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RESUMO

Facure L. Caracterizacao fenotipica de pacientes portadores de
melanoma com sindrome do melanoma familial. Sdo Paulo; 2012.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

INTRODUGAO: A Sindrome do Melanoma Familial (SMF) pode ser
caracterizada por: familias com multiplos membros afetados e/ou individuo
com melanoma multiplo primario (MMP). OBJETIVOS: Caracterizar e
comparar o fendétipo dos pacientes portadores de MC com a SMF, com e
sem mutagdo no gene CDKNZ2A; comparando-os com pacientes portadores
de melanoma esporadico (ME) e pacientes sem doenga oncoldgica.
PACIENTES E METODOS: Neste estudo foram analisados trés grupos:
grupo A (SMF), grupo B (ME) e grupo C (individuos saudaveis). Incluidos 59
pacientes com a SMF, 54 com ME e 74 pessoas saudaveis. As
caracteristicas fenotipicas avaliadas foram: cor dos olhos e dos cabelos,
pigmentacgao na iris, gradagao das efélides, fototipo, historia de queimadura
solar, numero de nevos comuns e atipicos, sindrome do nevo atipico (SNA);
além do status de mutagado germinativa do gene CDKN2A, determinada por
sequenciamento direto, para os pacientes do grupo A. RESULTADOS: Os
dados foram coletados no periodo de Setembro de 2008 a Novembro de
2010 (grupo A) e Janeiro de 2010 a Novembro de 2011 (grupos B e C). No
grupo com a SMF 61% dos individuos apresentaram alta densidade de
efélides em tronco, 58% < 50 nevos comuns, 83% fototipo | ou Il e 66%
historia de queimadura solar. Na avaliagdo quanto a presenca ou auséncia
de mutacdo germinativa em CDKN2A, ndo evidenciou-se significancia
estatistica para as variaveis analisadas. Na comparagao entre os trés grupos
de estudo obteve-se significancia estatistica, com predominio no grupo A
das seguintes variaveis: efélides em antebrago (p=0,026), efélides em tronco
(p<0,001), maior numero de nevos comuns (p<0,001), presenca do fendtipo
de SNA (p<0,001), fototipo | e Il (p<0,001) e pigmentagéo na iris (p=0,008).



Em relagdo a queimadura solar, observou-se predominio entre os portadores
de ME (p=0,050). CONCLUSOES: Fendtipo dos pacientes com SMF: olhos
e cabelos escuros, alta densidade de efélides no tronco, menos de 50 nevos,
fototipo | ou Il e histéria de queimadura solar. Nao foi possivel definir um
fendtipo prevalente entre aqueles com a mutagdo. As caracteristicas
fenotipicas relacionadas ao alto risco para o desenvolvimento do melanoma
foram prevalentes nos pacientes com a SMF (numero elevado de nevos

comuns, NA e a SNA, fototipo | e Il, muitas efélides e pigmentacado na iris).



SUMMARY

Facure L. [Phenotypic characterization of melanoma patients with
familial melanoma syndrome]. Sdo Paulo; 2012. [Dissertacdo de Mestrado-

Fundacdo Anténio Prudente].

INTRODUCTION: The Familial Melanoma Syndrome (FMS) may be
characterized by: multiple members affected (at the same branch) and/or
multiple primary melanomas (MPM) (2 or more). OBJECTIVES: Characterize
and compare the phenotype characteristics (PCs) of patients with the FMS,
carriers and non-carriers of CDKN2A mutation; and compare to the other two
groups, sporadic melanoma (SM) and healthy patients. PATIENTS AND
METHODS: In this study we analyzed the PCs of three groups: group A
(FMS), group B (SM) and group C (healthy people). We included 59
individuals with the FMS, 54 with SM and 74 healthy people. The PCs
evaluated were: eye color and pigmented lesions on the iris, hair color, skin
type (Fitzpatrick), freckles density, melanocytic and atypical mole count,
history of sunburn, atypical mole syndrome (AMS); and also the mutation
status on CDKN2A gene, determinate by sequencing, for group A.
RESULTS: The data were collected between September 2008 and
November 2010 (group A) and from January 2010 to November 2011
(groups B and C). At the FMS group 61% had high density freckles on the
trunk, 58% < 50 melanocytic naevi, 83% skin type | or Il and 66% history of
sunburn. Concerning the germline mutation status on the CDKN2A gene
association was not observed with in the analyzed features. The comparison
between the three groups (A, B and C) showed prevalence of some PCs on
group A: freckles in the lower arm (p=0,026), freckles in trunk (p<0,001),
great number of naevi (p<0,001), AMS (p<0,001), skin type | and Il (p<0,001)
and pigmented lesions on the iris (p=0,008). History of sunburn was more
frequently seen in the SM patients (p=0,050). Most patients had dark eyes
and hair. CONCLUSIONS: The FMS patients phenotype: dark eyes and hair,



high-density freckles, less than 50 moles, phototype | or Il and sunburn. It
was not possible to determine a prevalent phenotype for the carriers and
non-carriers of the mutation on group A. The PCs related to a higher risk for
the development of melanoma were more frequently observed on FMS group
(high number of common and atypical moles and AMS, phototype | and I,

high density freckles and pigmentation on the iris).
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1 INTRODUGAO

1.1 MELANOMA CUTANEO

O melanoma cutaneo (MC) pode ser considerado uma doenga
espectral, onde em um extremo encontram-se os melanomas finos
primarios, com altas taxas de cura; de outro, os melanomas metastaticos
caracterizados por sua baixa taxa de resposta e progndstico ruim.
Baseando-se no fato de que o tratamento eficaz e adequado para o
melanoma avangado esteja muito aquém do desejado, muitas pesquisas tém
sido feitas em relagdo aos conceitos de biologia do melandcito, genética do
melanoma e imunologia tumoral. Embora mais de 95% dos tumores
encontrem-se na pele, o melanoma nao é exclusivamente um cancer de
pele. Outros sitios de melanoma primario incluem: aparelho ocular, mucosa,
trato gastrointestinal, trato geniturinario e leptomeninges (MARKOVIC et al.
2007).

Atuar na prevencao e deteccio precoce sao medidas essenciais para
diminuir os risco do desenvolvimento do MC e melhorar as taxas de resposta
ao tratamento e sobrevida. Estas podem ser classificadas em prevencao
primaria, secundaria e terciaria (MARKOVIC et al. 2007).

A prevengao primaria consiste em prevenir a ocorréncia da doencga,
minimizando os fatores de risco conhecidos na populacido alvo. No caso do

MC, inclui educagao sobre a forma correta de exposicdo solar: uso de



roupas para protecao, chapeus, protetor solar tépico e evitar os horarios de
maior radiacdo. E importante que esta orientacéo seja iniciada na infancia
pois os efeitos do sol sdo cumulativos e a histéria de queimadura nesta fase
€ um importante fator de risco para o desenvolvimento de MC.

A prevencgao secundaria envolve o rastreamento e seguimento dos
pacientes de risco para o diagndstico precoce. Para o MC inclui exame
completo da pele por médico especializado na populagdo geral e
principalmente na populagdo de risco, com avaliacdo das lesdes
pigmentadas e também o auto-exame. A utilizacdo de folhetos explicativos
para o diagndstico, como o ABCDE do melanoma, podem auxiliar médicos e
pacientes na prevencgao secundaria. Contempla as seguintes caracteristicas:
Assimetria (A), Borda irregular (B), variagcdo de Cor (C), Didmetro (>6mm)
(D) e E (do inglés Evolving) para o item mudancga de aspecto (GROB et al.
1993).

E embora o trabalho de ARGENZIANO et al. (2012) tenha concluido
que o exame completo da pele seja eficiente para a detecgdo do cancer de
pele (melanoma ou nao-melanoma), a eficacia dos programas de
rastreamento bem como a definicdo da populacido-alvo para este tipo de
abordagem ainda sdo questdes bastante discutidas entre os especialistas ja
que nao foi possivel ainda avaliar o impacto deste tipo de programa na
morbi-mortalidade.

O grupo de risco para o desenvolvimento da doenga inclui individuos
com xeroderma pigmentoso, nevo congénito gigante, sindrome do

melanoma familial e do nevo atipico, surgimento de novos nevos, quantidade



excessiva de nevos (>50), nevos que sofreram transformagao, homens > 50
anos, historia pessoal de MC e imunodeficientes. O conhecimento destes
fatores de risco permite a selegao correta dos pacientes que devem ter um
acompanhamento mais efetivo (FREEDBERG et al. 1999, DIFRONZO et al.
2001; GELLER et al. 2002, 2003).

Estas acbes, além de terem uma boa relacdo custo-beneficio, estao
associadas a melhor sobrevida (FREEDBERG et al. 1999; DIFRONZO et al.
2001; GELLER et al. 2002, 2003).

Segundo DIFRONZO et al. (2001), pacientes com histéria prévia de
MC, tém de 10-25 vezes mais riscos para o desenvolvimento de um segundo
primario do que a populagdo que nao tem histéria da doenca, sendo a
frequéncia entre 0,5% a 5,5%. Neste estudo o autor mostra que pacientes
que receberam orientacbes sobre a prevencdo da doenca e foram
acompanhados rotineiramente apds excisao do primeiro melanoma, foram
beneficiados com um diagnéstico precoce. De 51 pacientes que tiveram o
segundo tumor primario e foram avaliados quanto a espessura de Breslow,
41 (78,4%) foram diagnosticados com espessura menor. A espessura variou
de 1,02mm - 1,32mm para o primeiro melanoma e de 0,52mm — 0,63mm
para o segundo.

A prevencgao terciaria engloba o controle de morbidades e a melhoria

da sobrevida nos pacientes com doenca avangada (MARKOVIC et al. 2007).



1.2 EPIDEMIOLOGIA DO MELANOMA

A incidéncia do melanoma vem aumentando nas ultimas décadas, e
entre os canceres, € o quinto mais comum nos homens e o sexto nas
mulheres (JEMAL et al. 2006).

A maior parte dos melanomas é diagnosticada em estagios iniciais
(espessura de Breslow <1 mm) e, portanto, apresentam altas taxas de cura
(cerca de 70%). No entanto, aqueles diagnosticados mais tardiamente
(espessura de Breslow >1 mm) tém menor sobrevida e progndstico
reservado (BERWICK et al. 2009).

Segundo JEMAL et al. (2006) estima-se que tenham sido
diagnosticados aproximadamente 62.000 novos casos de melanoma nos
Estados Unidos. De acordo com o Surveillance, Epidemiology, and End
Results-SEER (2011) em 2000, aproximadamente 629.800 pessoas tinham
histéria de melanoma. A incidéncia anual ajustada pela idade era de 18,3 por
100.000 pessoas por ano e a mortalidade, de 2,7/100.000. Sabe-se que a
incidéncia varia muito de acordo com a populacdo e a localizagao
geografica. Em Queensland, Australia, a frequéncia cumulativa na populagao
acima de 50 anos é de 1/ 19 nos homens e de 1/ 25 nas mulheres. Nos
Estados Unidos a incidéncia do MC aumentou em 270% entre 1973 e 2002.
Isto significa que 1 a cada 63 americanos desenvolverdo a doenga ao longo
da vida. No ano de 1935 falava-se em um risco de 1/ 1500, ja em 1980, de 1/

250.



De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se para
2012, 6230 casos novos de MC, sendo 3170 em homens e 3060 em
mulheres. A maior incidéncia encontra-se na regiao Sul do pais, onde 1820
novos casos foram estimados para 2012 (Ministério da Saude 2011).

Ao contrario da maioria dos tumores solidos, o melanoma afeta
pessoas em idade jovem e adulta, sendo a média de idade ao diagndstico de
57 anos, e ao o6bito, de 67. A incidéncia da doenga aumenta dos 15 aos 50
anos, depois sofre uma queda. E quando comparados com as mulheres, os
homens tém 1,5 vezes mais chances de desenvolverem o melanoma. Em
relagdo a localizagdo da doenca, nos homens, manifesta-se mais
frequentemente no dorso, enquanto que nas mulheres, nos bracos e pernas

(MARKOVIC et al. 2007).

