estadiamento dos pacientes no momento do diagnéstico sendo:
6,6% estadio 0 (zero); 63% estadio I (IA e IB); 28% estadio II (IIA, 1IB, IIC); 2,4%

estadio III (IIIA, IIIB, IIIC) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Frequéncia do estadiamento dos pacientes ao diagndstico

Estadio N Frequéncia (%)
0 8 6,6
I 76 63
II 34 28
III 3 2,4

N: nimero de pacientes

Todos os pacientes foram submetidos a ampliagdo das margens cirtrgicas do
melanoma. Ja a pesquisa de linfonodo sentinela foi realizada em 63 pacientes
(52,07%), sendo que sete pacientes (11,1%), tiveram o linfonodo sentinela positivo,
realizando-se entdo, o esvaziamento linfonodal da regido acometida. Em um paciente
foi optado pelo esvaziamento linfonodal sem a pesquisa do linfonodo sentinela.

Foram observadas doze (9,9%) recidivas apds tratamento cirtrgico do
melanoma, sendo cinco linfonodais; oito a distincia e uma metastase em transito
(alguns pacientes apresentaram mais de um tipo de recidiva). As metéstases
observadas foram: pulmonar (quatro pacientes); hepdtica (trés pacientes); cerebral
(dois pacientes), 6ssea (trés pacientes), tecido celular subcutaneo (dois pacientes),
mamas (um paciente), retal (um paciente). Quanto ao tratamento apds a recidiva:
dois pacientes foram submetidos a radioterapia; seis pacientes a quimioterapia; trés
realizaram linfadenectomia e um paciente realizou exérese cirtirgica de nddulo
pulmonar.

Em relacdo ao estado atual dos pacientes, 73,6% estdo vivos sem doencga;

16,5% indeterminado; 5% foram a 6bito pelo melanoma; 2,5% estdo vivos com
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metdstases de melanoma; 0,8% foram a 6bito por cancer de mama; 0,8% foram a

6bito por cancer de pulmao; 0,8% foram a 6bito por cancer de préstata (Tabela 4).

Tabela 4 - Frequéncia do estado atual dos pacientes

Estado atual N Frequéncia (%)
Vivo sem doenca 89 73,6

Vivo com doenca 3 2.5

Obito por melanoma 6 5,0

Obito cancer pulmao 1 0,8

Obito cancer mama 1 0.8

Obito cancer prostata 1 0,8
Indeterminado 20 16,5

N: nimero de pacientes

Quanto ao desenvolvimento de outros tumores de pele: 56,2% nao tiveram
outro cancer de pele; 19% tiveram carcinoma basocelular ou espinocelular; 10,8%
tiveram nevos atipicos; 3,3% tiveram outro melanoma, 1,6% tiveram CBC + nevos
atipicos, 0,8% tiveram outro melanoma + nevos atipicos, 0,8% outros tumores de
pele e 7,5% indeterminado.

Oito pacientes (6,6%) apresentaram tumores em Orgaos internos.

6.2 ANALISE DOS POLIMORFISMOS

O gendtipo mais frequente em homozigose rara foi o de ERCCI, com
frequéncia de 32,3% nos pacientes com melanoma, seguido por XPA, XPC C/A e

XPC PAT+, com 24,79%. Ja o gene que apresentou menor frequéncia de
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homozigotos raros foi o XPG, com 6,61%. Levando-se em consideracdo o Modelo
Dicotomizado Dominante, a frequéncia de homozigotos raros + heterozigotos mais
frequente foi de 74,38% para o gene XPA G/A. Os segundos mais prevalentes foram
o XPC C/A e o ERCCI, com 71,9%. Ja o menos frequente foi o de XPG, com
frequéncia de 47,93%.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado para avaliar se a frequéncia
genotipica dos genes estudados foi constante. Todos os polimorfismos dos genes
estudados estavam em equilibrio, exceto para XPC PAT+ e ERCCI, cujos alelos

raros apareceram em 56% e 44%, respectivamente, na populagcdo estudada. (Tabela

5).

Tabela 5 - Nimero de individuos para cada gendétipo, frequéncias genotipicas e alélicas e
resultado do teste y° (Equilibrio de Hardy Weinberg)

Gene Genétipo N Frequéncia (%) 1\(/[,2 )F H-W (Xz) H-W (p)

CC 34 28,09

ERCCI CIT CT 48 39,67 0,52 5,098 0,02%*
TT 39 32,23
G/G 31 25,62

XPA G/A G/A 60 49,59 0,50 0,008 0,92
A/A 30 24,79
CcC 34 28,10

XPC C/A CA 57 47,11 0,48 0,391 0,53
AA 30 24,79
/- 45 37,19

XPC PAT+ -/+ 46 38,02 0,44 6,279 0,01%*
+/+ 30 24,79
LysLys 39 32,23

XPC Lys939GIn LysGln 54 44,63 0,45 1,210 0,27
LysGln 28 23,14
XPG Asp/Asp 63 52,07

Asp1104His Asp/His 50 41,32 0,27 0,210 0,65

His/His 8 6,61

N: nimero de pacientes; MAF: Minor allele frequency (frequéncia do alelo raro); H-W: Equilibrio de

Hardy-Weinberg; * p<0,05
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6.3 ANALISE DOS POLIMORFISMOS ESTUDADOS VERSUS

VARIAVEIS CLINICAS

6.3.1 Comparaciao da média de idade entre os diferentes genétipos

O objetivo desta andlise foi avaliar se a média de idade ao diagndstico variou
entre os diferentes gendtipos. De acordo com os resultados, quando os trés genétipos
foram considerados, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as
médias de idade para estes gendtipos (homozigoto selvagem, heterozigoto e
homozigoto raro) para os polimorfismos estudados (ANOVA; p> 0,05).

Para os Modelos Dicotomizados, apenas para o polimorfismo XPA G/A,
Modelo Dicotomizado Recessivo (homozigotos selvagens + heterozigotos versus
homozigotos raros) houve diferenca estatisticamente significativa (teste t; p=0,046).
Os pacientes portadores da variante rara apresentaram média de idade de diagndstico
menor (45,55 anos, +£12,2), comparados aos portadores dos alelos selvagens +
heterozigotos (51,16 anos, £13,1). A Tabela 6 e as Figuras 8-10 apresentam as
médias de idade = desvio padrdo (DP), separadas por gendtipos para todos os

polimorfismos estudados.



Tabela 6 — Médias de idade + desvio padrao, separadas por genétipos para os polimorfismos estudados

Média de idade em Dicotomizado

Média de idade em Dicotomizado

Média de idade em Média de idade Média de idade Dominante — anos (+DP) Recessivo — anos (+DP)
. homozigotos . em homozigotos -
Polimorfismo em heterozigotos . . Homozigotos .
selvagens — anos raros — anos Homozigotos Heterozigotos + Homozigotos
— anos (tDP) . selvagens +
(£DP) (xDP) selvagens Homozigotos raros . raros
Heterozigotos
ERCCI1 49,56 (£14,4) 50,70 (£12,1) 48,95 (+13,6) 4991 (£12,7) 4991 (£12,7) 50,22 (£13,3) 48,95 (+13,6)
XPA G/A 52,00 (£13,0) 50,73 (£13,4) 45,55 (+12,6) 52,00 (£12,7) 49,04 (£13,3) 51,16 (x13,1) 45,55 (£12,2)*
XPC C/A 49,33 (+12,9) 50,19 (£12,0) 49,60 (+15,7) 49,33 (+12,9) 49,99 (+13,3) 49,88 (+12,3) 49,60 (+15,7)
XPC PAT+ 47,70 (£13,8) 50,78 (¥12,1) 51,47 (£13,9) 47,70 (£13,8) 51,03 (£12,7) 49,26 (+13,0) 51,47 (£13,9)
XPC Lys939GLn 48,63 (£12,5) 50,30 (£13,5) 50,46 (£15,7) 48,63 (+12.,5) 50,35 (£13,5) 49,60 (+13,0) 50,46 (£13,8)
XPG Aspl1104His 52,02 (+13,4) 47,39 (£12,8) 47,25 (£13,3) 52,02 (x13,4) 47,37 (£12,6) 49,99 (£13,3) 47,25 (£12,3)

DP: desvio padrio, *p<0,05

40
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m homozigotos selvagens  mheterozigotos  m homozigotos raros

0o 1T T 1T o0 2 I I o |

|

20,0

10,0

0,0 -~
ERCC1C/T XPA G/A XPC C/A XPC PAT+  XPC Lys939GIn XPGAsp1104His

Figura 8 - Gréifico mostrando as médias de idade para cada gendtipo dos

polimorfismos estudados. As barras de erro representam o desvio padrao.

W homozigotos selvagens W heterozigotos + homozigotos raros

oo LT 1 T LT LT ]

20,0

10,0

0,0 - T
ERCC1C/T XPA G/A XPC C/A XPC PAT+  XPC Lys939GIn XPGAsp1104His

Figura 9 - Grifico mostrando as médias de idade para cada genétipo no Modelo

Dicotomizado Dominante. As barras de erro representam o desvio-padrio.
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m homozigotos selvagens + heterozigotos ~ m homozigotos raros
20,0

70,0

30,0 +

20,0

10,0 +

0,0 -

ERCC1C/T XPA G/A XPC C/A XPC PAT+  XPC Lys939GIn XPGAsp1104His

Figura 10 - Grafico mostrando as médias de idade para cada genétipo no Modelo

Dicotomizado Recessivo. As barras de erro representam o desvio-padrado; * p<0,05.

64 COMPARACAO DA FREQUENCIA DOS GENOTIPOS ENTRE

OS DIFERENTES GENEROS

Foi realizado o teste )/ para avaliar se houve diferenca na frequéncia dos
gendtipos entre os géneros.

De acordo com os resultados, houve uma associacdo entre sexo € O
polimorfismo do gene XPG Asp1104His, no Modelo Dicotomizado Dominante. Foi
observado que portadores do genétipo heterozigoto + homozigoto raro apresentaram

uma maior prevaléncia de pacientes do sexo masculino (60,3%) (teste )(2 ; p=0,036).
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6.5 ASSOCIACAO DOS POLIMORFISMOS COM DADOS DE

EVOLUCAO CLINICA DA DOENCA

As varidveis clinicas avaliadas foram: localizacdo do tumor, subtipo
histolégico, niveis de Clark e Breslow, tipo de crescimento, presenga de ulceracdo ou
regressao, IM, presenca de satelitose, estadiamento ao diagndstico, necessidade de
pesquisa de linfonodo sentinela, necessidade de linfadenectomia, presenca de outros
tumores de pele e presenca de tumores primdrios em 6rgaos internos. Os resultados

serdo apresentados separadamente para cada polimorfismo estudado.