1.3 FATORES DE RISCO PARA O DESENVOLVIMENTO DO

MELANOMA

Os fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma podem ser
divididos basicamente em ambientais e genéticos (Quadro 1). A
compreensao da interacdo entre estes dois fatores tém sido beneficiada a

partir dos avangos na genémica (BERWICK et al. 2009).



Quadro 1 - Fatores de risco para o desenvolvimento do MC

FATOR RISCO RELATIVO
APROXIMADO
Membro de uma familia propensa a SMF* 35-70
Histdria pessoal de melanoma 8,5
Histéria familiar de melanoma® 2-3
Pele tipo | (Fitzpatrick) 1,4
Efélides 2-3
Olhos azuis 1,6
Cabelos ruivos 24 -4
Histdéria de queimadura solar com bolhas 2-3
Multiplos nevos e nevos atipicos 2-12

Fonte: adaptado de KEFFORD et al. (1999).
* Varios parentes afetados na mesma ramificagédo
* Um ou mais parentes de primeiro grau afetados

Muitos fatores, como nevos atipicos e comuns, exposicdo solar,
historia familiar, dano actinico e fendtipo sdo hipoteticamente responsaveis
pelo aumento da incidéncia do melanoma. Destes, talvez um dos mais
discutido seja 0 excesso de exposi¢ao a radiagao ultravioleta (RUV), devido
tanto aos fatores relacionados a camada de ozénio como a mudancgas
comportamentais tais como o uso de camaras de bronzeamento artificial

(MARKOQVIC et al. 2007).

1.3.1 Exposicgao solar
De acordo com VEIEROD et al. (2003) e MARKOVIC et al. (2007),
muitos estudos mostraram que exposi¢cao solar intermitente associada a

histéria de queimadura solar, aumenta o risco de desenvolvimento do



melanoma. Um fator importante é a idade em que ocorreu a queimadura;
nas criangas, associa-se a um risco extremamente alto.

Além disso, em estudo realizado por KRAEMER et al. (1994), com
132 pacientes com xeroderma pigmentoso (desordem genética
caracterizada pela deficiéncia dos mecanismos de reparo do DNA e,
portanto, hipersensibilidade aos danos causados pela exposi¢cao aos raios
ultravioleta - RUV), 22% tinham MC, mostrando um aumento na frequéncia
da doenca superior a mil vezes nos pacientes menores de 20 anos,
principalmente em locais previamente expostos ao sol.

A relacao entre exposicao solar e o risco de melanoma supde que o
uso de protetor solar possa reduzir o risco de desenvolvimento da doenca
(MARKOVIC et al. 2007). Estudo conduzido por GALLAGHER et al. (2000)
mostrou que o uso de fator de protecado solar maior que 30 pode reduzir em
30% a 40% o numero de nevos adquiridos em criangas. Considerando que
nevos adquiridos por exposi¢cao solar excessiva aumentam o risco de MC, o
protetor solar provavelmente tem papel importante na prevengao. Por outro
lado, AUTIER et al. (1999) e DUPUY et al. (2005) mostraram que por
prevenir contra queimaduras, o uso do protetor acaba prolongando o tempo
de exposicao solar, aumentando o tempo total de exposicdo aos RUV.
Portanto, recomenda-se que outros métodos sejam usados (camisa de
mangas compridas, chapéu e calgas compridas) concomitantemente com o
protetor solar.

Segundo PHO et al. (2006), o fato de que a exposi¢cdo a radiagao

ultravioleta aumenta o risco de desenvolvimento do melanoma é algo bem



aceito, no entanto, definir o risco ambiental de tal exposicao em relagao a
susceptibilidade individual € um problema, ja que varios fatores estdo
envolvidos.

Alguns estudos mostraram que a exposi¢do solar na infancia e
adolescéncia aumenta o risco do desenvolvimento do melanoma no adulto,
principalmente quando houve queimadura. No entanto, este risco é
modificado de acordo com o tipo de pele e com a capacidade de se bronzear
(SISKIND et al. 2002).

Em contrapartida, estudos coletivos para comparar exposicao solar
intermitente e crbnica (ocupacional), sugerem que a crénica poderia ter
efeito protetor por aumentar a espessura da pele e a producdo de melanina
(ELWOOD 1992; BERWICK et al. 2005).

Poucos estudos relacionaram diretamente a exposicdo aos raios
ultravioleta com o risco familiar na patogénese do melanoma e mesmo
assim, seus resultados eram conflitantes.

Estudo de HEMMINK et al. (2003) que investigou familias de alto risco
para o desenvolvimento do melanoma, verificou que partes do corpo que
eram protegidas da exposigao solar apresentaram risco elevado para o
desenvolvimento da doeng¢a quando comparadas com partes expostas. Ja
SISKIND et al. (2002) nao observou diferengas quanto ao dano relacionado
a exposicao solar cumulativa durante a infancia ou adolescéncia entre as
familias de risco baixo, intermediario e alto.

Estudo realizado com 528 pacientes nos Estados Unidos no periodo

de 1987 a 1989 que tinha como objetivo analisar as mortes por melanoma,



sugeriu que fatores associados a exposi¢cao solar excessiva como o dano
actinico e queimaduras, além de exposigao solar intermitente poderiam estar
diretamente relacionados com melhor sobrevida no melanoma. E ainda, os
autores sugeriram que o dano actinico poderia atuar no aumento de
melanina, vitamina D ou no auxilio a reparagdo de DNA danificado por RUV

(BERWICK et al. 2005).

1.3.2 Fenétipo de pigmentacgao

Vaérios estudos epidemioldgicos ja identificaram fatores fenotipicos
relacionados com um risco aumentado para o desenvolvimento do MC.
Estes fatores incluem fototipo | e Il (sensibilidade ao sol: maior tendéncia a
gueimadura do que capacidade de se bronzear), alta densidade de efélides,
cor dos olhos (azul, verde ou cinza) e cor dos cabelos (loiro ou ruivo)

(GANDINI et al. 20053, b e c).

Figura 1 - Dorso de paciente com multiplas efélides. Hospital A C Camargo,
Sao Paulo.
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O conceito de classificagdo do tipo de pele quanto a reacdo a
exposicao solar foi criado em 1975 por Thomas B. Fitzpatrick a partir de uma
necessidade especifica: classificar as pessoas de pele clara para escolher a
dose inicial correta de UVA na aplicagdo da, entdo nova técnica
desenvolvida para o tratamento da psoriase- fotoquimioterapia oral
metoxsalen. Esta classificacdo foi proposta baseada na resposta dos
individuos a duas questdes, apos exposi¢ao solar inicial de 45 a 60 minutos:
(1) Quanto de dor vocé sente devido a queimadura apos 24 horas da
exposicao? E (2) Quanto de bronzeado vocé adquiriria em uma semana?
(FITZPATRICK 1988; ROBERTS 2009).

A partir disto, dois grupos ficaram bem distintos: o primeiro que teria
queimadura dolorosa apds 24 horas da exposicdo e ndo bronzearia apos
uma semana (seria chamado de fototipo I). E o segundo, que néo teria
queimadura e conseguiria bom bronzeado (seria chamado de fototipo V).
Um subgrupo do fototipo | respondeu que teria queimadura dolorosa e um
bronzeado leve (seria chamado fototipo Il). E ainda, um subgrupo do fototipo
IV respondeu que teria queimadura leve e bronzeado moderado (seria

chamado fototipo Ill) (Quadro 2).

Quadro 2 - Classificagao de Fitzpatrick.

Tipo | Muito clara, sempre se queima, nunca se bronzeia.

Tipo Il Clara, sempre se queima, algumas vezes se bronzeia.

Tipo 1l Menos clara, algumas vezes se queima e sempre se bronzeia.
Tipo IV Morena clara, raramente se queima e sempre se bronzeia.
Tipo V Morena escura, nunca se queima sempre se bronzeia.

Tipo VI Negra, nunca se queima sempre se bronzeia.

Fonte: FITZPATRICK (1988).
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A combinacédo de fatores como: cabelos ruivos, pele clara e pouca
capacidade em se bronzear sao fatores de risco conhecidos para o
surgimento do melanoma, e estdo geneticamente ligados aos polimorfismos
do MC1R - gene do receptor de melanocortina, que tem papel fundamental
na regulagao da melanogénese durante a exposicdo a RUV (PHO et al.
2006). Ja ¢é sabido que a variagdgo no MC1R pode resultar no
desenvolvimento de melanoma esporadico, bem como aumentar o risco do
aparecimento da doenga entre aqueles predispostos a SMF (MARKOVIC et

al. 2007).

1.3.3 Fenétipo do nevo atipico

Além dos fatores acima, a presenca de nevo atipico também se
destaca como um forte fator de risco. Eles sdo normalmente descritos como:
assimétricos, de bordas irregulares, com pigmentacao variada e didametros

maiores de 5 mm.
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Figura 2 - Dorso de paciente com SNA apresentando multiplas lesdes,

incluindo nevos clinicamente atipicos. Hospital A C Camargo, Sao Paulo.

Estudos de base populacional estimam que 15% - 20% dos individuos
saudaveis tém pelo menos um nevo atipico, enquanto que para os pacientes
com melanoma esta taxa sobe para 40-50% (BATAILLE et al. 1996). Muitas
familias consideradas de risco apresentam a sindrome do nevo atipico
(SNA) caracterizada por: nevos atipicos, aumento do numero de nevos
comuns e distribuigdo atipica dos nevos (orelha, couro cabeludo, gluteo,
dorso do pé e iris) (PHO et al. 2006).

Muitos estudos relacionando gendtipo-fendtipo de familias portadoras
de mutacbes em p16INK4 e p14ARF ja foram feitos. PUIG et al. (1997),
estudou 24 membros de uma familia com a SMF, quanto aos nevos
(quantidade e atipia) e quanto ao DNA. De oito (8) individuos com nevo
atipico (NA), dois (25%) apresentaram mutacdo em CDKNZ2A (358delG),

mostrando uma incidéncia de NA nos portadores da mutacdo similar ao
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esperado na populagdo em geral. Concluindo que nesta familia o NA e MC
parecem herangas de genes distintos, o que sugere que estas duas
entidades facam parte de uma desordem complexa a partir da interagao de
varios genes que interferem no desenvolvimento destas alteragdes. No
entanto, a relagao entre mutacoes neste gene (CDKN2A) e o NA néo estao
bem claras.

No ano de 2005 foi publicado trabalho conduzido por CELEBI et al.
para avaliar o perfil mutagénico dos genes associados ao melanoma
esporadico e familial em relagdo a sua contribuicdo potencial na SNA. Os
genes avaliados a partir de sequenciamento foram: CDKN2A exon 1 3,
CDK4, PTEN e BRAF exons 11 e 15. Foram recrutados 50 individuos com a
SNA classica, ou seja, com a triade de 100 ou mais nevos, pelo menos um
nevo > 8 mm de didmetro e pelo menos um nevo clinicamente atipico
(NAEYAERT e BROCHEZ 2003), independentemente da historia oncologica
pessoal e familiar. Cada um apresentava, em média, 194 nevos
melanociticos. Nenhuma mutagao foi encontrada nos genes estudados, o
que sugere a existéncia de outros genes ainda desconhecidos que possam
estar associados a SNA.

Em estudo de DE SNOO et al. (2007) que tinha como objetivo
principal estimar o risco para o desenvolvimento de melanoma em pacientes
portadores de nevo atipico esporadico, foram avaliados também, através de
sequenciamento direto, os genes CDKN2A (exons 1a, 1B, 2 e 3) e CDK4
(exon 2) quanto as mutagbes germinativas. Para serem recrutados, os

individuos deveriam ter ao menos 5 nevos atipicos e ndo fazer parte de
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familias com a SMF. Foi considerado membro de familia com a SMF aquele
que fosse parente de primeiro grau de uma familia com a SMF (familia com
pelo menos dois parentes de primeiro grau com melanoma invasivo) ou
aquele que fosse o proprio portador da doenca e tivesse pelo menos um
parente de primeiro grau com melanoma. Das 167 amostras sequenciadas,
06 apresentaram mutagcdao em CDKN2A, e nenhuma em CDK4. E ao final do
periodo de seguimento foi possivel obter informagéao de 136 pacientes sobre
a ocorréncia de melanoma na familia ao longo do estudo. Destes 136, 10
passaram a fazer parte de familia com a SMF e entre os 10, 4 eram
portadores de mutacdo em CDKNZ2A. Isto sugere que casos de melanoma
esporadico podem se tornar melanoma familial no futuro e que uma
investigacdo minuciosa sobre a histéria oncolégica dos familiares deva ser
rotina durante a avaliagdo dermatolégica dos pacientes em

acompanhamento clinico dos nevos atipicos.

1.4 MELANOMA FAMILIAL

O melanoma familial foi primeiramente descrito por Willian Norris no
século XIX, mas foi detalhadamente explorado em 1978 por CLARK et al.
Em seus dois primeiros trabalhos publicados, Clark descreveu familias com
melanoma multiplo, nas quais os portadores de melanoma apresentavam
multiplos nevos melanociticos. No inicio ele chamou esta sindrome de
sindrome do nevo B-K (devido aos sobrenomes das familias), depois a

denominou de sindrome do nevo displasico. Em seguida outros nomes
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foram usados, sindrome do melanoma multiplo e do nevo atipico familial e
sindrome do nevo atipico (SNA) (BISHOP et al. 2000).

CLARK (1991), entdo, introduziu o conceito de que com esta
predisposi¢cao familiar genética, o nevo seria tanto um marcador para avaliar
riscos, como precursor do melanoma. Posteriormente a progressao de um
nevo benigno passando para nevo displasico e se transformando em um
melanoma péde ser vista como um modelo da génese do melanoma.

A relagao entre a SNA e os genes relacionados ao Melanoma Familial
passou a ser menos conhecida porém melhor estudada quando esta
sindrome foi reconhecida como um marcador de risco moderado para o
melanoma na populagdo em geral. Ou seja, a SNA ndo estaria ligada
apenas as sindromes hereditarias mais raras (BISHOP et al. 2000).

Como em outras sindromes hereditarias de predisposicdo ao cancer,
o melanoma familial deve ser caracterizado por alguns fatores, séo eles:
multiplos membros afetados (na mesma ramificagdo), melanomas multiplos
primarios (dois ou mais) no mesmo individuo ou idade jovem ao diagndstico.
Os membros das familias acometidas pela sindrome podem apresentar
outras neoplasias associadas, como: cancer de pancreas, tumor de SNC ou
melanoma ocular (VASEN et al. 2000; KANNENGIESSER et al. 2003).

Sabe-se que aproximadamente 5 a 10% dos casos de melanoma
estdo inseridos em um contexto familiar (LEACHMAN et al. 2009; NIELSEN
et al. 2010).

Segundo KEFFORD et al. (1999) e MASBACK et al. (2002), em

pacientes com histéria familiar de melanoma o risco de desenvolvimento da
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doenca aumenta de 30 a 70 vezes quando comparado com a populagdo em
geral. Embora o melanoma esporadico (ME) seja muito mais frequente (mais
de 90%) que a SMF, estuda-la € uma oportunidade para investigar as bases
genéticas do melanoma. Permite ainda, entender a correlagdao gendtipo-
fenotipo destes pacientes possibilitando a detecgao precoce da doencga e
abordagens terapéuticas especificas.

E sabido que tanto os fatores genéticos como os de meio ambiente
influenciam no desenvolvimento do melanoma cutaneo. Exposicdo solar,
pigmentacao (nevo atipico, quantidade excessiva de nevos, dificuldade de
se bronzear, susceptibilidade a queimadura solar, cabelos ruivos e pele
clara) e histéria familiar de melanoma sao os fatores de risco mais descritos
em estudos epidemioldgicos (GROB et al. 1990; GARBE et al. 1994; HOLLY
et al. 1995; BLISS et al. 1995).

As caracteristicas pessoais (fendétipo) e as regides geograficas se
relacionam de maneira bastante diversa em relacdo a SMF, as mutacdes de
CDKNZ2A e polimorfismos de MC1R.

Em estudo com a populacdo Sueca, realizado por NIELSEN et al.
(2010), foram avaliados e comparados os fenétipos de pacientes e familiares
portadores  ou ndo de mutacdo fundadora em  CDKN2A
(113insArg/128ins/Ser), com ou sem melanoma visando correlacionar
fendtipos especificos com o status de mutacido. Procuraram ainda encontrar
caracteristicas cutaneas (gradacao de efélides e contagem de nevos
comuns e atipicos) que permitissem identificar pacientes com maior

probabilidade de apresentarem a mutagdo. Foram avaliados o fendtipo e
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genodtipo de 93 individuos, dos quais 38 apresentaram mutacdo em
CDKNZ2A. Dos 38, 16 (42%) tinham melanoma, e 11 (29%) apresentavam
nevo atipico, mas nenhum com critérios para a SNA. Ja no grupo sem
mutacdo em CDKN2A (55) n&o encontrou-se melanoma e apenas em 3 (5%)
houve nevo atipico. Em relagdo aos nevos comuns, os portadores da
mutacado apresentavam um numero significativamente maior (média de 31)
quando comparados com os ndo mutados (média de 16), no entanto, 79%
dos pacientes com mutacdo tinham menos de 50 nevos. Em analise
multivariada para associagao dos fatores fenotipicos e o diagnéstico do
melanoma viu-se que o fator mais importante foi a presenca de cabelos
ruivos e de um ou mais nevos clinicamente atipicos. No entanto, cabelos
ruivos, muitas efélides, contagem total de nevos >50 e olhos azuis ndo foram
associados ao status positivo da mutacdo em CDKN2A.

Em estudo conduzido no Rio Grande do Sul, por ASHTON-PROLLA
et al. (2008), para caracterizar clinica e molecularmente os pacientes de alto
risco para o desenvolvimento do melanoma hereditario, trinta pacientes
foram recrutados. Destes, 20 possuiam fototipo |, € de 49 melanomas, 45
localizaram-se em areas expostas a radiagdo solar, com historia de
queimadura solar, nenhum com SNA. Dois pacientes tiveram mutagdes

deletérias em CDKN2A.

1.4.1 O cancer de pancreas e o melanoma familial
Estudos a partir do banco de dados do GenoMEL sugerem que a

combinacdo entre o cancer de pancreas e o melanoma aumentam a
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probabilidade de deteccdo de mutagdo em CDKN2A. As analises
demonstraram que cerca de 28% da familias que apresentavam a mutagao
eram também acometidas por um ou mais casos de cancer de pancreas
(LEACHMAN et al. 2009).

Segundo SANTILLAN et al. (2009), os casos de SMF com mutagao
germinativa detectada em CDKN2A devem ser investigados quanto ao
cancer de pancreas. No entanto, de acordo com os autores, ndo ha uma
padronizagao quanto aos métodos de rastreamento, e sugerem que este
seja iniciado aos 35 anos ou em idade 10 anos mais jovem do que o
individuo acometido na familia. Devem ser realizados: ultrassonografia
abdominal e marcador tumoral sérico (CA 19-9) anualmente e Tomografia
Computadorizada ou Ressonancia Nuclear Magnética a cada 3 anos ou

antes se necessario.

1.4.2 Genética do melanoma familial

Progressos na area da genética do melanoma cuténeo levaram a
identificacdo de dois genes de alta penetrancia e um de baixa penetrancia,
os quais predispdem o desenvolvimento da doenga. Dos dois genes de alta
penetrancia, um esta localizado no cromossomo 9p21 - 0 gene supressor de
tumor CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) o qual codifica duas
proteinas: a p16INK que compreende os exons 1a, 2 e 3, e a p14ARF,
produto de um transcrito alternativo que codifica regiées compostas pelos

exons 1B e 2. O segundo, denominado CDK4 (cyclin-dependent kinase 4),



19

esta localizado no cromossomo 12g13. Mutagbes neste gene séao
autossdmicas dominantes e conferem alto risco a doenca (PHO et al. 2006).

O gene de baixa penetrancia € denominado MC1R (gene do receptor
de melanocortina) e esta localizado no cromossomo 16924.3 (PALMER et al.
2000).

Mutagcbes germinativas de CDKN2A tém penetrancia variavel,
diferindo quanto a probabilidade de desenvolver melanoma ao longo da vida
(PHO et al. 2006).

A penetrancia significa o risco de desenvolvimento da doenga ao
longo da vida entre aqueles que s&o portadores da mutagdo. No caso do
CDKN2A mutado ela foi estimada em 30% e 67% aos 50 e 80 anos
respectivamente (HANSSON 2008).

Os dois genes de alta penetrancia que predispbe ao melanoma
(CDKNZ2A - p16INK, p14ARF e CDK4) estdo envolvidos no controle do ciclo
celular (PHO et al. 2006).

A proteina p16INK é fundamental para a fase G1, pois inibe a ciclina
D1 no complexo CDK4, impedindo a fosforilagdo da proteina do
retinoblastoma (Rb) e a progressao do ciclo celular pela fase G1 e sintese.
Portanto, atua como um supressor tumoral e mutagdes neste gene podem
resultar em crescimento celular desregulado e progressao da neoplasia
(RULYAK et al. 2003).

A proteina p14ARF regula uma via relacionada ao controle do ciclo
celular que induz a parada das fases G1 e G2 através da via do p53. Tanto

p16INK quanto p14ARF s&o, portanto, genes supressores de tumor,
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enquanto o CDK4 se torna um oncogene quando nao regulado corretamente
pelo CDKN2A. Mutagdes germinativas no sitio de ligagdo do CDKN2A com o
CDK4 levam a producao de uma proteina que nao € inibida pelo p16INK,
resultando em um defeito molecular na via, similar ao que ocorre na vigéncia

de mutacdo de CDKN2A (PHO et al. 2006).
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Fonte: MARKOVIC et al. (2008)

Figura 3 - O CDKN2A e o controle do ciclo celular. O CDKN2A codifica duas
proteinas diferentes que atuam como reguladores negativos do ciclo celular. O p16 inibe a
ativagao das CDK 4 e 6, impedindo a fosforilagdo da proteina do retinoblastoma, e, entao
sequestra o fator de transcricdo E2F e inibe a progressao do ciclo celular (fase G1 para fase
S). O p14 é responsavel pela regulagéo da atividade de p53, inibindo MDM2 (ubiquitina
ligase) que teria como alvo o p53, o qual sera, entdo ubiquitinado e degradado pelo
proteassoma. Portanto altos niveis de p14 estabilizam p53 permitindo a inibigdo do ciclo
celular via p21 (inibidor de CDK2).
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Na populagdo com diagnostico clinico da sindrome do melanoma
familial, a prevaléncia de mutagdo no CDKN2A ¢é de 20-40% e de apenas 1-
2% no CDK4 (PHO et al. 2006; NIELSEN et al. 2010).

Trabalho de GOLDSTEIN et al. (2007), conduzido pelos grupos do
GenoMEL, avaliou: numero de pacientes acometidos por familia, idade ao
diagndstico, ocorréncia de cancer de pancreas e Melanoma Multiplo Primario
como fatores de risco independentes para a deteccdo de mutacao
germinativa em CDKN2A. Foram incluidas e rastreadas para a mutagdo em
CDKN2A familias com ao menos 3 casos de melanoma, na America do
Norte, Australia e Europa. Encontrou-se mutagédo em 20%, 45% e 57% das
familias Australianas, Norte Americanas e Européias, respectivamente.
Como esperado, a frequéncia de detecgcdo de mutacao foi maior conforme
aumentou o numero de casos de melanoma ou de individuos com MPM por
familia. De 43 familias com um caso de cancer de pancreas, 31
apresentaram mutagao (72%) e quando este numero aumentou para 2 ou
mais casos, observou-se 81% de deteccdo de mutagcdo. Este dado foi
significativo para a América do Norte e Europa, uma vez que na Australia
33% das familias com casos de cancer de pancreas tinham a mutagéao.
Todos os grupos apresentaram diminuigdo na detecgdo de mutagdo de
acordo com o aumento da média de idade ao diagndstico. Para as familias
australianas observou-se que para maior frequéncia de deteccdo de
mutagcdo era necessario uma meédia de idade ao diagndstico ainda mais
baixa (<40 anos) do que para as familias dos outros grupos (<50 anos). Para

todos os grupos (total, América do Norte, Australia e Europa) os quatro
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fatores analisados conjuntamente - média de idade ao diagnéstico < 50
anos, =2 1 paciente com MMP e = 1 paciente com cancer de pancreas na
familia, foram considerados importantes preditores da deteccdo de mutacéo.
No entanto, para as familias australianas, na analise univariada dos fatores,
observou-se como fatores preditivos para a deteccdo de mutagdo: = 6
pacientes com melanoma/ familia, = 2 pacientes com MMP e média de idade
ao diagndstico de < 40 anos.