6.5.1 ERCCIC/T
Em relacio a este polimorfismo, nenhuma diferenca estatisticamente

significativa foi encontrada em relac@o aos dados clinicos.

6.5.2 XPA G/A

Observou- se diferenca estatisticamente significativa entre o polimorfismo
XPA G/A e o tipo de crescimento, de modo que, pacientes portadores do gendtipo
homozigoto selvagem tiveram maior frequéncia de melanoma com crescimento
radial (52,4%) do que vertical (teste }(2; p=0,041) (Tabela 7). Este resultado também
foi encontrado para o Modelo Dicotomizado Dominante que demonstrou que
portadores do gendtipo homozigoto selvagem apresentaram mais melanoma com
crescimento radial (52,4%) e, por outro lado, pacientes com presenca do alelo raro
(heterozigotos + homozigotos raros), apresentaram mais crescimento vertical do

tumor (76,8%) (teste ;(2; p=0,009) (Tabela 8).
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Tabela 7 — Resultado da associac@o entre os gen6tipos do polimorfismo XPA G/A e
Crescimento.

Genétipo N (%)
Variavel GG AG AA P
Radial 11 (52,4) 7 (33,3) 3(14,3)
Crescimento 0,041
Vertical 19 (23,2) 42 (51,2) 21 (25,6)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

Tabela 8 — Resultado da associacdo entre os genétipos (Modelo Dicotomizado
Dominante) do polimorfismo XPA G/A e Crescimento.

Modelo Dicotomizado Dominante N (%)

Variavel GG AG+AA p
Radial 11 (52,4) 10 (47,6)
Crescimento 0,009
Vertical 19 (23,2) 63 (76,8)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

6.5.3 XPC C/A

O polimorfismo do XPC C/A foi associado ao IM, de modo que, observamos
uma maior frequéncia de pacientes heterozigotos (63,6%) com IM igual a zero, do
que IM>0 e maior frequéncia dos homozigotos selvagens (37,5%) com IM>0 do que
IM=0 (teste ;(2; p=0,041) (Tabela 9). Para o Modelo Dicotomizado Dominante,
pacientes heterozigotos + homozigotos raros apresentaram maior frequéncia (81,1%)
de IM igual a zero em comparacdo com IM>0 (teste 7 p=0,035) (Tabela 10). Para o
Modelo Dicotomizado Recessivo, encontramos associagdo com o tipo histolégico, no
qual portadores do alelo selvagem (homozigotos selvagens + heterozigotos)
apresentavam maior frequéncia (80%) de subtipo histolégico extensivo superficial

quando comparado com outros subtipos (teste )(2; p=0,04) (Tabela 11).
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Tabela 9 — Resultado da associacdo entre os gendtipos do polimorfismo XPC C/A e
Indice Mitético.

Genétipo N (%)
Variavel CC CA AA p
. 0,0 8 (18,2) 28 (63,6) 8 (18,2)
Indice Mitético 0,041
>0,0 21 (37,5) 22 (39,3) 13 (23,2)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

Tabela 10 - Resultado da associagdo entre os genétipos (Modelo Dicotomizado
Dominante) do polimorfismo XPC C/A e Indice Mitético.

Modelo Dicotomizado Dominante N (%)

Variavel CC CA+AA p
; 0,0 8 (18,2) 36 (81,3)
Indice Mitético 0,035
>0,0 21 (37,5) 35 (62,5)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

Tabela 11 — Resultado da associa¢do entre os gendtipos (Modelo Dicotomizado
Recessivo) do polimorfismo XPC C/A e Tipo Histoldgico.

Modelo Dicotomizado Recessivo N (%)

Variavel CC+CA AA p
Subtipo Extensivo Superficial 72 (80,0) 18 (20,0)
0,040
Histologico Outros 13 (59,1) 9 (40,9)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

6.54 XPCPAT+

O polimorfismo do gene XPC PAT+ foi associado ao subtipo histologico, de
maneira que, no Modelo Dicotomizado Recessivo, os pacientes homozigotos
selvagens + heterozigotos apresentaram maior frequéncia de crescimento extensivo

superficial (80%) do que outros subtipos histolégicos (59,1%) (teste ;(2; p=0,040)
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(Tabela 12).

Este polimorfismo também foi associado ao estadiamento. Quando
comparados os gendtipos isoladamente, os homozigotos selvagens apresentaram
maior frequéncia de estadios Il e III (51,4%) do que estadio I, enquanto que a maior
parte dos heterozigotos (46,1%) apresentou estadio I (teste ;(2; p=0,039) (Tabela 13).
Ja no Modelo Dicotomizado Dominante, foi observado que dentre os pacientes
heterozigotos + homozigotos raros, a maior parte (71,1%) apresentou estadio I,

quando comparados aos estadios II e III (teste 7 p=0,02) (Tabela 14).

Tabela 12 — Resultado da associa¢do entre os gendtipos (Modelo Dicotomizado
Recessivo) do polimorfismo XPC PAT+ e Tipo Histoldgico.

Modelo Dicotomizado Recessivo N (%)

Variavel (/<) + (-/+) +/+ P
Subtipo Extensivo Superficial 72 (80,0) 18 (20,0)
0,040
Histologico Outros 13 (59,1) 9 (40,9)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

Tabela 13 — Resultado da associagdo entre os genétipos do polimorfismo XPC PAT+
e Estadiamento.

Genotipo N (%)
Variavel -/- -/+ +H+ p
| 22 (28,9) 35 (46,1) 19 (25,0)
Estadiamento 0,039
TI+I11 19 (51,4) 9 (24,3) 9 (24,3)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.
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Tabela 14 — Resultado da associa¢do entre os gendtipos (Modelo Dicotomizado
Dominante) do polimorfismo XPC PAT+ e Estadiamento.

Modelo Dicotomizado Dominante N (%)

Variavel -/- (-/+) + (+/+) p
1 22 (28,9) 54 (71,1)
Estadiamento 0,020
II+I11 19 (51,4) 18 (48,6)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

6.5.5 XPC Lys939GIn

O polimorfismo do gene XPC Lys939GIn foi associado ao subtipo
histolégico. Observou-se que dentre os pacientes homozigotos raros, houve maior
frequéncia de subtipos histoldgicos diferentes do extensivo superficial (45,5%) em
compara¢do com o subtipo histolégico extensivo superficial (teste y*; p=0,020)

(Tabela 15).

Tabela 15 — Resultado da associacdo entre os gendtipos do polimorfismo XPC
Lys939GIn e Tipo Histolégico.

Genotipo N (%)

Variavel LysLys LysGIn GInGlIn p

Subtipo Extensivo Superficial 32 (35,6) 43 (47,8) 15 (16,7)
0,020
Histologico Outros 6 (27,3) 6 (27,3) 10 (45.5)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

6.5.6 XPG Aspl1104His
Em relacdo ao polimorfismo do gene XPG ndo houve nenhuma diferenca

estatisticamente significativa entre este polimorfismo e os dados clinicos avaliados.
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6.6 ASSOCIACAO ENTRE ALELOS E DADOS DE EVOLUCAO

CLINICA DA DOENCA

As mesmas andlises também foram realizadas buscando-se associacdes entre

as frequéncias alélicas e as varidveis clinicas estudadas.

6.6.1 ERCC1C/T
Para o polimorfismo ERCCI C/T ndao houve nenhuma diferenca

estatisticamente significativa entre os alelos e os dados clinicos avaliados.

6.6.2 XPA G/A

A andlise dos alelos do SNP do gene XPA G/A, demonstrou que houve
associacdo com o Breslow. Dentre os pacientes com alelos raros, houve maior
frequéncia (77,3%) de niveis de Breslow entre 1,5 ¢ 4mm do que outros niveis (teste
2, p=0,043) (Tabela 16). Houve também associacio com o tipo de crescimento
tumoral (radial ou vertical). Entre os pacientes com alelos selvagens, houve maior
frequéncia de crescimento radial (69%) do que vertical (teste ;(2; p=0,019) (Tabela
17). Dentre os pacientes com alelos raros, a maior parte (70%) apresentou ulceragao

positiva (teste °; p=0,04) (Tabela 18).
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Tabela 16 - Resultado da associac@o entre os alelos do polimorfismo XPA G/A e
Breslow.

Alelos N (%)
Variavel G A p
<1,00mm 85 (55,2) 69 (44,8)
1,00-1,50mm 24 (50,0) 24 (50,0)
Breslow 0,043
1,50-4,00mm 522,7) 17 (77,3)
>4,00mm 4 (50,0) 4 (50,0)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

Tabela 17 — Resultado da associagcdo entre os alelos do polimorfismo XPA G/A e
Crescimento.

Alelos N (%)
Variavel G A P
Radial 29 (69,0) 13 (31,0)
Crescimento 0,019
Vertical 80 (48,8) 84 (51,2)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

Tabela 18 — Resultado da associagcdo entre os alelos do polimorfismo XPA G/A e
Ulceracao.

Alelos N (%)
Variavel G A p
Negativa 106 (54,1) 90 (45,9)
Ulceracio 0,040
Positiva 6 (30,0) 14 (70,0)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

6.6.3 XPC C/A
A andlise dos alelos do polimorfismo de XPC C/A demonstrou que houve
associacdo com o local do melanoma. Dentre os pacientes com alelos selvagens, a

maior parte (60,5%) apresentou melanoma em membros, quando comparado a outras
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regides (teste z°; p= 0,036) (Tabela 19). Também houve associagdio com o
estadiamento, de modo que, dentre os pacientes com alelos raros, houve maior
frequéncia (83,3%) de estddios Il do que os demais estddios (teste ;(2; p=0,044)

(Tabela 20).

Tabela 19 - Resultado da associac@o entre os alelos do polimorfismo XPC C/A e
Localizacao.

Alelos N (%)
Variavel C A p
Face 11 (36,7) 19 (63,3)
Tronco 41 (47,7) 45 (39,5)
Localizacao 0,036
Membros 69 (60,5) 45 (39,5)
+ de 1 local 4 (33,3) 8 (66,7)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

Tabela 20 - Resultado da associac@o entre os alelos do polimorfismo XPC C/A e
Estadiamento.

Alelos N (%)
Variavel C A p
I 74 (48,7) 78 (51,3)
Estadiamento 11 42 (61,8) 26 (38,2) 0,044
11 1(16,7) 5(83,3)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

6.6.4 XPCPAT+
A andlise dos alelos do polimorfismo de XPC PAT+ demonstrou que houve

associacdo com o local do melanoma. O teste 7* demonstrou que, dentre os pacientes
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com o alelo selvagem, 66,7% apresentaram melanoma em membros (teste }(2;

p=0,007) (Tabela 21).