O gene MCI1R ativa a via de sinalizagdo adenosina monofosfato
intracelular ciclica e regula a produgao de eumelanina e feomelanina. Este
gene €& um receptor transmembrana expresso nos melanécitos, células
endoteliais e queratindcitos de humanos. A melanogénese é regulada a
partir do MC1R que estimula o horménio estimulante de melandcitos durante
a exposig¢ao a radiagao ultravioleta. Um dos mecanismos moleculares que
contribui para o aumento do risco no desenvolvimento do melanoma é o mau
funcionamento deste gene, que reduziria a capacidade de reparo de DNA
dos melandcitos nos danos causados pela radiagdo e também a perda de
funcdo deste gene associada a mutagdes inibe a produgcdo de eumelanina,
responsavel pela pigmentagdo escura, favorecendo o fendtipo ruivo
(PALMER et al. 2000; PHO et al. 2006).

Em relacdo ao MCI1R, que apresenta mais polimorfismos e € mais
comum na populagao, fica dificil avaliar a prevaléncia, ja que isto depende
da populacao e da habilidade de distinguir as variantes reais que causam a
doenca dos polimorfismos. No entanto, estima-se que 60-80% das variantes

de MCI1R estdo associadas com fendtipo ruivo. Mais de 65 variantes de
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MC1R foram identificadas, o que confere um aumento no risco de
desenvolvimento do melanoma. Se estas variantes estiverem associadas a
mutacao de p16/p14 a penetrancia aumenta de 50% para 84% e a média de
idade do aparecimento do melanoma cai de 58,1 para 37,8 anos (PHO et al.

2006).

1.4.3 Manejo dos pacientes e familias de alto risco para SMF

E de extrema importdncia uma anamnese criteriosa para a
identificacdo de familias portadoras da SMF. Ou seja, questdes relacionadas
a historia pessoal e familiar de melanoma e outros tipos de cancer, idade ao
diagndstico e exames comprobatérios dos canceres, ja que é comum 0s
pacientes confundirem outros tipos de cancer de pele com o melanoma.

Segundo PSATY et al. (2010) membros de familias de alto risco
(especialmente parentes de primeiro grau dos portadores de melanoma)
devem ser examinados por dermatologista a cada 3-12 meses, da
adolescéncia até que os nevos estejam estaveis, e a partir dai, anualmente.
Recomenda-se, inclusive o seguimento daqueles que fagcam parte de
familias sem mutagao identificada em CDKN2A (portanto, com resultado do
teste considerado inconclusivo) e com melanoma multiplo primario, ja
presumindo que possa haver outro gene de alta penetrancia envolvido no
processo desta doenca. Foto e dermatoscopia digital tem contribuigao
significativa neste processo, tanto para a indicagdo mais precisa de exérese,
quanto para o diagndstico precoce de um melanoma. Além disso, o0s

pacientes devem ser orientados quanto ao auto-exame da pele, onde partes
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do corpo como o couro cabeludo e dorso devem ser examinados por outra
pessoa. Os portadores de melanoma devem ser avaliados num intervalo
menor que doze meses nos primeiros cinco anos e, depois, anualmente
(BISHOP et al. 2007; HANSSON 2008; PSATY et al. 2010).

Recomenda-se, inclusive o seguimento daqueles que fagcam parte de
familias com resultado negativo para mutacdo em CDKN2A e com
melanoma multiplo primario, ja presumindo que possa haver outro gene de
alta penetrancia envolvido no processo desta doenca (BISHOP et al. 2007;
HANSSON 2008).

Confecciona-se um heredograma da familia, o qual devera ser
revisado anualmente e conter o sitio de origem do cancer, idade de
diagndstico e a presenca de multiplos tumores.

Os pais devem dar o exemplo para os seus filhos através dos bons
habitos relacionados a protecao solar e enfatizar a importancia do uso de
protetor solar, o qual deve ter ao menos fator 15 de protecao e ser
reaplicado a cada 2 horas. Lembrando, no entanto, que estes produtos nao
devem ser usados com o intuito de aumentar o tempo de exposicao solar e
que a exposic¢ao solar exagerada e a queimadura devem ser evitadas. Nesta
populacdo de alto risco estas medidas tém como objetivo a exérese de
lesdes clinicamente suspeitas de malignidade ou que estejam apresentando

mudangas preocupantes (GREENE 1999).
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1.4.4 O Projeto GenoMEL

O GenoMEL é um consoércio internacional que estuda o melanoma
familial, e reune os principais grupos de pesquisa nesta area, envolvendo
paises da América do Norte, Europa e Australia. Estuda a distribuicdo do
melanoma familial, a penetrancia de mutagées germinativas no gene
CDKN2A, mutacbées em CDK4, polimorfismos de MCI1R e a influéncia do
meio ambiente nestas familias, bem como a influéncia da etnia nesta
sindrome.

Sua misséo é desenvolver, apoiar e incentivar colaboracées entre os
membros dos diversos grupos, a fim de identificar genes suscetiveis ao
melanoma, avaliar a interagdo gene/meio-ambiente, e ainda pesquisar o
risco do MC e outros canceres relacionados a estes genes

(www.genomel.org).

Recentemente, o GenoMEL interessou-se em avaliar a distribuicao e
frequéncia de mutagdes do melanoma familial na América Latina, tendo
desenvolvido um projeto exclusivo para esta localizagdo geografica. O
projeto foi inicialmente implantado no México, Colémbia, Chile e Uruguai. Ha
pouco tempo, foram incorporados no projeto, Argentina e Brasil (2007).

O projeto envolve questionarios pessoais e ambientais, avaliagao
clinica, determinagdo de heredograma, avaliagdo molecular e de anatomia
patoldgica.

Os objetivos gerais sao:



26

1 Definicao do perfil de mutagdes germinativas nos genes associados
ao melanoma familial em pacientes tratados no Hospital A. C.
Camargo.

2 Contribuir com o banco de dados clinicos e moleculares do GenoMEL
para o estabelecimento da penetrdncia dos genes estudados no

estudo do melanoma familial na América Latina.

Este estudo recrutou, no Hospital A. C. Camargo, 159 pacientes, entre

probandos e seus familiares, no periodo de 2008 a 2010.

1.4.5 Aconselhamento Genético no Melanoma Famiilial

Existe um consenso de que membros de familias de alto risco para o
desenvolvimento do melanoma sejam acompanhados em programas
preventivos e educacionais, com consultas de rotina (questionarios de
investigacao clinica, exame fisico) e aconselhamento genético. No entanto, a
indicagao do teste genético para o melanoma familial ainda é controverso.

Segundo o trabalho publicado por KEFFORD et al. em 1999, os
autores acreditavam que a expressao de genes susceptiveis ao melanoma
nao estivesse bem estabelecida, e que portanto, o teste de DNA nao
devesse ser usado como um guia para a pratica clinica. E relataram, ainda,
existir uma procura pelo teste por parte das familias que apresentavam as
caracteristicas da SMF, provavelmente, devido a ansiedade dos pacientes e
suas expectativas em relacao ao teste e as respostas que ele supostamente
poderia fornecer; e, ao mesmo tempo, um receio por parte dos médicos

sobre o papel do teste genético.
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Entdo, sugeriam que os membros de familias com alto risco para o

desenvolvimento do MC fossem alocados em programas de vigilancia e

prevencao, independentemente de seu status de DNA (KEFFORD et al.

1999).

E ainda, neste trabalho, acreditavam que um aconselhamento pré-

teste devesse incluir algumas informagdes, como:

. A existéncia de algumas incertezas relacionadas a penetréancia e a

correlagao entre genotipo/fendtipo e as mutagdées em CDKN2A;

° A falta de eficacia comprovada para estratégias de prevengao e

vigilancia baseadas no resultado do teste;

° A necessidade de acompanhamento de rotina mesmo nos casos onde

o teste se mostrar negativo;

° E ainda, deve-se ponderar os riscos e os beneficios dos resultados,

positivos ou negativos (KEFFORD et al. 1999) (Quadro 3).

Quadro 3 - Riscos e beneficios potenciais associados ao teste genético.

Resultado Beneficios Riscos

Positivo Motivagao para a prevengao e Discriminacao social
vigilancia
Limiar mais baixo para a indicagdo | Rompimento de relagdes familiares
de bidpsia nos casos de lesbes
suspeitas
Deteccdo precoce de novos | Aumento no numero de bidpsias
melanomas primarios

Negativo * Reduc¢ao da ansiedade Sentimento de culpa

Rompimento de relagdes familiares

“Falsa seguranga’- abandono do
programa de acompanhamento

Fonte: Adaptado de KEFFORD et al. (1999).
*mutacéo descartada nos casos de familias sabidamente positivas para a mutacéo.
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Embora a referéncia supracitada seja de 13 anos atras, o teste
genético hoje é ainda bastante discutido e um tanto quanto controverso em
relagao aos seus beneficios reais na pratica clinica.

Segundo consenso da Sociedade Americana de Oncologia Clinica
(ASCO) de 2003, para que um teste genético seja oferecido fora de um
contexto de pesquisa, alguns critérios devem ser seguidos, sao eles:

1. O individuo ou seu familiar deve apresentar caracteristicas que
sugiram uma condi¢gdo genética/ hereditaria de predisposi¢cdo ao
cancer;

2. O teste deve ser interpretado adequadamente (método, dados
disponiveis para avaliar a patogenicidade de mutacdo, resultados
avaliando risco pessoal e familiar);

3. O resultado do teste deve interferir no manejo do paciente e/ou
familiar e conduta clinica. Influenciando na orientagcdo e educacgao do
paciente/ familia, a fim de mudar comportamentos de risco e
possibilitar e estimular a aderéncia em programas de prevengao e

detecgao precoce daqueles que carreguem a mutagao.
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Tabela 1 - Caracteristicas associadas a pelo menos 10% de probabilidade
de ser portador da mutagdo em CDKN2A

CARACTERISTICAS PROBABILIDADE DE

MUTACAO

Paciente com melanoma e com dois ou mais parentes 20 - 40%

afetados pela doenga

Paciente com melanoma e pelo menos um familiar com 45%

melanoma multiplo primario (MMP)

Paciente com melanoma e histéria familiar de melanoma e 45%

cancer de pancreas.

Individuos com MMP independentemente da histéria na 10 -15%

familia

Parentes de primeiro grau de individuo portador da mutagao ~50%

em CDKN2A

Fonte: Adaptado de HANSEN et al. (2004).

A partir da analise de alguns dados do Consodrcio Internacional de
estudo da Genética do Melanoma, HANSEN et al. (2004), concluiram que o
teste genético para avaliar a mutacdo em CDKN2A preenche os critérios
sugeridos pela ASCO. No entanto, este deve ter indicagdo bastante
criteriosa e ser conduzido em centros capacitados cientifica e
estruturalmente no que se refere a metodologia, aconselhamento genético
pré e pos teste e acompanhamento do paciente e seus familiares.

HANSSON (2008), também compartilha a opiniao de que o teste deva
ser conduzido em centros especializados com profissionais qualificados para
o aconselhamento e que deva ser considerado apenas mediante a
probabilidade de um resultado positivo ser encontrado. E no momento, o
autor pondera que seja mais dificil determinar os casos que justifiquem o
teste do que o contrario (Tabela 1).

Entao nao se justificaria o teste em:
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v pacientes com um unico melanoma sem histéria familiar da doenca
(mesmo que este tenha ocorrido em idade jovem);
4 pacientes com MMP sem historia na familia, devido a baixa frequéncia

de mutacao.

E que talvez as familias com indicacao fossem aquelas com:

4 3 ou mais afetados por melanoma (particularmente com idade jovem
ao diagndstico, e num padrao de herancga vertical);
4 individuos portadores de MMP e cancer de pancreas.

Embora idade jovem ao diagnostico seja um critério para o
acompanhamento de um individuo no contexto de sindrome hereditaria, este
fator sozinho ndo determina alta probabilidade de deteccido de mutacdo em
CDKN2A (menos de 1%) e portanto estes pacientes néo teriam indicagéao
para o teste (LEACHMAN et al. 2009).

Segundo LEACHMAN et al. (2009), os individuos ou familias de
localizagbes onde haja incidéncia moderada ou alta de melanoma que
devem ser considerados para o teste genético sao:

v Individuos com 3 ou mais melanomas;

v' Familias com ao menos 1 melanoma invasivo e 2 ou mais casos de
melanoma e/ou cancer de pancreas entre os parentes de primeiro ou
segundo graus (no mesmo lado da familia).

O aconselhamento genético pode ser considerado um processo
educacional continuo que visa informar os pacientes e seus familiares sobre

0s riscos quanto a susceptibilidade para o desenvolvimento da doenca
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beneficios e limitagdes do teste genético. Além disso deve-se levar em conta
a finalidade e a viabilidade do teste genético, bem como a interpretagéo
correta dos possiveis resultados e as implicagdes psicossociais (HANSEN et
al. 2004).

Para o GenoMEL, realizar o teste genético fora do contexto de
pesquisa €& prematuro. Isto porque muitas familias que apresentam
heredograma sugestivo de alta susceptibilidade a mutagdo n&o tem o teste
positivo, ou seja, é provavel que outros genes estejam envolvidos e um
resultado negativo daria ao paciente uma “falsa seguranca”, podendo
dificultar seu acompanhamento; além disso, o risco real do paciente que
carrega a mutagcdo ainda nao esta bem definido. E ainda, um resultado
CDKNZ2A-positivo ndo mudaria o manejo das familias com a SMF (NEWTON

BISHOP e GRUIS 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Ha poucos estudos de melanoma familial na populagao brasileira.

O melanoma cutaneo é resultante de uma interagdo complexa entre
fatores genéticos, constitucionais e ambientais e sua incidéncia vem
aumentando ao longo dos anos. O risco de desenvolvimento do melanoma
se difere de acordo com as regides geograficas, o que justifica estudos de
populacdes especificas.

Desta forma, ressalta-se a importancia de entender a sindrome do
melanoma familial (SMF) e relaciona-la aos diferentes fendtipos
encontrados. Esta investigacdo permitira identificar e caracterizar a
populacdo de maior risco para o desenvolvimento do melanoma, dentro de
um contexto familiar, proporcionando um seguimento mais eficiente tanto

para os portadores da doenga quanto para seus familiares saudaveis.
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OBJETIVOS

1. Caracterizar o fenotipo dos pacientes portadores de melanoma

em familias com a SMF, na populacao estudada.

2. Comparar o fenétipo de portadores de MC com diagnéstico

clinico da SMF, com e sem mutacdo no gene CDKNZ2A,

conforme resultados prévios do projeto Genomel (Grupo A).

3. Comparar o fenoétipo dos portadores de MC nas familias com a

SMF (grupo A) com o fendétipo dos portadores de melanoma
esporadico (ME — grupo B), e dos individuos saudaveis (grupo

C).
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4 PACIENTES E METODOS

Este estudo faz parte do projeto GenoMEL, (projeto de pesquisa n°
934/07, registro CONEP: 14098). Realizado no Hospital A. C. Camargo no
periodo de 2008 a 2010.

O estudo molecular para pesquisa de mutacdo no gene CDKN2A foi
realizado conforme padronizacdo do projeto supracitado, no Laboratério de
Genbmica e Biologia Molecular do Hospital A. C. Camargo, orientado pela
Prof?. Dra Dirce Maria Carraro e Co-Orientado pelo Prof. Dr. Gilles Landman,
no periodo de Marco de 2008 a Outubro de 2010, e seus resultados
apresentados na tese de doutorado de Alexandre Leon Ribeiro de Avila.

Todos os pacientes passaram por consulta médica no Departamento
de Oncogenética do Hospital A. C. Camargo, sob supervisdao da Dra Maria

Isabel Achatz.

Coleta de sangue
1. De cada paciente e familiar de primeiro grau foi coletado de 10-20 cc.

de sangue periférico e usado EDTA como anticoagulante.

Extracao de DNA
1. O DNA genbdmico foi isolado a partir de leucdcitos de sangue

periférico mediante métodos de rotina.
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Avaliacao clinica dos pacientes

No presente estudo serdo avaliados trés grupos:

o Grupo A: pacientes portadores de melanoma com o diagnostico
clinico da SMF;
o Grupo B: pacientes portadores de melanoma esporadico (ME),

subtipos extensivo superficial, nodular e lentigo maligno melanoma, e
que, portanto, ndo tenham historia de MC na familia, que estejam em
acompanhamento no Hospital A C Camargo — Nucleo de Céncer de
Pele e Dermatologia;

o Grupo C: pacientes portadores de outras doengas nao oncoldgicas
e/ou individuos saudaveis, que nao tenham histéria familiar de

melanoma, cancer de pancreas e tumor de Sistema Nervoso Central.

Quando identificados, em consulta de rotina, no ambulatério de
Oncologia Cutanea, os pacientes portadores da SMF (grupo A) e de ME
(grupo B) eram encaminhados para conversa com a pesquisadora. Assim
como os individuos do grupo C.

Neste momento explicava-se os objetivos e a justificativa do estudo
bem como apresentava-se o consentimento livre e esclarecido, convidando o
individuo a participar e esclarecendo duvidas quando necessario.

A partir dai realizava-se o exame fisico com a utilizacdo dos
instrumentos de coleta de dados.

Alguns participantes foram avaliados em dia previamente agendado.

Sendo que todos eles foram examinados no Nucleo de Cancer de Pele e
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Dermatologia do Hospital A.C. Camargo.

Foram utilizados dois instrumentos de coleta de dados:

Avaliagdo de fenotipagem (olhos, cabelos, nevos e efélides, tipo de
pele) — Anexo 1.

Avaliagao geral (queimadura solar, sensibilidade ao sol, SNA, histdria
pessoal e familiar oncoldgica) — Anexo 2.

E ainda, foram descritas as caracteristicas sécio-demograficas

(género, idade e idade ao diagnéstico) e clinicas (numero de melanomas,

melanoma multiplo ou familial e familial)

Para cada paciente as caracteristicas fenotipicas analisadas foram

(Anexo 1):

Olho: cor dos olhos e pigmentagéo na iris

Cabelos: cor dos cabelos

Quantidade de nevos maiores que 2 mm

Quantidade de nevos maiores que 5 mm

Quantidade de nevos com caracteristicas de atipia

Tipo de pele: segundo classificagao de Fitzpatrick

Graduagao de efélides: segundo graduagao de Vancouver

Presenca da Sindrome do Nevo Atipico, segundo critérios de
classificacdo de Newton (NEWTON et al. 1993; SLADE et al. 1995;

BISHOP et al. 2000; SILVA et al. 2011) (Anexo 3).
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Para ser considerado atipico, as cinco caracteristicas do ABCDE
devem ser consideradas:
Duas sao necessarias:

A- ASSIMETRIA (nevo nao-ovoide, nao-circular)

B- BORDA (sem bordas distintas ou bordas difusas ou "borradas)
C- COR (nevo colorido; multiplas cores ou apenas duas como marrom e
vermelho)

Tanto D quanto E sdo necessarias
D- DIAMETRO (deve ter 5 mm ou mais em todos os diametros)
E- ELEVACAO (se for elevado, deve ter um componente plano)
A populagdo foi caracterizada segundo os dados clinicos e foi
avaliado o fendtipo na populagao em estudo.
Estes dados foram, ainda, relacionados com os achados referentes as

mutacgdes estudadas no projeto GenoMEL.

Critérios de inclusdo:

Grupo A:
o Pacientes com melanoma multiplo (mais de 1 melanoma primario)
o Familias com melanoma familial:

— Dois familiares de *primeiro grau ou segundo grau com
melanoma cutaneo

— Familias com um ou mais casos de melanoma ocular e um ou
mais casos de melanoma cutdneo em familiares de *primeiro

ou segundo grau
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— Familias com um ou mais casos de melanoma e um caso de
cancer de pancreas ou de sistema nervoso central em parente
de *primeiro ou segundo grau

*Nota: Os familiares de 1° grau s&o: pai, mae, irmaos e filhos; e os de
2° grau, avos, sobrinhos e tios.

o Pacientes com laudo anatomopatolégico e/ou preparados histolégicos
confirmatorios de melanoma. Foram também aceitos como

documentos comprobatérios, o relatério médico e/ou o atestado de

obito.
Grupo B:
° Pacientes portadores de melanoma esporadico, ou seja, sem historia

familiar da doenca, de cancer de pancreas ou de tumor de sistema
nervoso central e com apenas um melanoma no momento da
assinatura do consentimento. E que apresentem histologia de
melanoma extensivo superficial, nodular ou lentigo maligno
melanoma.

o Pacientes com laudo anatomopatolégico e/ou preparados histolégicos

confirmatdérios de melanoma.

Grupo C:
o Pacientes em acompanhamento no Nucleo de Céancer de Pele e
Dermatologia do Hospital A C Camargo que tratem de outras doencgas

nao oncologicas ou pessoas saudaveis.
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Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexo 4).

4.1 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas do fendtipo foram descritas por meio das principais
medidas resumo ou respectivas distribuicdes de frequéncias.

O teste qui-quadrado foi utilizado para avaliar a associacido entre as
caracteristicas do fenétipo e os grupos em estudo além da associagéo entre
a presenga/ auséncia de mutagdo no gene CDKN2A com as principais
caracteristicas do fenotipo. Quando necessario foi utilizada a corregéo de
YATES (1934).

O nivel de significancia adotado foi o de 5% e o software R versdo

2.13.1 (www.r-project.org.br) foi utilizado nas analises.
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Foram analisados os dados de 59 probandos (grupo A), 54 pacientes

portadores de ME (grupo B) e 74 individuos saudaveis (grupo C), avaliados

no Nucleo de Cancer de Pele e Dermatologia do Hospital A. C. Camargo.

51 CARACTERIZAGAO DO FENOTIPO: GRUPO A

Descreveremos a seguir as caracteristicas fenotipicas dos pacientes

do grupo A. Para este grupo o status de mutagdo germinativa no gene

CDKNZ2A foi analisado previamente através de sequenciamento direto.

Dos 59 pacientes, 33 sdo do sexo feminino e 26, masculino; 37 (65%)

deles tinham parente afetado por melanoma e 9 (15%) apresentaram

mutac¢ao germinativa no gene CDKN2A (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas dos pacientes do Grupo A (n=59).

Caracteristicas n %

nao 50 85

mutacgao sim 9 15
anero feminino 33 56

9 masculino 26 44

- o multiplo 20 35
multiplo/familial familial 39 65

Quanto ao fendtipo de pigmentagdo dos pacientes com a SMF, 61%

tinham alta densidade de efélides em tronco, 83% fototipo | ou Il, 42% mais
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de 50 nevos, olhos e cabelos escuros estavam presentes em 53% dos

pacientes e 66% tinham histéria de queimadura solar (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas fenotipicas de pigmentagcdo dos individuos do
grupo A (n=59).

Caracteristicas n %

efélides no antebrago 0 5 8
20 25 42

40 18 31

60 6 10

80 4 7

100 1 2

efélides no tronco 0 2 3
20 13 22

40 8 14

60 10 17

80 25 42

100 1 2

fototipo I 33 56

Il 16 27

i 8 14

v 2 3

escala nevos comuns 0 1 2
<50 33 56

50 a100 12 20

> 100 13 22

pigmentagao na iris nao 39 66
sim 20 34

cor dos olhos azul 11 19
outros 17 29

castanho/ preto 31 53

cor dos cabelos ruivo 1 2
loiro 27 46

castanho 31 53

queimadura nao 20 34

sim 39 66
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Nao houve associacao estatisticamente significativa entre a mutacao

e: fototipo (p=0,32), SNA (0,26), cor dos olhos e dos cabelos, escala de

nevos (p=0,33), nevo na iris (0,73) e queimadura solar (p=0,06) — de 39

pacientes com histéria de queimadura solar,

mutacao e 3 tiveram resultado positivo (Tabela 4).