Tabela 21 — Resultado da associacdo entre os alelos do polimorfismo XPC PAT+ e
Localizacao.

Alelos N (%)
Variavel - + p
Face 12 (40,0) 18 (60,0)
Localizagdio Tronco 44 (51,2) 42 (48,8) 0.007
Membros 76 (66,7) 38 (33,3)
+ de 1 local 4 (33,3) 8 (66,7)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

6.6.5 XPC Lys939GIn

A andlise dos alelos do polimorfismo do gene XPC Lys939GIn demonstrou
haver associacdo com os subtipos histolégicos do melanoma, de maneira que, entre
os portadores de alelos selvagens, a maior parte (59,4%) apresentou subtipo
extensivo superficial em relagdo aos outros tipos histoldgicos (teste )(2; p=0,026)

(Tabela 22).

Tabela 22 - Resultado da associacdo entre os alelos do polimorfismo XPC
Lys939Gln e Tipo Histoldgico.

Alelos N (%)
Variavel Lys Gln p
Tipo Extensivo Superficial 107 (59.4) 73 (40,6) 0.026
Histolégico Qutros 18 (40,9) 26 (59,1)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.
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6.6.6 XPG Aspl1104His

Os alelos do polimorfismo do gene XPG Aspll04His apresentaram
associacdo com o estadiamento ao diagndstico. Dentre os pacientes portadores de
alelos selvagens, houve maior frequéncia (77%) de estddio I e menor frequéncia
(33,3%) de estadio III (teste ;(2; p=0,023). Dentre os pacientes com alelo raro, a

maior parte (66,7%) tinha estddio IIl em comparacao aos outros estadios (Tabela 23).

Tabela 23 - Resultado da associacdo entre os alelos do polimorfismo XPG
Asp1104His e Estadiamento.

Alelos N (%)
Variavel Asp His p
I 117 (77,0) 35 (23,0)
Estadiamento I 45 (66,2) 23 (33.,8) 0,023
I 2(33,3) 4 (66,7)

N: nimero de pacientes; p< 0,05.

6.7 MODELO DE REGRESSAO LOGISTICA UNIVARIADA -
ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE GENOTIPOS/ALELOS E

VARIAVEIS CLINICAS

Baseado nos resultados obtidos da andlise de qui quadrado, foi possivel
identificar gendtipos ou alelos associados com os dados de evolucdo clinica (p<0,05).
Assim, foram realizados modelos de regressdo logistica univariada utilizando as
varidveis clinicas como varidvel dependente e os genétipo/alelos associados como

varidveis independentes.
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Em relacdo ao tipo de crescimento tumoral, no Modelo Dicotomizado
Dominante, os heterozigotos + homozigotos raros do polimorfismo do XPA G/A
demonstraram ser fator de risco para o crescimento vertical (OR 3,474; 1,344 - 9,897
95% IC; p=0,011). O mesmo resultado foi encontrado em relacao ao alelo raro deste
mesmo polimorfismo que demonstrou ser fator risco para o crescimento vertical do
tumor (OR 2,342; 1,138 - 4,823 95% 1C; p=0,021).

Em relacdo ao IM, no Modelo Dicotomizado Dominante, os heterozigotos +
homozigotos raros do polimorfismo do XPC C/A demonstraram ser fator protetor
para o IM>0 (OR 0,370; 0,145 — 0,946 95% 1C; p=0,038).

Ja em relagdo ao Estadiamento, no Modelo Dicotomizado Dominante, os
heterozigotos + homozigotos raros do polimorfismo do XPC PAT+ demonstraram
ser fator protetor para o estadio II+III (OR 0,386; 0,171 - 0,870; p=0,022).

Em relacdo ao subtipo histolégico, no Modelo Dicotomizado Recessivo, os
homozigotos raros dos polimorfismos do XPC C/A, PAT+ e Lys939Gln,
demonstraram ser fatores de risco para outros subtipos histologicos (OR 2,769;
1,024 - 7,486 95% IC; p=0,045; OR 2,769; 1,024 - 7,486 95% IC; p=0,045; OR
3,556; 1,089 - 11,611 95% IC; p=0,036, respectivamente).

Ja em relacdo a ulceragdo, o alelo raro do polimorfismo XPA G/A demonstrou
ser fator de risco para a presenca de ulceracdo (OR 2,748; 1,014 - 7,446 95% IC;
p=0,047)

A Tabela 24 mostra os resultados da regressao logistica juntamente com o0s

valores de OR para cada gendtipo/alelo analisado.
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Tabela 24 - Resultado da regressdo logistica — modelo de associacdo entre varidveis
clinicas e os gendtipos/alelos analisados.

IC 95%
Variavel Modelo Polimorfismo p OR
Inferior Superior

XPA G/A(hetero) 0,025* 3,474 1,166 10,349

Genotipos
XPA G/A (homo raro) 0,053 4,053 0,980 16,757

Crescimento

MDD XPA G/A (hetero + homo raro) 0,011* 3,647 1,344 9,897
Alelo XPA G/A (alelo raro) 0,021* 2,342 1,138 4,823
XPC IV1l1(hetero) 0,017* 0,299 0,112 0,803

Geno6tipos
Indice Mitético XPC1V11 (homo raro) 0,433 0,619 0,187 2,054
MDD XPC1V11 (hetero + homo raro) 0,038* 0,370 0,145 0,946
XPC PAT+ (hetero) 0,013* 0,298 0,114 0,774

Genotipos
Estadiamento XPC PAT+ (homo raro) 0,240 0,548 0,201 1,495
MDD XPC PAT+ (hetero + homo raro)  0,022* 0,386 0,171 0,870
XPC 15 (hetero) 0,635 0,744 0,220 2,522

Geno6tipos
XPC 15 (homo raro) 0,036* 3,556 1,089 11,611
Subtipo MDR XPC PAT+ (homo raro) 0,045% 2,769 1,024 7,486

Histologico

MDR XPC 1V11 (homo raro) 0,045* 2,769 1,024 7,486
MDR XPC 15 (homo raro) 0,028* 2,117 1,083 4,140
Ulceracao Alelo XPA G/A (alelo raro) 0,047* 2,748 1,014 7,446

MDD: Modelo Dicotomizado Dominante; MDR: Modelo Dicotomizado Recessivo; IC: Intervalo de
Confianca; OR: Odds Ratio; *p<0,05
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6.8 ANALISE DA ASSOCIACAO DOS HAPLOTIPOS DO GENE

XpPC

Foi realizada andlise de haplétipos para verificar associacdo dos
polimorfismos de XPC Lys939GIn (rs2228001), XPC C/A (rs2279017) e XPC PAT+
(in/del) (rs72163318), apresentados nesta mesma ordem, com as varidveis de
evolugdo clinica. De acordo com as anélises, houve desequilibrio de ligacdo entre os
trés polimorfismos estudados, com D’= 0,89 (Figura 11). Somente esses
polimorfismos foram incluidos na andlise, pois estdo localizados fisicamente

proximos no mesmo cromossomo, com distancia total de 8 kb entre eles.

dd

rs2228001
1s22T9017
rs7T2163318

Block 1 (8 kb)
1

Figura 11 - Representacdo esquemadtica do programa Haploview. A imagem mostra a

formacgdo de um bloco contendo os trés polimorfismos estudados, que se apresentam em desequilibrio

de ligagcdo, com D= 0,89.

As frequéncias observadas para os haplétipos ACA (alelos selvagens de todos

os polimorfismos) e CAT (contendo os alelos raros de todos os polimorfismos),
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foram de 48,6% e 40,4%, respectivamente. Os demais hapldtipos apresentaram
frequéncia de 3,4% para AAA (alelos selvagens Lys939GIn e PAT+ e alelo raro
C/A), 2,9% para CAA (dois alelos raros Lys939GlIn e C/A e alelo selvagem PAT+),
1,7% para AAT (alelos raros C/A e PAT+ e alelo selvagem Lys939Gln) e 1,3% para
CCA (alelo raro Lys939GIn e alelos selvagens PAT+ e C/A). Observamos uma
diferenca estatisticamente significativa entre o haplétipo AAT (p=0,04) e a presenca
de regressdao tumoral e entre o CCA e presenca de tumores de 6rgdos internos
(p<0,001). O Anexo 2 apresenta os resultados das associa¢des entre os haplotipos e

todas as variaveis clinicas estudadas.

6.9 ASSOCIACAO ENTRE SOBREVIDAS GLOBAL E LIVRE DE

DOENCA E OS POLIMORFISMOS ESTUDADOS

Por meio da curva de Kaplan-Meier, foram analisadas a sobrevida global e
livre de doenca nos pacientes nos diferentes polimorfismos estudados. A andlise foi
realizada para os trés modelos propostos: nos diferentes genoétipos separadamente
(homozigotos selvagens X heterozigotos x homozigotos raros), Modelo
Dicotomizado Dominante (homozigotos selvagens x heterozigotos + homozigotos
raros) e Modelo Dicotomizado Recessivo (homozigotos selvagens + heterozigotos x
homozigotos recessivos). Contudo, em nenhuma andlise foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05). O tempo médio de seguimento dos pacientes

foi de 48 meses + 19.
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7 DISCUSSAO

O melanoma € o cancer de pele mais letal e sua incidéncia vem aumentando
em todo o mundo ao longo dos anos e nos Estados Unidos, em 2012, foram
estimados 76.750 novos casos de melanoma (SIEGEL et al. 2012).

A exposicdo aos raios UV, atua como um fator de risco chave para o
desenvolvimento da doenca. A via NER € responsavel pelo reparo de dois tipos de
dano ao DNA causados pelos raios UV, os dimeros de pirimidina e fotoprodutos 6-4
(POVEY et al. 2007).

O XP € uma doenca autossdmica recessiva rara, descrita por Moriz Kaposi
em 1874 (HEBRA e KAPOSI 1874). Em 1968, James Cleaver reportou a deficiéncia
nos genes de reparo por excisdo de nucleotideos, através de estudo em cultura de
fibroblastos, o que deu base para a correlacdo entre exposi¢ao solar, dano ao DNA,
mutacdes somadticas e cancer de pele (CLEAVER et al. 1968; DIGIOVANNA e
KRAEMER 2012).