36 nado eram portadores de

Tabela 4 - Variaveis clinicas e fenotipicas relacionadas com a presencga ou
auséncia da mutagcdo em CDKN2A do Grupo A (n=59).

Variavel Mutacgéo
Nao Sim Total P
n % n %

Género feminino 26 79 7 21 33 0,42
masculino 24 92 2 8 26

multiplo/familial familial 31 79 8 21 39 0,09
multiplo 19 95 1 5 20

Fototipo lell 40 82 9 15 49 0,32
Nelv 10 100 0 0 10

SNA nao 29 81 7 19 36 0,26
sim 21 91 2 9 23

cor dos olhos azul 9 82 2 18 11 0,88
outros 15 88 2 12 17
castanho/preto 26 84 5 16 31

cor dos cabelos’ ruivo 0 0 1 100 1 0,35
loiro 25 93 2 7 27
castanho 25 81 6 19 31

Escala de nevo 0-50 27 79 7 21 34 0,33
250 23 92 2 8 25

P'gme?rtizgao na n&o 34 87 5 13 39 073
sim 16 80 4 20 20

queimadura nao 14 70 6 30 20 0,06
sim 36 92 3 8 39

“ 0 paciente ruivo foi excluido nessa analise
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Dos 59 individuos inclusos para o grupo A, 9 (15%) apresentaram
mutacdo em CDKN2A, mais frequente nas mulheres (7) e entre os sujeitos
com histoéria familiar da doenga (8). Dos 9 pacientes com mutagao, 8 tinham
fototipo |, e 2 apresentavam a SNA e 7 tem menos de 50 nevos. Cabelos
ruivos, loiros e castanhos apareceram em 1, 2 e 6 pacientes
respectivamente; enquanto olhos azuis, outros (verdes, cinzas) e castanhos

ou pretos, em 2, 2, 5 individuos respectivamente (Quadro 4).

Quadro 4 - Fendtipo dos pacientes com mutagao detectada em CDKN2A
(Grupo A).

id militiplof | escala de SNA cor dos olhos cor dos fototipo
familial nevos cabelos
1 F <50 nao castanho/preto castanho I
2 F <50 nao azul loiro Il
3 F <50 nao outros castanho I
4 F <50 nao outros castanho I
5 M 50 - 100 sim castanho/preto castanho I
6 F <50 nao castanho/preto castanho I
7 F >100 sim azul loiro I
8 F <50 nao castanho/preto ruivo I
9 F <50 nao castanho/preto castanho I

De acordo com os dados do Tabela 5, dos 50 casos do grupo A sem
a mutacao, 31 apresentaram historia familiar da doencga e 19, apenas MMP.
Dos 31, 28 (90%) tinham apenas 1 parente afetado e 25 (81%) desenvolveu
somente 1 melanoma. Ja dos 19 casos de MMP, observamos 2, 3 e 4

melanomas em 12, 5 e 2 pacientes respectivamente.
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Tabela 5 - Numero de melanomas e de familiares afetados dos 50 pacientes
do grupo A que tiveram resultado negativo para mutagdo em CDKN2A.

categorias histéria familiar MMP sem HF
(n=31) (n=19)
n % n %

Numero de 1 25 81

melanomas 2 5 16 12
3 3
4 0

Numero de 1 28 90 0

afetados 2 3 10 0

MMP=Melanoma Multiplo Primario
HF=historia familiar

Em relagdo ao numero de melanomas primarios, notamos que 1
melanoma foi mais frequente entre os pacientes com até 50 nevos, sem o
fendtipo da SNA e com histéria de queimadura solar na infancia ou
adolescéncia. N&o houve associagdo estatisticamente significante em
relacdo ao numero de melanomas e a escala de nevos (p=0,85), SNA

(p=0,78) ou queimadura solar (p=0,42) (Tabela 6).

Tabela 6 - Numero de melanomas dos pacientes do grupo A (SMF)
relacionado a presenga de nevos comuns, SNA e histéria de queimadura
solar.

1 % 2 % 3 % 4 %

Escala de 0-50 18 53 10 29 4 12 2 6
Nevos >50 10 40 10 40 3 12 2 8
SNA nao 17 47 11 31 6 17 2 5
sim 11 48 9 39 1 4 2 9

Queimadura nao 9 45 6 30 2 10 3 15
sim 19 48 14 36 5 13 1 3

SMF= Sindrome do Melanoma Familial
SNA= Sindrome do Nevo Atipico
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5.2 COMPARAGAO DO FENOTIPO: GRUPO A, GRUPO B E

GRUPO C

Como evidenciado na Tabela 7, pacientes do sexo feminino foram
maioria nos trés grupos avaliados, sendo 56% nos grupos com a SMF e ME
e 55% no grupo controle. Ja a média de idade ao diagnéstico foi ligeiramente
menor nos pacientes com a SMF, 46 anos, variando de 16 a 76. A média de
idade dos individuos dos grupos A, B e C foi de 53, 54 e 41 anos,

respectivamente.

Tabela 7 - Distribuicdo dos pacientes dos trés grupos de estudo (SMF, ME,
controle) quanto ao género e média de idade ao diagndstico.

SMF (n=59) ME (n=54) Controle (n=74)
Caracteristica categoria

n % n % n %
género feminino 33 56 30 56 41 55
masculino 26 44 24 44 33 45
Idade ao diagndstico média 46 51
minimo- maximo 16-76 25-82 NA

NA= ndo se aplica

As caracteristicas que mostraram-se estatisticamente significantes
nos grupos estudados foram as efélides no antebraco (0,02) e no tronco
(<0,001), quantidade de nevos comuns (<0,001), fototipo | e Il (<0,001),
prevalentes nos individuos do grupo A e queimadura solar (0,05) prevalente
no grupo B. A pigmentacao na iris foi prevalente no grupo A (34%), seguido

do C (18%) e B (11%) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Comparacao das caracteristicas fenotipicas dos individuos dos
grupos A, B e C.

Grupo A Grupo B Grupo C

Caracteristica Categoria (SMF) (ME) (saudaveis)
n % n % n % p
Azul 11 19 06 11 13 18
cor dos olhos Outros 17 29 13 24 11 15 0,236

castanho/preto 31 53 35 65 50 68

] loiro 27 47 20 38 21 29
cor dos cabelos 0,109
castanho/preto 31 53 32 62 52 71

0-40 48 81 47 87 71 96
efélides no antebrago 0,026
60-100 1 19 07 13 03 04
0-40 23 39 26 48 57 77
efélides no tronco <0,001
60-100 36 61 28 52 17 23
Escala de nevos 0-50 34 58 37 69 66 89
<0,001
comuns 250 25 42 17 31 08 11
Nao 39 66 48 89 61 82
Pigmentagao na iris . 0,008
Sim 20 34 06 11 13 18
I/l 49 83 39 72 31 42
Fototipo <0,001
/v 10 17 15 28 43 58
Nao 20 34 09 17 26 35
Queimadura 0,050
Sim 39 66 45 83 48 65

SMF= Sindrome do Melanoma Familial
ME= Melanoma Esporadico
! valor de p calculado excluindo os ruivos

Quando foram analisados os trés grupos quanto a presenga de nevo
atipico e a SNA, obtivemos resultados estaticamente significativos, conforme

mostra a Tabela 9. Sendo que apresentaram nevo atipico 37%, 28% e 14%
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dos pacientes dos grupos SMF, ME e controle, respectivamente. E a SNA foi

observada em 39%, 4% e 1% dos individuos com a SMF, ME e saudaveis,

respectivamente.

Tabela 9 - Distribuicdo dos pacientes dos trés grupos (SMF, ME, saudaveis)

quanto aos nevos atipicos.

ME Saudaveis
Caracteristica Categoria
n % n % n % p
Nao 37 63 39 72 64
Nevo Atipico 0,006
Sim 22 37 15 28 10 14
Nao 36 61 52 9% 73
SNA <0,001
Sim 23 39 2 4 1

SNA= sindrome do nevo atipico

Comparando os grupos A e B nota-se semelhanga quanto a cor dos

olhos, dos cabelos, presenca de efélides, escala de nevos comuns, fototipo

e presenca de NA. No entanto, a presenga de pigmentagdo na iris, assim

como a SNA, foram prevalentes no grupo com a SMF. N&ao relataram histéria

de queimadura solar 34% do grupo com a SMF e 17% do grupo com ME

(Tabela 10).
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Tabela 10 - Comparacao dos fendtipos dos pacientes do grupo A e grupo
B.

Grupo A Grupo B
Caracteristica Categoria (n=59) (n=54)
n % n % p

azul 11 19 6 11

cor dos olhos outros 17 29 13 24 0,53
castanho/preto 31 53 35 65

"cor dos cabelos Loiro 27 46 20 37 0,39
Castanho/ Preto 31 52 32 59

. 0-40 48 81 47 87 0,34
Efélides em antebrago 60 - 100 11 19 7 13

Efélides em tronco 0-40 23 39 26 48 0.6

60 - 100 36 61 28 52

Escala de nevos 0-50 34 58 37 69 0,12
comuns =50 25 42 17 31

Pigmentacao na iris nao 39 66 48 89 0,003
9 ¢ sim 20 34 6 11

Fototino lell 49 83 39 72 0,11
P eIV 10 17 15 28

Queimadura solar nao 20 34 9 17 0,03
sim 39 66 45 83

36 52 <

SNA nao 61 96 0,001
sim 23 39 2 4

Nevo atiico nao 37 63 39 72 0,281
P sim 22 37 15 28

SMF= Sindrome do Melanoma Familial
ME= Melanoma Esporadico

SNA= Sindrome do Nevo Atipico

! valor de p calculado excluindo os ruivos
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Tabela 11 - Comparacao dos fendtipos dos pacientes do grupo A e grupo
C.

Grupo A (n-59)  Grupo C (n=74)

Caracteristica categoria n % n % Total P
azul 11 19 13 18 24
cor dos olhos outros 17 29 11 15 28 0,118
castanho/preto 31 53 50 68 81
1 loiro 27 46 21 29 48
cor dos cabelos castanho/preto 31 52 52 70 83 0,035
efélides no 0-40 48 81 71 96 119 0.006
antebraco 60-100 11 19 3 4 14 ’
- 0-40 23 39 57 77 80
efélides no tronco 60-100 36 61 17 23 53 <0,001
Escala de nevos 0-50 34 58 66 89 100 <0.001
comuns >50 25 42 8 11 33 ’
Pigmentacao nao 39 66 61 82 100 0.030
na iris sim 20 34 13 18 33 ’
) I/l 49 83 31 42 80
Fototipo Y 10 17 43 58 53 0,001
. nao 20 34 26 35 46
Queimadura sim 39 66 48 65 87 0,881
nao 36 61 73 99 109
SNA sim 23 39 1 1 gq <0001
. nao 37 63 64 86 101
<
Nevo Atipico sim 29 37 10 14 32 0,001

SMF= Sindrome do Melanoma Familial
SNA= Sindrome do Nevo Atipico
! valor de p calculado excluindo os ruivos
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6 DISCUSSAO

Inimeros estudos relacionados a SMF ja foram conduzidos ao redor
do mundo, principalmente em paises da Europa e na Australia. No entanto, a
maioria deles discute a questdo das mutagdes germinativas no gene
CDKN2A, polimorfismos de MC1R e fatores de risco para o desenvolvimento
do melanoma. Além disso, poucos abordam a caracterizagao do fenétipo dos
pacientes.

Como descrito anteriormente, sabe-se que a SMF ocorre a partir de
uma somatéria de fatores, genéticos, ambientais e de comportamento;
sendo, portanto, bastante pertinente estudo de populagdes especificas.