Os pacientes portadores de XP possuem mutacdes em genes de reparo da via
NER, aumentando a incidéncia de cancer nio melanoma em 10.000 vezes e em 2.000
vezes para melanoma, em individuos menores de 20 anos, demonstrando a
importancia do reparo do DNA para a prevencdo do cancer (BRADFORD et al.
2011; DIGIOVANNA e KRAEMER 2012). Seguindo este raciocinio, polimorfismos
da via NER, poderiam diminuir a capacidade de reparo do DNA danificado e levar

ao aumento do risco para desenvolvimento de cancer de pele.
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Alguns estudos demonstraram a correlagao entre polimorfismos dos genes da
via NER e cancer de pele. Um estudo realizado por BACCARELLI et al. (2004),
demonstrou que os polimorfismos do gene XPD podem aumentar o risco para
melanoma em pacientes com idade maior de 50 anos e portadores do SNP
Asp312Asn, em pacientes com auséncia de nevos displdsicos, mas portadores do
SNP Lys751GIn e naqueles com pouca capacidade de bronzeamento e portadores dos
dois SNPs: 312Asn e 751GIn. Outro estudo realizado na Alemanha avaliou a
presenca de trés polimorfismos no gene XPC: PAT+; substituicdo de citosina por
adenina (XPC C/A; 1s2279017) e Lys939GIn (rs2228001) e observou uma
associa¢do com o aumento do risco de melanoma quando ajustado para fatores como
idade, tipo de pele e nimero de nevos (BLANKENBURG et al. 2005b). Em estudo
de LI et al. 2006, os autores encontraram associa¢do entre o aumento do risco do
melanoma cutaneo e variantes polimoérficas do XPD, 751GIln e 312Asn, quando
comparados aos demais gendtipos. GAO et al. (2013), demonstraram que os
haplétipos composto de trés SNPs de ERCCI: C/T, C/G e G/C, foram mais frequente
em caucasianos com melanoma do que em caucasianos sauddveis ou afroamericanos.

Em um estudo anterior realizado por nosso grupo, com o objetivo de estudar
os polimorfismos nos genes da via NER na populagdo brasileira, GONCALVES et
al. (2011), analisaram polimorfismos em casos e controles para melanoma. Os
polimorfismos da via NER avaliados foram: ERCC1 C/T, XPA G/A, XPC C/A, XPC
PAT+, XPC Lys939GlIn e XPG Asp1104His. Em relagdo aos polimorfismos ERCC1
C/T e XPA G/A, os resultados ndo indicaram que os alelos variantes, apresentassem
associacdo positiva para o risco do melanoma. Quanto aos polimorfismos XPC C/A e

XPC PAT+, a andlise demonstrou que tanto os individuos heterozigotos quanto os
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homozigotos para o alelo polimérfico apresentaram risco aumentado para o
desenvolvimento do melanoma. J4 o polimorfismo XPC Lys939Gln, apresentou
aumento do risco para desenvolvimento de melanoma apenas nos pacientes com
genotipo GInGIn. Por fim, em relacdo ao polimorfismo XPG Aspl104His,
demonstrou-se um efeito protetor em relacdo ao melanoma naqueles individuos com
genotipo HisHis.

Outros estudos mostraram que a presenca de polimorfismos em genes de
reparo do DNA pode influenciar a evolu¢do do melanoma. LIU et al. (2005)
avaliaram o impacto dos SNPs XPD Lys751GIn e ERCC1 C/T e identificaram uma
associacdo entre a variante rara de ERCCI e sobrevida global . J4 SCHRAMA et al.
(2011) identificaram os SNPs XPD Lys751GIn e XPG Aspl104His como fatores
progndsticos independentes para a evolu¢cdo do melanoma. O gendtipo raro XPG
HisHis foi associado com diminuicao de sobrevida. J4 para o XPD, foi observado um
significante impacto do genétipo raro XPD GInGln com pior progndstico comparado
com pacientes com gendtipo selvagem XPG LysLys . LI et al. (2013), associaram os
seguintes polimorfismos ao aumento do risco de morte por melanoma: XPE
(rs28720291), XPG (rs4150314), XPC (rs2470458)e XPD (rs50871).

Em nosso estudo, comparamos a evolu¢do da doenca em pacientes do
Hospital A.C. Camargo com melanoma em relacdo a presenca de polimorfismos nos

genes ERCCI, XPA, XPC e XPG.
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7.1  ANALISE DESCRITIVA DOS DADOS CLINICOS

Dentre os 121 pacientes estudados houve um equilibrio em relagdo aos
géneros: 60 pacientes (49,6%) eram do sexo feminino e 61 (50,4%) do sexo
masculino, diferentemente de outros estudos. Em um estudo realizado em Londrina,
a prevaléncia de melanomas em mulheres foi de 54,46% e de 46,54% em homens
(GON et al. 2001). Outro estudo realizado por NASER (2011) encontrou 56% dos
casos de melanoma em mulheres e 44% em homens.

A média de idade dos pacientes neste estudo foi de 49,39 anos, sendo
pacientes mais jovens quando comparados a literatura. O paciente mais jovem tinha
14 anos, idade precoce para o aparecimento da doenca e o mais velho, 78 anos.
NASER (2011) encontraram 66,3% dos casos de melanoma acima dos 50 anos ¢
AVILES-IZQUIERDO et al. (2012) encontraram uma média de idade de 58,5 anos.
Outro estudo realizado por SIEGEL et al. (2012) encontrou uma média de idade de
63 anos para homens e 56 para mulheres. J4 MCLOONE et al. (2013) encontraram
uma média de idade de 57,6 anos (34 a 74 anos).

Nosso estudo detectou que a maior parte dos melanomas localizou-se em
membros (52,9%), seguido do tronco (29,7%), cabeca e pescogo (12,4%) e mais de
um local (5%). Porém, NASER (2011) encontraram resultados diferentes, onde 47%
dos melanomas apareceram em tronco € 35,9% em membros. Segundo um estudo
realizado por CALLENDER et al. (2011), os melanomas de cabeca e pescoco e
tronco apresentaram pior progndstico. Neste estudo, os melanomas de cabeca e
pescoco apresentaram uma menor incidéncia de linfonodo sentinela positivo, porém

as sobrevidas global e livre de doenca e foram menores. Este fato pode ser associado
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a uma grande incidéncia de linfonodos falsos negativos em tumores desta regido
(CALLENDER et al. 2011). Os melanomas de tronco apresentaram maior incidéncia
de linfonodos sentinelas positivos (CALLENDER et al. 2011).

Quanto aos subtipos histologicos, o extensivo superficial foi o mais
prevalente (74,4%). O segundo tipo histolégico mais frequente na literatura, o
nodular, responsavel por 15 a 30% dos casos, apareceu em apenas 3,3% dos casos no
nosso estudo. Ja o lentigo maligno melanoma, que segundo a literatura € responsavel
por 5% dos casos de melanoma, apareceu em 1,65% dos casos. Subtipos histolégicos
raros como o spitzéide e o desmoplédsico apareceram com frequéncias altas, 4,13% e
1,65%, respectivamente. O melanoma in situ ocorreu em 4,95% e o indeterminado,
em 9,92%. BORGES et al. (2007) encontraram 61,6% de casos de melanoma
extensivo superficial, enquanto NASER (2011) encontraram 51,6% de casos de
melanoma extensivo superficial, 37% nodular, 6% acral, 5,4% lentigo maligno
melanoma. Em um estudo realizado no Texas, por FORMAN et al. (2008), o subtipo
lentigo maligno melanoma foi responsdvel por 56% dos casos, enquanto o extensivo
superficial, por 29%.

A média da espessura tumoral (Breslow) encontrada no nosso estudo foi de
0,69mm. A maior parte dos pacientes teve Breslow menor que 0,75mm (47%). O
segundo mais frequente (24%) foi entre 1,5 e 4mm, seguido por 19% entre 0,75 e
I,S5Smm e 3,3% maior de 4mm. Neste estudo quase metade dos pacientes
apresentaram melanoma fino (menor que 1mm), que € considerado um melanoma
com melhor progndstico. Contudo, NASER (2011) identificaram 41,3% dos
melanomas entre 0 e 0,5mm; 25% entre 0,5 e 1Imm; 9,73% entre 1 e 1,5mm; 4,42%

entre 1,5 e 2mm e 23,3% maior de 2mm.
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Neste presente estudo, 67,8% dos pacientes apresentaram crescimento
vertical do melanoma, o que ja demonstra um tipo de tumor mais infiltrativo ao
diagnéstico, enquanto 17,3% tiveram crescimento radial.

Em relacdo ao IM, 56,4% tiveram IM>0 e 43,6%, igual a zero. A presenca de
pelo menos uma mitose ja € considerada como um fator de pior progndstico do
melanoma e a partir da 7° edi¢do do AJCC, o IM>0 ¢ indicacdo para pesquisa de
linfonodo sentinela. Segundo ROACH et al. (2010), pacientes com IM>6
mitoses/mm? foram relacionados a um Breslow mais espesso, presenca de ulceracio
e duas vezes mais linfonodo sentinela positivo do que o grupo com IM<6.

Até 2009, a presenca de regressdo era considerada um dos fatores de
indicacdo de pesquisa de linfonodo sentinela. Portanto, para os pacientes deste
estudo, cujos diagndsticos ocorreram, em sua maioria, ente 2004 e 2006, a presenca
da regressdao levou a pesquisa do linfonodo sentinela. Apenas 13,2% dos pacientes
deste estudo, tiveram presenca de regressdo positiva. Alguns consideram que a
presenca de regressdo pode subestimar o verdadeiro Breslow ao diagnéstico, ja
outros sugerem que houve resposta imune ao tumor, sendo, portanto, um fator de
bom progndstico (BURTON et al. 2011). Segundo REQUENA et al. (2009), a
regressao inicia-se com infiltrado inflamatério, mas isto sé indica que houve resposta
imune ao tumor, porém ndo se sabe se esta resposta serd efetiva para bloquear o
crescimento tumoral.

A presenga de ulceracdo ja era considerada, antes de 2009, como um fator de
indicacdo de linfonodo sentinela e ainda permanece como um fator de pior

prognéstico. Neste estudo, apenas 7,4% dos pacientes tiveram ulceracdo positiva.

BALCH et al. (2009) observaram que a sobrevida de pacientes com melanoma
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ulcerado € menor comparando-se com pacientes com melanoma e mesmo Breslow,
porém nao ulcerado, mas € similar a pacientes com Breslow maior, porém nao
ulcerado. Como exemplo, a sobrevida em 5 anos em pacientes com um tumor T3a
(ndo ulcerado) é 79%, enquanto que pacientes com tumor T2b (ulcerado) € 82%

(BALCH et al. 2009).

A maioria dos pacientes deste estudo apresentou estddios IA ou IB ao
diagndstico (63%) e 28% apresentaram estadios IIA, IIB ou IIC, ou seja, grande
parte dos pacientes deste estudo apresentaram estddios iniciais da doencga, que
apresentam melhor progndstico. Segundo BALCH et al. (2009), a sobrevida em 5 e
10 anos em pacientes Tla (estddio IA) foi 97% e 93%, respectivamente, enquanto
que para os pacientes T4b (estadio IIC), foi 53% e 39%.

De modo geral, a maioria dos pacientes estudados apresentaram
caracteristicas clinicas de bom progndstico como: subtipo histolégico extensivo
superficial, Breslow menor que 0,75mm, ulceracdo e regressao negativas e estadio I
ao diagndstico. As unicas excegdes foram o crescimento vertical e o IM>0 que sdo
fatores de pior progndstico.

Quanto ao tratamento realizado, todos os pacientes foram submetidos a
ampliacio das margens cirdrgicas, segundo a preconizagdo do National
Comprehensive Cancer Network (NCCN): melanoma in situ, ampliagdo de margens
em 0,5cm; Breslow < ou = Imm, ampliacdo em 1 cm; Breslow entre 1,01 a 2mm,
ampliacdo em 1 a 2 cm; Breslow > 2,01, ampliacio em 2 cm. A pesquisa do
linfonodo sentinela foi realizada em 52,07% dos pacientes. Segundo a NCCN, desde
2009, as indicagdes para pesquisa de linfonodo sentinela sdo: Breslow > ou =

0,75mm, IM>0 ou ulceracdo positiva. Destes pacientes que realizaram a pesquisa do
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linfonodo sentinela, em 11,1% a pesquisa foi positiva, realizando-se entdo, o
esvaziamento da cadeia linfonodal acometida. Segundo BALCH et al. (2009), a
sobrevida em 5 anos, em pacientes Nla (1 linfonodo com micrometastase), foi 70%,
enquanto em pacientes N3 (4 ou mais linfonodos ou metdstase em transito ou
satelitose e metastase linfonodal), foi 39%.

Neste estudo, apenas 9,9% dos pacientes tiveram recidivas, sendo a maioria a
distancia (66,6%), 41,6% em cadeias linfonodais de drenagem do melanoma e 8,3%
de metdstases em transito (dois pacientes tiveram mais de um tipo de metéstase). Os
orgdos mais acometidos por metdstases foram: pulmao (quatro pacientes) e figado
(trés pacientes). Estes pacientes receberam variados tipos de tratamento e alguns,
mais de um tipo: cirdrgico, quimioterdpico ou radioterdpico. Em um estudo realizado
por MERVIC (2012), com 7.338 pacientes, 16,8% dos homens e 13% das mulheres
tiveram metdstases, totalizando 1.078 pacientes. Quanto as metéstases a distancia em
neste estudo, 12,4% eram homens e 8,7%, mulheres. A metdstase mais prevalente foi
em cadeias linfonodais de drenagem (50,9%), seguido por metéstase a distancia,
25,3% e satelitoses ou meta em transito, 23,7%. Segundo BALCH et al. (2009), a
sobrevida em 1 ano em pacientes M1a (metdstase em pele, subcutaneo ou linfonodos
a distancia), foi 62%; em pacientes M1b (metdstase pulmonar), foi 53% e em MIlc
(metdstase em outros 6rgaos), foi 33%. Ja segundo SIEGEL et al. (2012) a sobrevida
em 5 anos para pacientes com melanoma localizado € de 98,2%, enquanto para
aqueles com metastase regional e a distancia €, respectivamente, 61,7% e 15,2%.

Até a tultima andlise de dados dos prontudrios, a maioria dos pacientes
estudados (73,6%) estava viva e sem doenca. Apenas 5% dos pacientes tiveram 6bito

pelo melanoma e 2,5%, estavam vivos, porém com metdstases de melanoma.
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7.2 ANALISE DOS POLIMORFISMOS ESTUDADOS VERSUS

VARIAVEIS CLINICAS

7.2.1 Comparaciao da média de idade entre os polimorfismos

A comparagdo das médias de idade foi realizada entre os diferentes gendtipos
isoladamente (homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto raro) e entre os
genotipos nos Modelos Dicotomizado Dominantes (homozigoto selvagem versus
heterozigotos e homozigotos raros) e Dicotomizados Recessivos (homozigotos
selvagens e heterozigotos versus homozigotos raros). Neste estudo, apenas o Modelo
Dicotomizado Recessivo do polimorfismo do XPA G/A apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre as médias de idade (p=0,046). Os homozigotos
raros apresentaram uma média de idade menor (45,55 £+ 12,2 anos) em relacdo aos
homozigotos raros + heterozigotos (51,16 = 13,1 anos), demonstrando que, neste
estudo, a variante rara foi associada ao aparecimento mais precoce da doenca (Tabela
6). Nao hd na literatura associacao entre o polimorfismo do gene XPA G/A e idade

precoce de aparecimento do melanoma.

7.2.2 Analise dos géneros entre os diferentes polimorfismos

A distribui¢do entre homens e mulheres no grupo estudado foi homogénea,
sendo 49,6% de mulheres e 50,4% de homens. De acordo com a andalise da
distribuicdo entre os sexos e os polimorfismos estudados, apenas em relacdo ao
polimorfismo do gene XPG Aspl104His (Modelo Dicotomizado Dominante) foi
observado diferenga estatisticamente significativa. Ocorreu maior prevaléncia de

pacientes heterozigotos + homozigoto raros do sexo masculino (60,3%), comparados
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ao sexo feminino, (teste y*; p=0,036), demonstrando que pacientes portadores de
pelo menos um alelo raro, foram em sua maior parte, os homens. Nao ha relatos na
literatura de associagdo entre o polimorfismo do gene XPG Aspl104His e maior

prevaléncia do melanoma no sexo masculino.

7.3  ANALISE DO EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

O teste de Hardy-Weinberg permite avaliar se as frequéncias genotipicas
observadas estdo dentro do valor esperado na populagdo. Sabe-se que dentro de
determinadas condi¢des, estes valores permanecem constantes com o passar das
geragOes, independentemente do alelo ser raro ou frequente. Dentre as condic¢des
necessarias para o equilibrio ser mantido, podemos citar: reproducdo sexuada,
escolha aleatéria do parceiro, a populagdo estudada ndo sofrer processo evolutivo,
nem selecao natural, mutacdes ou migragdes (MAYO 2008).

Dentre os genes estudados, dois SNPs ndo estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg: o ERCCI (p=0,02) e XPC PAT+ (p=0,01). Nestes dois genes, os alelos
raros estavam em frequéncia maior do que a esperada. Isso pode ser explicado
devido ao fato da populagdo estudada apresentar apenas individuos afetados
(pacientes com melanoma). Em um estudo caso-controle realizado em parceria com
o Hospital A.C.Camargo, no qual os pacientes deste estudo atual também fizeram
parte da casuistica, foi avaliada a associacdo entre os polimorfismos e o risco de
melanoma e nio foi observado nenhum desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg

GONCALVES et al. (2011).
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7.4 ANALISE DOS POLIMORFISMOS E DADOS DE EVOLUCAO

CLINICA DA DOENCA

Na andlise do polimorfismo do gene XPA G/A, no Modelo Dicotomizado
Dominante, a presenca de pelo menos um alelo raro foi associado a tumores mais
infiltrativos ao diagndstico (crescimento vertical) (Tabela 8). Nao ha relatos na
literatura, associando o polimorfismo XPA G/A e crescimento vertical do melanoma.

Para o polimorfismo do XPC C/A, no Modelo Dicotomizado Dominante, a
presenca do alelo raro conferiu um fator de melhor prognéstico da doenga, ou seja,
IM=0 (Tabela 10). Nao ha relatos na literatura, associando o XPC C/A e IM.

Dentre os polimorfismos XPC C/A e PAT+, a presenca de um alelo selvagem
foi associada ao subtipo histolégico extensivo superficial (Tabelas 11 e 12). Em
relacdo ao XPC Lys939GIn, Modelo Dicotomizado Recessivo, a presenca de dois
alelos raros foi associada a subtipos histoldgicos diferentes daquele mais comum, o
extensivo superficial. Nao ha relatos na literatura, associando polimorfismos do XPC
e subtipos histolégicos.

Em relacdo ao estadiamento, no polimorfismo de XPC PAT+, no Modelo
Dicotomizado Dominante, a presenca de pelo menos um alelo raro estava ligada ao
diagnéstico da doenca em estadio inicial (estddio I) (Tabela 14). Nao ha relatos na
literatura associando XPC PAT+ e estddio do melanoma.

Para as demais varidveis clinicas ndo houve associacdo (p>0,05).
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7.5 ANALISE DOS ALELOS E DADOS DE EVOLUCAO CLINICA

DA DOENCA

Os alelos foram isolados para observar se independentes, eles poderiam
exercer influéncia sobre alguma caracteristica do individuo.

Na anédlise dos alelos do polimorfismo XPA G/A, nossos resultados
demonstraram fatores progndsticos ruins relacionados ao alelo raro de XPA G/A. A
presenca do alelo raro, foi associada a um Breslow mais elevado (acima de 1mm),
demonstrando um tumor mais infiltrativo ao diagndstico (Tabela 16). A maioria dos
pacientes com crescimento radial (menos infiltrativo) ndo apresentou alelo raro,
reafirmando que a presenca do alelo raro, confere um tumor mais infiltrativo ao
diagnéstico (Tabela 17). Além disso, esse alelo também foi associado a presencga de
ulceracdo, um fator de pior progndstico da doenca (Tabela 18). Portanto, neste
estudo, a presenca do alelo raro XPA G/A, parece conferir um tumor mais infiltrativo
e ulcerado, de pior progndstico. Nao ha relatos na literatura, associando XPA G/A e
estes fatores de pior progndstico.

Os resultados dos polimorfismos de XPC C/A e PAT+ demonstraram que 0s
pacientes com alelo selvagem apresentaram maior frequéncia de melanoma em
membros em relacdo a outros locais (Tabela 19). Nao ha relatos na literatura,
associando polimorfismos do XPC e localizacdo do melanoma.

Em relacdo ao estadiamento, a andlise dos alelos do polimorfismo do XPC
C/A demonstrou que os pacientes que apresentaram o alelo raro deste polimorfismo,
apresentaram um estiddio mais avancado ao diagnéstico (III) (Tabela 20). Um

resultado semelhante foi obtido em relacdo aos alelos do polimorfismo do gene XPG
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Aspl1104His (Tabela 23). Um estudo realizado por SAKANO et al. (20006),
demonstrou que para o polimorfismo XPG Aspl104His, no gendtipo AspHis +
HisHis (Modelo Dicotomizado Dominante), o estddio pT1 (mais avancado) foi mais
prevalente do que o estddio pTa (mais inicial) em pacientes com tumores de bexiga,
principalmente no grupo mais jovens (< ou = 71 anos).