Este trabalho teve como objetivo principal caracterizar e comparar o
fendtipo de pacientes com a Sindrome do Melanoma Familial, Melanoma
Esporadico e individuos saudaveis e sem histéria familiar de Melanoma

Cutaneo, cancer de pancreas ou tumor de Sistema Nervoso Central.

6.1 MUTAGAO EM CDKN2A E FENOTIPO: GRUPO A

No presente estudo, onde caracterizamos o fendtipo de 59 individuos
do grupo A (SMF), foi observado que a maior parte deles apresentava alta
densidade de efélides em tronco (36), fototipo | e Il (49) e historia de
queimadura solar (34); porém, olhos e cabelos escuros, o que pode

representar uma peculiaridade da nossa populacdo. Daqueles com fototipos
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lell, 9 (18%) apresentaram mutagcdo em CDKNZ2A. Segundo PEDACE et al.
(2011), em trabalho com 100 individuos para avaliar as caracteristicas
clinicas que pudessem predizer a identificagdo de mutacdo em CDKN2A,
observou-se 18 individuos mutados; sendo 12 apresentando fototipos | e Il.

Ainda em relagao ao grupo A (SMF), 65% apresentaram histéria da
doencga na familia e 35% apenas MMP; dos 9 que tiveram mutagcdo em
CDKN2A, oito (8) tinham histéria familiar da doencga, sendo que dos 8, cinco
(5) com dois parentes afetados por melanomas. Estes dados sé&o
condizentes com a literatura que ressalta maior probabilidade de deteccéao
de mutagédo conforme o numero de melanomas na familia (HANSEN et al.
2004; LEACHMAN et al. 2009).

Deve-se ressaltar que casos com historia familiar importante e sem
mutacado sugerem a existéncia de mutagdes germinativas em outros genes
que possam estar relacionados a maior risco para o desenvolvimento do
melanoma.

Assim como discutido na literatura (CELEBI et al. 2005; NIELSEN et
al. 2010), o fendtipo da SNA parece néo ser significativamente expresso
entre aqueles com mutagao detectada em CDKNZ2A. No nosso grupo com a
SMF, 23 individuos expressaram o fendtipo da SNA, sendo que 2 (9%)
apresentaram a mutacao.

A maior parte dos sujeitos com o CDKN2A mutado apresentou olhos e
cabelos escuros, sendo 55% e 66% respectivamente e fototipo | ou I
(100%). Dos 9 mutados, 4 tinham 2 ou mais nevos atipicos sendo 2

caracterizados como SNA. Observou-se menos de 50 nevos comuns em
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78% dos pacientes mutados. NIELSEN et al. (2010), observaram menos de
50 nevos em 79% dos seus pacientes com mutacao detectada, assim como
no nosso estudo. PEDACE et al. (2011), evidenciou < 40 nevos em 8/18
pacientes com mutacgao; e em 46/82 individuos sem mutacéo.

Nao obteve-se associagbes estatisticamente significativas quando
comparados os fenodtipos dos individuos com mutagdo detectada e sem
mutacgao; fato que talvez possa ser explicado pelo tamanho da amostra, se
comparado com grandes estudos da literatura mundial (GOLDSTEIN et al.
2008; DEMENAIS et al. 2010).

Em relagao aos 9 pacientes com a mutagdo em CDKN2A, a média de
idade ao diagnéstico foi de 43 anos. Segundo BISHOP et al. (2002) que
analisou os dados de oito grupos do Consércio de Genética do Melanoma,
pacientes com a mutagao tiveram média de idade ao diagndstico de 35

anos.

6.2 FENOTIPO: GRUPO A, GRUPO B, GRUPO C

Grande parte dos trabalhos sobre melanoma e fendtipo aborda a
questao do risco relativo para o desenvolvimento da doenga, sendo minoria
aqueles que comparam grupos diferentes de estudo.

Nas analises comparativas entre os trés grupos viu-se que a alta
densidade de efélides tanto em antebragco quanto no tronco, foi prevalente
nos individuos com a SMF, seguidos daqueles com ME e por ultimo pelos

pacientes saudaveis. BAKOS et al. (2002) estudaram fatores de risco para o
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desenvolvimento do MC no sul do Brasil e observaram a presenca de
efélides em 40,8% dos individuos com melanoma e em 21,3% dos controles
sem cancer de pele ou qualquer outra doencga de pele relacionada ao sol; no
entanto, ndo foram estudados pacientes com a SMF. PSATY et al. (2010)
relata que individuos com alta densidade de efélides, especialmente no
tronco, tém o dobro do risco de desenvolvimento do melanoma.

Em relagdo aos nevos comuns, nota-se que um numero maior de
individuos do grupo A apresentou > 50 nevos (42%) se compararmos com
aqueles dos grupos B (31%) e C (11%).

Quanto ao fototipo, a maior parte dos pacientes dos grupos A e B
apresentaram | ou Il, ja no grupo controle houve predominio dos fototipos IlI
e V.

Tema bastante discutido em relacdo a sua influéncia no
desenvolvimento do melanoma (ELWOOD 1992; VEIEROD et al. 2003;
BERWICK et al. 2005; MARKOVIC et al. 2007), a exposi¢cdo solar e a
histéria de queimadura na infancia e/ou adolescéncia sédo variaveis dificeis
de serem categorizadas e mensuradas de maneira padronizada, podendo
gerar um viés nos trabalhos clinicos, de revisdo e meta-analise. Além disso,
a qualidade das informagdes pode ser prejudicada ja que os pacientes
precisam se lembrar de algo que ocorreu no passado. Neste estudo a
histéria positiva de queimadura solar foi prevalente nos trés grupos, sendo
mais frequente no grupo B (83%), seguido pelo A (66%) e C (65%). BAKOS
et al. (2002), observaram frequéncia de 75,5% de queimadura solar nos

casos de melanoma esporadico e 57,9% nos controles.
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Acreditamos que a queimadura solar com frequéncia semelhante nos
grupos A e C e prevalente no grupo do ME possa sugerir que este fator de
risco esteja presente como causa e nao apenas como um marcador de risco.

Estudo epidemioldgico e genético, conduzido por CHAUDRU et al.
(2004), para avaliar a interagdo do meio ambiente (sol), caracteristicas de
pigmentacao, reagao a exposigao solar e fendtipo, analisou familiares de
portadores de MC (independentemente da historia familiar), familiares de
portadores de MC em familias de alto risco (1 portador de MC + 1 parente
acometido, pelo menos) e os préprios pacientes com melanoma, onde
evidenciou-se a importancia de trés fatores de risco — contagem total de
nevos, exposi¢cao solar e queimadura solar - que em associacdo a mutagao
em CDKNZ2A levaria a um aumento do risco para o desenvolvimento do
melanoma. Para esta analise, nas familias de alto risco, foram excluidos os
nevos displasicos.

Obteve-se significancia estatistica também na analise univariada
quanto a presenga de nevos atipicos nos trés grupos, sendo estes
prevalentes nos individuos com a SMF; assim como em relacdo ao fendtipo
da SNA, que pode ser observado principalmente entre aqueles do grupo A.

A presencga de NA néo foi diferente na comparagao entre os grupos A
e B; porém, o NA foi prevalente nestes dois grupos quando comparados ao
grupo C, confirmando a presenga de NA como um marcador de risco para o
MC.

Ja a SNA pode nao estar relacionada as mutagcdes de CDKN2A, no

entanto foi mais frequente no grupo A, mostrando a importancia deste
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fendtipo na determinacao do risco de desenvolvimento do melanoma, talvez
pela interagao entre outros genes, polimorfismos ou mutagdes.

Neste estudo as mulheres foram maioria nos trés grupos- SMF, ME e
pacientes saudaveis. Além disso, evidenciou-se menor média de idade ao
diagndstico no grupo A quando comparado com o grupo B, sendo 46 e 51
anos respectivamente; como observado no trabalho de CHIARUGI et al.
(2010) - 47 anos nos casos de melanoma familial e 55 anos para aqueles
com ME - que comparou o melanoma familial e o esporadico quanto as
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas na populagéo italiana.

Em estudo de BATAILLE et al. (1996) para avaliar o numero, o tipo e
a distribuicdo dos nevos em pacientes com MC observou associagao entre a
pigmentacao na iris e o MC.

No nosso estudo a pigmentagao na iris foi mais frequente no grupo
com a SMF; no entanto, seriam necessarias outras analises para a
determinacao da associacado entre esta caracteristica e o desenvolvimento

do MC.

6.3 FENOTIPO: GRUPO A E GRUPO B

Os pacientes dos grupos A e B apresentaram fenotipos semelhantes
em relagdo a cor dos olhos, cor dos cabelos, gradacéo de efélides, numero
de nevos comuns e fototipo o que reforga a importancia da anamnese e do
questionamento quanto a historia familiar oncolégica dos pacientes

portadores de ME em seguimento dermatologico. A presenga NA foi
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observada em 37% dos pacientes do grupo A e em 28% do grupo B. Greene
(1998) relata que o NA pode estar presente em aproximadamente 30% dos
pacientes com ME, numero muito proximo do encontrado neste trabalho; e,
afirma também que deve estar presente na maior parte dos pacientes com a
SMF.

Na comparagdo entre estes dois grupos obteve-se significancia
estatistica quanto a pigmentacédo na iris, SNA e queimadura solar. Sendo
que dos 29 individuos que nao relataram historia de queimadura solar 20
(69%) eram do grupo com a SMF e 9 (31%) do grupo com ME. CHIARUGI et
al. (2011) compararam pacientes com Melanoma Familial e Esporadico
quanto a cor dos olhos, fototipo (Fitzpatrick), contagem de nevos comuns e
atipicos e numero de queimaduras solares ao longo da vida; e assim como
no nosso estudo, observaram predominio de nevos comuns e atipicos nos
individuos com melanoma familial. Porém seus dados mostraram que dos
388 pacientes sem histéria de queimadura, 4% eram do grupo de melanoma

familial e 96% do esporadico.

6.4 FENOTIPO: GRUPO A E GRUPO C

As caracteristicas semelhantes entre estes dois grupos foram a cor
dos olhos e a histéria de queimadura solar.

A pigmentacdo na iris, a presenca da SNA, cabelos loiros, maior
quantidade de nevos comuns e atipicos, alta densidade de efélides e fototipo

| ou Il foram prevalentes no grupo A. Portanto, os fatores relacionados a
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pigmentacdo sao o0s que talvez possam influenciar na avaliagédo

dermatolégica dos individuos sem melanoma.



1)

2)
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CONCLUSAO

O fendtipo dos pacientes com a SMF foi caracterizado. A maior parte
dos pacientes (53%) apresentava olhos e cabelos escuros, baixa
densidade de efélides em antebraco, alta densidade de efélides em
tronco, menos de 50 nevos comuns, fototipos | ou Il e histéria de

gueimadura solar na infancia e/ou adolescéncia.

Comparamos os fendtipos dos pacientes portadores da SMF com e
sem mutacdo germinativa no gene CDKN2A. Onde nenhuma das
variaveis apresentou associacdo estatisticamente significante.
Portanto, com esta amostra (grupo A) nao foi possivel definir um

fendtipo prevalente entre os individuos com a mutagao.

Comparamos os fenoétipos dos trés grupos estudados, SMF, ME e
saudaveis. Houve diferengcas importantes entre as caracteristicas
fenotipicas nos trés grupos. Com um predominio no grupo A de
numero elevado de nevos comuns, NA e a SNA, fototipo | e Il, a alta

densidade de efélides.

Historia de queimadura solar foi prevalente nos individuos com ME.
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CONSIDERAGOES FINAIS

E provavel que existam outros genes relacionados a maior
predisposi¢cao para o desenvolvimento do melanoma. Observamos
que fica dificil suspeitar da presenga de mutagdo apenas pelas
caracteristicas de fendtipo. Por isso acreditamos que, assim como os
préoprios portadores de MC com a SMF, seus parentes de primeiro
grau (podendo se estender para os de segundo grau) devam ser
examinados anualmente por equipe especializada e seus nevos

mapeados e monitorados.