A andlise dos alelos do polimorfismo do gene XPC Lys939GIn demonstrou
que a presenga do alelo selvagem foi associada ao subtipo histolégico extensivo
superficial. Nao ha relatos na literatura, associando este polimorfismo a subtipos
histolégicos do melanoma.

Para as demais varidveis clinicas ndo houve associacao (p>0,05).

7.6 ANALISE DA REGRESSAO LOGISTICA UNIVARIADA
ASSOCIANDO  GENOTIPOS/ALELOS VERSUS  VARIAVEIS

CLINICAS

A andlise dos resultados da regressdo logistica univariada corroborou o0s
resultados previamente citados.

A presenca do alelo raro do polimorfismo do XPA G/A demonstrou ser fator
de risco para fatores de pior progndstico do melanoma como: crescimento vertical e
presenca de ulceracao.

Por outro lado, a presenca do alelo raro do XPC C/A demonstrou ser fator
protetor em relacdo ao IM>0, que é um fator de pior progndstico e a presenca do
alelo raro do XPC PAT+ demonstrou ser fator protetor em relacdo ao estddio mais

avancado da doenca ao diagnéstico (II+I1I).
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J4 em relacdo aos polimorfismos do XPC C/A, PAT+ e Lys939GlIn, no
Modelo Dicotomizado Recessivo, os homozigotos raros demonstraram ser fator de
risco para outros subtipos histolégicos, ou seja, diferentes daquele mais comum, o
extensivo superficial. Nao encontramos na literatura estudos prévios que
descreveram os polimorfismos XPA G/A, XPC C/A, PAT+ e Lys939GIn como

fatores de risco e/ou protetor para estas varidveis clinicas.

7.7 ANALISE DA ASSOCIACAO DOS HAPLOTIPOS DO GENE

XpPC

A andlise de haplétipos para polimorfismos do XPC Lys 939GIn, C/A e
PAT+, mostrou que houve desequilibrio de ligacio com D’= 0,89, ou seja, os
haplétipos analisados segregam conjuntamente.

Houve diferenca estatisticamente significativa para o haplétipo AAT (alelos
raros de C/A e PAT+ e alelo selvagem de Lys939GlIn), em relacdo a presenca de
regressao tumoral, ou seja, a presencga deste hapldtipo, com dois alelos raros (C/A e
PAT+) e um alelo selvagem (Lys939GlIn), foi associada a regressdo tumoral. A
regressao tumoral € um fator progndstico controverso. Estudos como o realizado por
OLAH et al. (2003) demonstraram associacdo entre regressdo e metdstase linfonodal,
porém outros estudos ndo encontraram tal associacdo como aquele realizado por
FONTAINE et al. (2003). Até 2009, a regressdo era considerada um dos fatores para
indicacdo de pesquisa de linfonodo sentinela em melanoma, porém foi excluido apds
o consenso da AJCC de 2009, sendo substituida por IM. Um estudo realizado por

YUN et al. (2011) demonstrou que a presenca de regressio em uma drea de
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crescimento radial, adjacente a uma drea de crescimento vertical no melanoma
primadrio, estd associado a linfangiogénese e invasao linfatica. Este estudo também
demonstrou que a regressao total em tumores de crescimento radial estd associada a
menor tempo para o aparecimento da primeira metdstase e para a morte especifica
por melanoma, o que ndo ocorreu em pacientes com regressiao parcial (YUN et al.
2011).

O haplétipo CCA (alelo raro Lys939Gln e alelos selvagens PAT+ e C/A), por
sua vez, foi relacionado a presenca de tumores primdrios em O6rgaos internos
(p<0,001). Os tumores em Orgdo internos estdo associados a danos oxidativos e
alguns estudos demonstraram a associacdo de polimorfismos do XPC e estes tumores
(MELIS et al. 2011). FRANCISCO et al. (2008) realizaram uma meta-analise e
encontraram associacdo entre o polimorfismo XPC Lys939GIln, no Modelo
Dicotomizado Recessivo e cancer de pulmado. Encontraram também associacdo
entres os polimorfismos (alelos raros) do XPC Lys939GIn, Ala499Val e PAT+ e
cancer de bexiga. Outra meta-andlise realizada por VINEIS et al. (2009) associou
polimorfismos do XPC ao aumento da suscetibilidade para tumores de: bexiga,
mama, colorretal, pulmdo e pele. Apesar das lesdes por danos oxidativos serem
reparadas pela via BER, o XPC e a via NER parecem estar envolvidos no reparo ou
prevengdo do dano oxidativo ao DNA (MELIS et al. 2011). Algumas lesdes
oxidativas podem levar a distor¢des na hélice do DNA e a via NER seria responsavel
pelo reconhecimento e reparo destes danos, porém o XPC parece ter funcdes
adicionais, fora da via NER, em relac@o ao reparo por danos oxidativos (D’ERRICO
et al. 2006; MELIS et al. 2011) (Figura 12- rotas 1 e 2). Uma das hipéteses seria que

0 XPC atuasse como um co-fator da via BER, contribuindo para a efetividade da via,
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através do reconhecimento e sinalizacdo das lesdes ao DNA causadas pelos danos
oxidativos (D’ERRICO et al. 2006; MELIS et al. 2011) (Figura 12- rota 3). Outros
estudos apontam que a deficiéncia do XPC levaria ao acimulo de DNAs ndo
reparados, o que aumentaria a atividade da DNA-PK (DNA-dependent protein
kinase), e consequentemente das oxidases, resultando na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e acimulo de dele¢des especificas no DNA mitocondrial
(REZVANI et al. 2011) (Figura 12- rota 4). Por fim, segundo WU et al. (2010), o
supressor tumoral e mediador de ciclo celular, p53, parece ser modulado pelo XPC.
O XPC seria responsavel pela estabilizacio do HR23B, que forma um complexo com

p53, evitando a sua degradacao (WU et al. 2010) (Figura 12-rota 5).
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Fonte: Adaptado de MELIS et al. (2011).
Figura 12 - Esquema das fun¢des do gene XPC. Além da sua fungdo na via NER (rotas 1 e

2), o XPC parece estar envolvido na via BER (rota 3), no equilibrio oxidativo (rota 4) e na progressao

do ciclo celular (rota 5)

7.8 ANALISE DA SOBREVIDA

A amostra deste estudo é heterogénea para a andlise da sobrevida, pois
apresenta pacientes com seguimento de alguns meses a até sete anos apds o
diagnéstico e tratamento do melanoma. A média de seguimento dos pacientes foi de
48 meses = 19. Para uma melhor andlise das sobrevidas livre de doenca e global,
seria necessdrio que a maioria dos pacientes do estudo tivesse seguimento de pelo
menos cinco anos apds o diagndstico, porém, alguns pacientes, apds alguns meses do

tratamento cirdrgico, ndo retornam para acompanhamento no hospital.
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Os pacientes selecionados para o estudo foram aqueles que estavam em
acompanhamento ambulatorial, evoluiram bem apds a cirurgia e estavam dispostos a
responder ao questiondrio e colher sangue para a pesquisa. Este fato pode ter
selecionando pacientes com boa evolucdo da doenca e criando, portanto, um viés na

amostra deste estudo.
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CONSIDERA COES FINAIS E CONCLUSOES

Algumas consideragdes finais sobre os resultados merecem ser mencionadas:

Apesar de poucos estudos correlacionando o polimorfismo do XPA G/A com
melanoma, neste estudo a presenca deste polimorfismo conferiu alguns
fatores de pior progndstico da doenga, como idade mais precoce de
aparecimento do tumor e crescimento vertical (mais infiltrativo). Quando
analisados os alelos raros versus os alelos selvagens, a presenca do alelo raro
também conferiu fatores de pior progndstico: Breslow acima de Imm e
ulceracdo positiva. Desta maneira, outros estudos em relacdo a este

polimorfismo e a evolu¢do do melanoma merecem atencao no futuro.

Nos polimorfismos estudados do XPC (C/A, PAT+), os homozigotos raros
ndo estavam associados ao subtipo histologico extensivo superficial. Ja a
andlise do polimorfismo do XPC Lys939GIn, os homozigotos raros foram
associados a subtipos histologicos diferentes do extensivo superficial. Apesar
deste estudo ser composto por uma maioria de pacientes com subtipo
extensivo superficial, o outro tipo mais comum, o nodular, apareceu com uma
frequéncia de 3,3% dos casos, que € inferior aquela esperada e por outro lado,
obtivemos uma porcentagem mais alta do que o esperado para subtipos raros,
como o sptizéide e o desmopldsico, que sd@o melanomas nos quais o

diagnodstico pode ser mais dificil e resultado em retardo do tratamento.
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Estariam os polimorfismos do XPC associados a subtipos mais raros do
melanoma ou nao relacionados ao subtipo extensivo superficial? Novos

estudos deverdo ser realizados para responder esta questao.

Na anédlise dos haplétipos dos polimorfismos do XPC, a presenga do
haplétipo CCA, que contém um alelo raro (Lys939Gln), foi associada a
presenca de tumores de 6rgdos internos o que coincidiu com outros estudos
que demonstraram a associacdo entre polimorfismos do XPC e tumores de
orgaos internos e reafirmando a relacao deste gene também com o reparo de

danos oxidativos ao DNA.

Neste estudo ndo houve nenhuma diferenca estatisticamente significativa em
relacdo a sobrevida. Consideramos que para uma melhor avaliacio da
sobrevida seja necessdria uma casuistica maior € um maior periodo de

acompanhamento dos pacientes.

Os pacientes do Hospital A. C. Camargo selecionados para o estudo realizado
por FRANCISCO (2007), foram pacientes que estavam em acompanhamento
ambulatorial e se dispuseram a responder o questiondrio e a colher amostra de
sangue. Logo, estes pacientes estavam em bom estado geral e apresentaram
boa evolucdo da doencga, o que pode ter criado um viés nessa amostra, onde

os pacientes que tiveram melhor evolug¢do da doencga foram selecionados.
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A partir dos resultados apresentados, podemos chegar as seguintes conclusoes

referentes a populagdo estudada:

1.

O polimorfismo do XPA G/A esta relacionado a fatores de pior progndstico

da doenca.

Polimorfismos dos genes XPC PAT+ e C/A ndo estdo associados ao subtipo
histolégico extensivo superficial. Em relagdo ao polimorfismo do XPC
Lys939Gln, a presenca do alelo raro foi relacionada a outros subtipos do

melanoma, diferentes daquele mais comum, o extensivo superficial.