Encontramos diferengas fenotipicas entre os trés grupos, as quais nos
mostram quem s&o os pacientes de maior risco. A caracterizagado do
fendtipo e a utilizacdo de questionarios que abordem a historia
oncoldgica pessoal e familiar € fundamental, independentemente da
realizagcdo e do resultado da pesquisa de mutagdo germinativa em

CDKNZ2A.

Pacientes com a SMF e com ME apresentaram fendtipos
semelhantes, diferindo de maneira significativa apenas em relagéao a
presenca de pigmentacdo na iris e do fendtipo de SNA.
Caracteristicas que talvez merecam mais atengdo no momento do

exame fisico dos pacientes em acompanhamento clinico por MC.
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Entre os individuos do grupo A e C houve ainda mais diferencas
relacionados ao fenoétipo, o que ressalta a importancia da identificacéo
e valorizagdo dos fatores de risco no momento da avaliagdo do

paciente.
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Anexo 1 - Avaliacao de fenotipagem (olhos, cabelos, nevos e efélides)

11 Cor dos olhos
Azul................. 1
Outros............... 2
Castanho............... 3
2 Cor dos cabelos
Ruivo.................. 1
Loiro......... 2
Castanho............... 3
Preto............... 4
3. Graduagéo de efélides nos antebragos use a graduacédo de Vancouver
4. Graduagéo de efélides no dorso superior use a graduacao de Vancouver
5. Vocé ja removeu algum nevo no passado?
Sim 1
Nao 2
6. Se sim

Quantas?




Freckling Chart
DoGOBOROBOR

CONTAGEM DE NEVOS

1. Registre a contagem de nevos na tabela a seguir. Por favor, nao utilize 6leo ou

lente para ajudar na identificagao dos nevos.

2. Primeiro, conte todos os nevos 22 mm no seu menor diametro, usando a
régua apropriada. Para ser considerado 22 mm, o nevo deve preencher

completamente o circulo de 2mm.

3. Em seguida, conte todos os nevos 25 mm em seu menor didmetro usando a
régua. Para ser considerado 25 mm, o nevo deve preencher completamente o

circulo de 5mm.

4. Finalmente, conte todos os nevos atipicos. Para ser considerado atipico, as

quatro caracteristicas do ABCDE abaixo devem ser consideradas:



Duas sao necessarias:

a. Assimetria Nevo nao ovéide, ndo redondo
Nevo pode ser quadrado, triangular, ou com

forma irregular.

b. Bordas Nevos com limites indefinidos difuso ou
borrado.
C. Cor Nevo multi colorido.

Nevo pode ter muitas cores ou somente duas,

como castanho e vermelho.

Tanto D quanto E sdo necessarias:

d.

e.

Diametro O nevo deve ter 5mm ou mais em todos os didmetros.

Elevagao O nevo deve ter um componente plano.

Nevos no couro cabeludo devem ser contados. A presenga ou auséncia de

efélides/lesdes pigmentares da iris devem ser anotadas.

Quando estiver contando os nevos, tente memorizar os mais incomuns.

Para os individuos com partes do corpo inacessiveis para contagem de nevos,
como aqueles com membros engessados ou amputados, favor anotar a razao
de nao ter feito a contagem nesta parte do corpo no Médulo Il do questionario

na sessao “comentario e informagdes adicionais”.

Se a contagem de nevos for 888 ou 999, inserir o nimero incorreto 887 ou 998.
Isto é para garantir que a contagem nao seja excluida da analise, porque 888
(em branco) e 999 (desconhecido) removem o registro antes que a analise seja

feita.



CONTAGEM DE NEVOS

Parte do corpo

Numero de

nevos 22 mm

Numero de

nevos 25 mm

Numero de

nevos atipicos

7 Face

8 Pescoco

9 Braco esquerdo

10 Antebraco esquerdo

11 Mao esquerda

12 Braco direito

13 Antebraco direito

14 Mé&o direita

15 Tronco anterior

16 Tronco posterior

17 Gluteo

18 Coxa esquerda

19 Perna esquerda

20 Pé esquerdo

21 Coxa direita

22 Perna direita

23 Pé direito

24 Couro cabeludo

o5 iris Sim
Anotar se presente Nao




Anexo 2 - Avaliacéo do geral

Nome: RGH:

ID: Data de Nasc: Grupo Controle:

Avaliado por: Data:

1) Classificacdo de Fitzpatrick (

Classificacdo de Fitzpatrick

Tipo | Pele muito clara,sempre queima, nunca bronzeia
Tipo Il Pele clara, sempre queima e algumas vezes bronzeia
Tipo 11l Pele menos clara, algumas vezes queima, sempre bronzeia
Tipo IV Pele morena clara, raramente queima, sempre bronzeia
Tipo V Pele morena escura, nunca queima, sempre bronzeia
Tipo VI Pele negra, nunca queima, sempre bronzeia

2) Qual cor melhor descreve sua pele antes de se bronzear pela primeira vez? (

MUILO Clara.......ccoovevvereieninisesieeee, 1
Clara.. oo 2
Morena Clara.......cccoeeveerenieeniencnie e 3
MOreNa ESCUNA......ccccuveeriieeiiieeniee e 4
NEGIA...eeieiiiieie e 5
3) O que vocé acha que aconteceria se sua pele fosse exposta (

ao sol pela primeir

a vez, no verao por uma hora sem protegéo solar?

Queimadura severa com bolhas............cccoceveiieennns 1

Queimadura dolorosa seguida de descamacéo......... 2

)




Queimadura discreta seguida de algum bronzeado..3

Bronzear sem queimadura...........cccoevevvreeneeriesnenn 4

4) Sindrome do nevo atipico ( segundo classificagdo de Newton)?

6) Histdria oncoldgica pessoal

7) Historia oncoldgica familiar




Anexo 3 - Classificacdo de Newton para a Sindrome do Nevo Atipico
(NEWTON et al. 1993; SLADE et al. 1995; SILVA et al. 2011)

O individuo deve apresentar aos menos 3 das seguintes caracteristicas:

1) dois ou mais nevos clinicamente atipicos;

2) mais de 100 nevos em pacientes com idade entre 20 e 50 anos;

3) mais de 50 nevos em pacientes com idade inferior a 20 anos ou
superior a 50 anos;

4) mais de um nevo no gluteo ou dorso do pé;

5) nevo em couro cabeludo anterior;

6) uma ou mais lesbes pigmentadas na iris

Deve-se atribuir 1 ponto a cada caracteristica presente no individuo, aqueles
que somarem 3 ou mais serao caracterizados com o fenétipo da Sindrome
do Nevo Atipico (SNA)



Anexo 4 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Caracterizacdo fenotipica de familias brasileiras portadoras da

sindrome do melanoma familial”

Termo de consentimento livre e esclarecido

Nome do pesquisador responsavel:
Pais:
Nome do paciente:

Informacéo importante

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo intitulado: “Caracterizacao
fenotipica de familias brasileiras portadoras da sindrome do melanoma familial”. A
sua participacao é voluntaria e a recusa em participar do estudo em nada prejudicara
o tratamento oferecido nesta instituicao.

Também é importante saber que, mesmo apds haver aceito vocé podera

deixar de participar a qualquer momento que desejar, sem qualquer prejuizo.

Justificativa para a pesquisa

O melanoma cutaneo é resultante de uma interagdo complexa entre fatores
genéticos, constitucionais e ambientais e sua incidéncia vem aumentando ao longo
dos anos.

Ha poucos estudos de melanoma familial na populacédo brasileira, onde existe
grande miscigenacdo e ndo foi possivel ainda caracterizar e definir um perfil
especifico, se é que ha, quanto ao fendtipo desta populacéo.

E ainda, muitos trabalhos mostram as diferencas relacionadas entre as regides
geograficas e o risco do desenvolvimento do melanoma, o que justifica estudos de

populacdes especificas.



Isto ressalta a importancia de entender a sindrome do melanoma familial
(SMF) e relaciona-la com os fendétipos encontrados nos trés grupos. O que, alem de,
possibilitar identificacdo e caracterizacdo da populacdo de maior risco e um
seguimento mais eficiente, proporcionara a difusdo do conhecimento, beneficiando

outras populagdes.

Como sera feita a pesquisa

Serdo recrutados 150 pacientes, distribuidos em trés grupos diferentes.

Grupo A: pacientes portadores de Melanoma Cutéaneo inseridos em familias

com a Sindrome do Melanoma Familial (SMF)- multiplos membros afetados (na
mesma ramificacdo), melanomas multiplos priméarios (dois ou mais) no mesmo

individuo ou idade jovem ao diagnostico.

1 Grupo B: pacientes portadores de Melanoma Esporadico — individuos com

apenas um melanoma e sem histéria familiar da doenca.

S8 Grupo C: pacientes sem melanoma, sem historia familiar da doenca e sem

doenca oncoldgica.

Este estudo visa avaliar, caracterizar e comparar o fenotipo de individuos
portadores da Sindrome do Melanoma Familial (SMF), de Melanoma Esporadico
(ME) e de pacientes com outros diagnosticos (exceto melanoma e outras doencas
oncoldgicas), tratados e acompanhados no Ambulatério de Oncologia Cuténea do
Hospital A C Camargo.

Riscos

De modo geral ndo hé riscos a sua salde neste projeto.



Confidencialidade
Todas as informagdes provenientes deste estudo serdo confidenciais e identificadas
por cddigo apenas conhecido pelos pesquisadores envolvidos no estudo. Preserva-se

assim o sigilo médico de informagdes sobre sua salde.

Se estiver de acordo em participar deste estudo, e com cada um dos itens

mencionados abaixo, por favor responda as questdes assinalando um “X’*:

1. Entendo que parte da informag&o de meu arquivo médico devera ser revista

por membros da equipe de investigacdo e fotocopiada se necessario. Dou

permissao a estas pessoas a ter acesso a meus arquivos medicos.

2. Estou de acordo que minha pele seja examinada por algum profissional da

salide, membro desta equipe de investigacao.

3. Estou de acordo que tirem fotografias de meus olhos para verificar sua cor, de
minhas costas para averiguar a quantidade de pintas ( nevos) e de alguns

Nevos que por suas caracteristicas necessitem de documentacao fotografica.

4. Entendo que estou no meu direito de solicitar qualquer esclarecimento e obter
informacdo sobre a investigacdo a qualquer momento do desenvolvimento da

mesma.

5. Entendo que minha participacdo € voluntaria e que tenho liberdade de desistir
no momento que desejar, sem ter que dar nenhuma razéo e que se tomo esta
deciséo, ndo afetara futuras consultas ou tratamentos necessarios no Hospital
A C Camargo.| |

6. Entendo que a informacédo obtida da investigacdo serd manipulada de forma

confidencial e que em nenhum momento se violara minha privacidade. ==



7. Confirmo que aceito participar desta investigacdo, que li e entendi as
explicacOes fornecidas, assim com o0s quesitos de consentimento informado e
que tive oportunidade de fazer todas as perguntas que considerei pertinentes
acerca deste estudo. &}

Se necessitar de qualquer informacdo adicional ou surgir alguma duvida no

decorrer do estudo, por favor, entre em contato com o pesquisador responsavel:

Luciana Facure Moredo pelo telefone: 2189-5135.

Se o0 pesquisador responsavel ndo fornecer as informacdes/esclarecimentos
suficientes, por favor, entre em contato com o coordenador do Comité de Etica
do Hospital A C Camargo-SP pelo telefone (11) 2189-5020.

Nome do paciente:
Data:
Assinatura:

Endereco e telefone do paciente:

Nome do pesquisador responséavel:
Data:

Assinatura:



Anexo 5 - Mutagdo em CDKNZ2A dos 9 pacientes do grupo A.

numero de idade ao polimorfismo
ID melanomas diagndstico mutacao proteina de CDKN2A
1 2 49 G101W P16 A148T
2 2 48 P48T P16 X
3 2 23 34GT P16 X
4 4 53 34GT P16 X
5 4 33 P48T P16 X
6 1 59 34GT P16 X
7 1 39 P48T P16 X
8 2 44 V84M* P14 X
9 1 36 UTR-105A/T P16 X

*alteragc&o nao descrita na literatura
Fonte: AVILA (2009)