A presencga do alelo raro do polimorfismo do XPC C/A foi relacionada ao

IM=0, Modelo Dicotomizado Dominante.

No polimorfismo XPC PAT+, a presenca do alelo raro foi relacionada a um
estddio inicial da doenca (I) ao diagndstico, Modelo Dicotomizado

Dominante.

A presenga de pelo menos um alelo raro do polimorfismo XPG Asp1104His,

foi associado a presenca de melanoma em individuos do sexo masculino.

A presenca dos alelos raros de XPC C/A e de XPG Aspll04His foi

relacionada a um estadiamento mais avancado ao diagndstico da doenca.
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Os polimorfismos do XPC (C/A, Lys939GIn e PAT+) apresentaram
desequilibrio de ligacdo.

A presenca do haplétipo AAT dos polimorfismos estudados do XPC foi
relacionada a presenca de regressao tumoral.

A presenca do haplétipo CCA dos polimorfismos estudados do XPC foi

relacionada a presenca de tumores de 6rgdos internos.



79

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Afaq F, Adhami VM, Mukhtar H. Photochemoprevention of ultraviolet B signaling
and photocarcinogenesis. Mutat Res 2005; 571:153-73.

Avilés-Izquierdo JA, Lazaro-Ochaita P, Sudrez-Ferniandez R, Marquez-Rodas I,
Parra-Blanco V, Escat-Cortés JL. [Epidemiological changes in cutaneous melanoma:

retrospective study of 969 cases (1996-2010).]. Rev Clin Esp 2013; 213:81-7.

Baccarelli A, Calista D, Minghetti P, et al. XPD gene polymorphism and host
characteristics in the association with cutaneous malignant melanoma risk. Br J

Cancer 2004; 90:497-502.

Balch CM, Soong SJ, Atkins MB, et al. An evidence-based staging system for
cutaneous melanoma. CA Cancer J Clin 2004; 54:131-49; quiz 182-4.

Balch CM, Gershenwald JE, Soong SJ, et al. Final version of 2009 AJCC melanoma
staging and classification. J Clin Oncol 2009; 27:6199-206.

Barrett JC, Fry B, Maller J, Daly MJ. Haploview: analysis and visualization of LD
and haplotype maps. Bioinformatics 2005; 21:263-5.

Benhamou S, Sarasin A. ERCC2/XPD gene polymorphisms and cancer risk.
Mutagenesis 2002; 17:463-9.

Blankenburg S, Konig IR, Moessner R, et al. Assessment of 3 xeroderma
pigmentosum group C gene polymorphisms and risk of cutaneous melanoma: a case-

control study. Carcinogenesis 2005a; 26:1085-90.



80

Blankenburg S, Konig IR, Moessner R, et al. No association between three
xeroderma pigmentosum group C and one group G gene polymorphisms and risk of

cutaneous melanoma. Eur J Hum Genet 2005b; 13:253-5.

Borges SZ, Bakos L, Cartell A, Wagner M, Agostini A, Lersch E. Distribution of
clinical-pathological types of cutaneous melanomas and mortality rate in the region

of Passo Fundo, RS, Brazil. Int J Dermatol 2007; 46:679-86.

Bradford PT, Goldstein AM, Tamura D, et al. Cancer and neurologic degeneration in
xeroderma pigmentosum: long term follow-up characterizes the role of DNA repair.

J Med Genet 2011; 48:168-76.

Burton AL, Gilbert J, Farmer RW, et al. Regression does not predict nodal metastasis

or survival in patients with cutaneous melanoma. Am Surg 2011; 77:1009-13.

Callender GG, Egger ME, Burton AL, et al. Prognostic implications of anatomic
location of primary cutaneous melanoma of 1 mm or thicker. Am J Surg 2011;

202:659-64; discussion 664-5.

Clark WH, From L, Bernardino EA, Mihn MC. The histogenese and biologic
behavior of primary humam malignant melanoma os the skin. Cancer Res 1969;

29:705-27.

Cleaver JE. Defective repair replication of DNA in xeroderma pigmentosum. Nature

1968; 218:652-6.

Cleaver JE, Lam ET, Revet 1. Disorders of nucleotide excision repair: the genetic and

molecular basis of heterogeneity. Nat Rev Genet 2009; 10:756-68.

Conley J, Lattes R, Orr W. Desmoplastic malignant melanoma (a rare variant of

spindle cell melanoma). Cancer 1971; 28:914-36.



81

D’Errico M, Parlanti E, Teson M, et al. New functions of XPC in the protection of
human skin cells from oxidative damage. EMBO J 2006; 25:4305-15.

DiGiovanna JJ, Kraemer KH. Shining a light on xeroderma pigmentosum. J Invest

Dermatol 2012; 132:785-96.

Dybdahl M, Vogel U, Frentz G, Wallin H, Nexg BA. Polymorphisms in the DNA
repair gene XPD: correlations with risk and age at onset of basal cell carcinoma.

Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 1999; 8:77-81.

Edge SB, Compton CC. The American Joint Committee on Cancer: the 7™ edition of
the AJCC cancer staging manual and the future of TNM. Ann Surg Oncol 2010;
17:1471-4.

Faghri S, Tamura D, Kraemer KH, DiGiovanna JJ. Trichothiodystrophy: a
systematic review of 112 published cases characterises a wide spectrum of clinical

manifestations. J Med Genet 2008; 45:609-21.

Fitch ME, Nakajima S, Yasui A, Ford JM. In vivo recruitmentof XPC to UV-induced
cyclobutane pyrimidine dimers by DDB2 gene product. J Biol Chem 2003;
278:46906-10.

Fontaine D, Parkhill W, Greer W, Walsh N. Partial regression of primary cutaneous
melanoma. Is there an association with sub-clinical sentinel lymph node metastasis?

Am J Dermatopathol 2003; 25:371-6.

Forman SB, Ferringer TC, Peckham SJ, et al. Is superficial spreading melanoma still
the most common form of malignant melanoma? J Am Acad Dermatol 2008;

58:1013-20.



82

Francisco G. Envolvimento de variantes polimoérficas de genes de reparo de
excisao de nucleotideos no desenvolvimento de melanoma cutianeo. Sio Paulo;

2007. [Dissertacao de Mestrado-Fundacao Antonio Prudente].

Francisco G, Menezes PR, Eluf-Neto J, Chammas R. XPC polymorphisms play a
role in tissue-specific carcinogenesis: a meta-analysis. Eur J Hum Genet 2008;

16:724-34.

Gao R, Reece KM, Sissung T, et al. Are race-specific ERCCI1 haplotypes in
melanoma cases versus controls related to the predictive and prognostic value of

ERCC1 N118N. BMJ Open 2013; 3:pii:e002030.

Garinis GA, Jans J, van der Horst GT. Photolyases: capturing the light to battle skin
cancer. Future Oncol 2006; 2:191-9.

Gilchrest BA, Eller MS, Geller AC, Yaar M. The pathogenesis of melanoma induced
by ultraviolet radiation. N Engl J Med 1999; 340:1341-8.

Gon AS, Minelli L, Guembarovski AL. Melanoma cutianeo primdrio em Londrina.

An Bras Dermatol 2001; 76:413-26.

Gongalves FT, Francisco G, de Souza SP, et al. European ancestry and
polymorphisms in DNA repair genes modify the risk of melanoma: a case-control

study in a high UV index region in Brazil. J Dermatol Sci 2011; 64:59-66.

Hebra F, Kaposi M. On diseases of the skin including the exanthemata. 3™ ed.

London: The New Sydenham Society; 1874; 3:.252-58.

Hermanson-Miller IL, Turchi JJ. Strand-specific binding of RPA and XPA to
damaged duplex DNA. Biochemestry 2002; 41:2402-8.



&3

Ibarrola-Villava M, Pena-Chilet M, Fernandez LP, et al. Genetic polymorphisms in
DNA repair and oxidative stress pathways associated with malignant melanoma

susceptibility. Eur J Cancer 2011; 47:2618-25.

International HapMap Consortium. A haplotype map of the human genome. Nature

2005; 437:1299-320.

Kamino H. Spitzoid melanoma. Clin Dermatol 2009; 27:545-55.

Landi MT, Baccarelli A, Calista D, et al. Combined risk factors for melanoma in a

Mediterranean population. Br J Cancer 2001; 85:1304-10.

Li C, Hu Z, Liu Z, et al. Polymorphisms in the DNA repair genes XPC, XPD, and
XPG and risk of cutaneous melanoma: a case-control analysis. Cancer Epidemiol

Biomarkers Prev 2006; 15:2526-32.

Li C, Yin M, Wang LE, et al. Polymorphisms of nucleotide excision repair genes

predict melanoma survival. J Invest Dermatol 2013; Feb 14. [Epub ahead of print].

Liu D, O'Day SJ, Yang D, et al. Impact of gene polymorphisms on clinical outcome
for stage IV melanoma patients treated with biochemotherapy: an exploratory study.

Clin Cancer Res 2005; 11:1237-46.

Liu J, Zhang Z, Cao XL, et al. XPA A23G polymorphism and susceptibility to
cancer: a meta-analysis. Mol Biol Rep 2012; 39:6791-9.

Magro CM, Crowson AN, Mihm MC. Unusual variants of malignant melanoma.

Mod Pathol 2006; 19 Suppl 2:S41-70.

Masutani C, Kusumoto R, Yamada A, et al. The XPV (xeroderma pigmentosum

variant) gene encodes human DNA polymerase eta. Nature 1999; 399:700-4.



84

Mayo O. A century of Hardy-Weinberg equilibrium. Twin Res Hum Genet 2008;
11:249-56.

McLoone JK, Watts KJ, Menzies SW, Barlow-Stewart K, Mann GJ, Kasparian NA.
Melanoma survivors at high risk of developing new primary disease: a qualitative
examination of the factors that contribute to patient satisfaction with clinical care.

Psychooncology 2013; Feb 5. [Epub ahead of print].

Melis JP, Luijten M, Mullenders LH, van Steeg H. The role of XPC: Implications in
cancer and oxidative DNA damage. Mutat Res 2011; 728:107-17.

Mervic L. Time course and pattern of metastasis of cutaneous melanoma differ

between men and women. PLoS One 2012; 7:€32955.

Miller AJ, Mihm MC Jr. Melanoma. N Engl J Med 2006; 355:51-65.

Miller KL, Karagas MR, Kraft P, et al. XPA, haplotypes, and risk of basal and

squamous cell carcinoma. Carcinogenesis 2006; 27:1670-5.

Millikan RC, Hummer A, Begg C, et al. Polymorphisms in nucleotide excision repair
genes and risk of multiple primary melanoma: the genes environment and melanoma

study. Carcinogenesis 2006; 27:610-8.

Ministério da Saudde. Instituto Nacional de Cancer. Estimativa/2012: incidéncia de

cancer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA; 2011.

Mullaart E, Lohman PH, Berends F, Vijg J. DNA damage metabolism and aging.
Mutat Res 1990; 237:189-210.

Naser N. Cutaneous melanoma: a 30-year-long epidemiological study conducted in a

city in southern Brazil, from 1980-2009. An Bras Dermatol 2011; 86:932-41.



&5

Nelson HH, Christensen B, Karagas MR. The XPC poly-AT polymorphism in non-
melanoma skin cancer. Cancer Lett 2005; 222:205-9.

Nishi R, Okuda Y, Watanabe E, et al. Centrin 2 stimulates nucleotide excision repair
by interacting with xeroderma pigmentosum group C protein. Mol Cell Biol 2005;
25:5664-74.

Ol4h J, Gyulai R, Korom I, Varga E, Dobozy A. Tumor regression predicts higher
risk of sentinel node involvement in thin cutaneous melanomas. Br J Dermatol

2003; 149:662-3.

Povey JE, Darakhshan F, Robertson K, et al. DNA repair gene polymorphisms and

genetic predisposition to cutaneous melanoma. Carcinogenesis 2007; 28:1087-93.

Rapin I, Weidenheim K, Lindenbaum Y, et al. Cockayne syndrome in adults: review

with clinical and pathologic study of a new case. J Child Neurol 2006; 21:991-1006.

Reed RJ, Ichinose H, Clark WH Jr, Mihm MC Jr. Common and uncommon

melanocytic nevi and borderline melanomas. Semin Oncol 1975; 2:119-47.

Reed R. New concepts in surgical pathology of the skin. New York: John Wiley &

Sons; 1976. Acral lentiginous melanoma; p.89-90.

Reich DE, Cargill M, Bolk S, et al. Linkage disequilibrium in the human genome.
Nature 2001; 411:199-204.

Requena C, Botella-Estrada R, Traves V, Nagore E, Almenar S, Guillén C.
[Problems in defining melanoma regression and prognostic implication]. Actas

Dermosifiliogr 2009; 100:759-66.



86

Rezvani HR, Kim AL, Rossignol R, et al. XPC silencing in normal human
keratinocytes triggers metabolic alterations that drive the formation of squamous cell

carcinomas. J Clin Invest 2011; 121:195-211.

Rigel DS. Epidemiology of melanoma. Semin Cutan Med Surg 2010; 29:204-9.

Roach BA, Burton AL, Mays MP, et al. Does mitotic rate predict sentinel lymph
node metastasis or survival in patients with intermediate and thick melanoma? Am J

Surg 2010; 200:759-63; discussion 763-4.

Sakano S, Kumar R, Larsson P, et al. A single-nucleotide polymorphism in the XPG
gene, and tumour stage, grade, and clinical course in patients with nonmuscle-

invasive neoplasms of the urinary bladder. BJU Int 2006; 97:847-51.

Sanyal S, Festa F, Sakano S, et al. Polymorphisms in DNA repair and metabolic
genes in bladder cancer. Carcinogenesis 2004; 25:729-34.

Schrama D, Scherer D, Schneider M, et al. ERCCS5 p.Aspl1104His and ERCC2
p-Lys751GIn polymorphisms are independent prognostic factors for the clinical

course of melanoma. J Invest Dermatol 2011; 131:1280-90.

Shen H, Sturgis EM, Khan SG, et al. An intronic poly (AT) polymorphism of the
DNA repair gene XPC and risk of squamous cell carcinoma of the head and neck: a

case-control study. Cancer Res 2001; 61:3321-5.

Shi TY, He J, Qiu LX, et al. Association between XPF polymorphisms and cancer
risk: a meta-analysis. PloS One 2012; 7:¢38606.

Siegel R, DeSantis C, Virgo K, et al. Cancer treatment and survivorship statistics,

2012. CA Cancer J Clin 2012; 62:220-41.



&7

Sugasawa K, Okuda Y, Saijo M, et al. UV-induced ubiquitylation of XPC protein
ediated by UV-DDB-ubiquitin ligase complex. Cell 2005; 121:387-400.

Sunesen M, Stevnsner T, Brosh RM Jr, Dianov GL, Bohr VA. Global genome repair
of 8-0x0G in hamster cells requires a functional CSB gene product. Oncogene 2002;

21:3571-8.

Tang JY, Hwang BJ, Ford JM, Hanawalt PC, Chu G. Xeroderma pigmentosum p48

gene enhances global genomic repair and suppresses UV-induced mutagenesis. Mol

Cell 2000; 5:737-44.

Vineis P, Manuguerra M, Kavvoura FK, et al. A field synopsis on low-penetrance
variants in DNA repair genes and cancer susceptibility. J Natl Cancer Inst 2009;
101:24-36.

Wu YH, Wu TC, Liao JW, Yeh KT, Chen CY, Lee H. p53 dysfunction by xeroderma
pigmentosum group C defets enhance lung adenocarcinoma metastasis via increased

MMP1 expression. Cancer Res 2010; 70:10422-32.

Yaar M, Gilchrest BA. Ageing and photoageing of keratinocytes and melanocytes.
Clin Exp Dermatol 2001; 26:583-91.

Yun SJ, Gimotty PA, Hwang WT, et al. High lymphatic vessel density and lymphatic
invasion underlie the adverse prognostic effect of radial growth phase regression in

melanoma. Am J Surg Pathol 2011; 35:235-42.

Zaidi MR, Day CP, Merlino G. From UVs to metastases: modeling melanoma

initiation and progression in the mouse. J Invest Dermatol 2008; 128:2381-91.

Zhu LB, Xu Q, Hong CY, et al. XPC gene intron 11 C/A polymorphism is a
predictive biomarker for the sensitivity to NP chemotherapy in patients with non-

small cell lung cancer. Anticancer Drugs 2010; 21:669-73.



Anexo 1 - Modelo do protocolo utilizado para a andlise dos prontudrios dos pacientes

Nome:

RGH:

Data do diagnéstico:
Idade ao diagnéstico:
Local do melanona:

Anatomo-Patologico:

1)Tipo:

2) Breslow:

3) Clark:

4) Crescimento

5) Indice Mitdtico:

6) Regressao:

7) Ulceragao:

8) Invasdo linfatica, sanguinea, perineural:
9) Satelitose:

Estadiamento ao diagndstico:

T:

Insitu () 1B
IA () 2B
2A () 3B
3A () 4B
4A () 1B
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Tratamento realizado:

Datas dos tratamentos ciriirgicos:
1) Ampliagdo:
2) Linfonodo Sentinela:
3) Linfadenectomia:

Recidiva: Sim () Niao ()

Data da recidiva:

Mestéstases locorregionais:
1) Satelitoses: data:
2) Em transito: data:
3) Linfonodos regionais: data:

Metdstases a distancia:
1) Pulmonar: data:
2) Ossea: data:
3) Hepatica: data:
4) Cerebral: data:
5) Linfonodal: data:
6) Medular data:
7) Pleural: data:
8) Pele: data:
9) Outra: data:

Tratamento realizado:

1) Radioterapia

2) Quimioterapia
3) Perfusdo isolada:
4) Infusdo:

5) Cirdrgico:

6) Interferon:

Quimioterapia:

1) DTIC

2) DTCI + Cisplatina
3) DTIC + Taxol

4) Bioquimico

Data da ultima consulta:

Estado atual:
1) Vivo sem doenca ()
2) Vivo com doenga ()
3) Obito por melanoma ()
4) Obito por outras causas ()

Outros tumores de pele:
Outros tumores:




Anexo 2 - Resultado gerado pelo software Haploview associando os haplétipos com as
varidveis clinicas

2

Variavel Haplétipo Frequéncia (%) X p
ACA 48,6 0,17 0,68
CAT 40,4 1,02 0,31
AAA 34 1,52 0,22
Crescimento
CAA 2,9 1,02 0,31
AAT 1,7 0,05 0,82
CCA 1,3 0,27 0,61
ACA 48,6 1,86 0,17
CAT 40,4 0,62 0,43
., AAA 34 0,02 0,88
Indice Mitético
CAA 2,9 0,03 0,87
AAT 1,7 2,60 0,11
CCA 1,3 1,02 0,31
ACA 48,6 0,13 0,72
CAT 40,4 0,19 0,66
AAA 34 0,21 0,65
Linfadenectomia
CAA 2,9 0,30 0,58
AAT 1,7 0,37 0,54
CCA 1,3 0,22 0,64
ACA 48,6 0,48 0,49
CAT 40,4 0,36 0,56
AAA 34 0,88 0,35
LNS
CAA 2,9 0,03 0,86
AAT 1,7 0,02 0,90
CCA 1,3 3,31 0,07
ACA 48,6 1,46 0,23
CAT 40,4 0,40 0,53
AAA 34 0,02 0,90
Outros tumores de pele
CAA 2,9 0,36 0,55
AAT 1,7 2,19 0,14
CCA 1,3 0,94 0,33
ACA 48,6 0,13 0,72
CAT 40,4 0,02 0,89
AAA 34 0,09 0,77
Recidiva
CAA 2,9 0,12 0,73
AAT 1,7 1,58 0,21

CCA 1,3 0,28 0,59




ACA 48,6 0,003 0,96

CAT 40,4 0,21 0,65
AAA 34 0,003 0,95
Regressao
CAA 2,9 0,87 0,35
AAT 1,7 3,86 0,049*
CCA 1,3 0,13 0,72
ACA 48,6 1,72 0,19
CAT 40,4 0,76 0,38
AAA 34 0,18 0,67
Tumores 6rgaos internos
CAA 29 0,64 0,43
AAT 1,7 0,36 0,55
CCA 1,3 12,99 0,0003*
ACA 48,6 0,22 0,64
CAT 40,4 0,19 0,66
AAA 3,4 0,69 0,41
Ulceracao
CAA 2,9 0,36 0,55
AAT 1,7 0,33 0,57
CCA 1,3 0,06 0,81
ACA 48,6 2,09 0,15
CAT 40,4 1,92 0,17
AAA 34 0,43 0,51
Estado atual
CAA 2,9 0,36 0,55
AAT 1,7 0,27 0,60
CCA 1,3 0,21 0,65

Os haplétipos representam os alelos dos polimorfismos, apresentados na seguinte
ordem: XPC Lys939GIn (rs2228001), XPC C/A (rs2279017) e XPC PAT+ (in/del)
(rs72163318); *p<0,05; LNS: linfonodo sentilnela
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