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RESUMO

Dados clinicos e histologicos de melanomas cutaneos primarios fornecem
informagdes progndsticas uteis, porém o curso clinico de determinada lesao é
imprevisivel. Fatores adicionais para prever sua evolugao sao necessarios e
técnicas de biologia molecular permitem a identificacdo de marcadores moleculares
que podem ter valor prognostico em melanomas. O presente estudo avaliou
mutagcdes BRAF e c-Kit em 96 espécimens cirurgicos de melanomas cutaneos
primarios e 15 lesbes metastaticas correspondentes em uma série de pacientes
brasileiros, através da técnica TagMan Real-Time polymerase chain reaction (PCR)
e correlacionou estes dados com fatores progndsticos clinicos e anatomopatologicos
atualmente conhecidos. Esta andlise nao identificou mutagées no gene c-Kit e
mostrou uma frequéncia baixa de mutagbes BRAF em melanomas cuténeos
primarios (39%) e metastaticos (40%). Essas mutagdes ocorreram em estagio inicial
durante a progressao da neoplasia e nao estiveram envolvidas na transi¢cao de
melanomas finos (€1mm) para grossos (>1mm). Essas mutagdes estavam presentes
em pacientes mais jovens e se correlacionaram com o padréo de exposigéo solar
dos pacientes estudados, mas ndo houve correlagdo com nenhum fator prognéstico
histologico ou sobrevida global dos mesmos. A identificagdo de ambas as mutacdes
BRAF e c- kit ndo servem como indicadores de prognéstico na populagao brasileira.
Além disso, a baixa frequéncia de mutagdes BRAF encontrada neste estudo nos faz
questionar se esta mutagao realmente tem um papel chave na patogénese do
melanoma.

Palavras-chave: Melanoma cutaneo. Fatores prognoésticos. Reagdo em cadeia da
polimerase. BRAF. c-Kit.



ABSTRACT

Clinical and histopathological data of a primary cutaneous melanoma provide useful
prognostic information; however, the clinical course of an individual neoplasm is
currently unpredictable. Additional factors to predict its evolution are necessary and
molecular biology techniques have permitted the identification of molecular markers
which may be of prognostic value in malignant melanoma. The present study
evaluated BRAF and c-Kit gene mutations in 96 surgical specimens of primary
cutaneous melanoma and 15 corresponding metastasis in a series of Brazilian
patients using the TagMan Real-Time polymerase chain reaction (PCR) assays and
correlated these data with clinical and histopathological prognostic factors currently
known. The results showed no c-Kit gene mutations and a relative low frequency of
BRAF mutation in primary (39%) and metastatic (40%) melanomas. The mutations
arose at an early stage during melanoma progression and were not involved in the
transition of thin (£1mm) to thick melanomas (>1mm). BRAF mutation was related to
younger age of patients and to the pattern of sun exposure but there was no
correlation with any histological prognostic factor or overall survival. The identification
of both, BRAF and c-Kit mutation, do not serve as indicators of prognosis in the
Brazilian population. Moreover, the relatively low frequency of BRAF mutations calls
into question whether this mutation really plays a key role in pathogenesis of
melanoma. In fact, there must be alternative genetic pathways in development
melanoma.

Key words: Cutaneous melanoma. Prognostic Factors. Polymerase Chain Reaction.
BRAF. c-Kit
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1 INTRODUGAO

O melanoma cutaneo, neoplasia originada da transformagéo maligna de
melandcitos localizados na camada basal da epiderme, € uma das neoplasias mais
agressivas e sua incidéncia é crescente, principalmente entre a populagao branca e,
até o presente momento, ndo ha cura efetiva para os pacientes com melanoma
disseminado (WEINLICH, 2003; HOMSI, 2005).

Dentre os fatores preditivos de sobrevida em melanomas cutaneos primarios
0s mais importantes s&o a espessura da lesao (indice de Breslow), a presenga de
ulceracao e o envolvimento de linfonodos. Idade, sexo, localizagcdo anatémica e
lesdes satélites também sao importantes e ha ainda fatores sendo investigados,
como indice mitético, presencga de regresséo e infiltrado inflamatorio tumoral
(HOMSI, 2005).

Dados clinicos e histologicos de melanomas cutaneos primarios fornecem
informacgdes progndsticas uteis, porém o curso clinico individual de uma lesao é
imprevisivel e ha necessidade de fatores adicionais para predizer sua evolucéo
(RICANIADIS, 2001).

Recentemente, técnicas de biologia molecular tém possibilitado a
identificacdo de marcadores moleculares que podem ter valor prognostico em
melanomas (HOMSI, 2005). Inumeras pesquisas tentam estabelecer correlagdes
entre a expressao de determinado marcador com o risco de progressao da
neoplasia, presenca de doengca metastatica e sobrevida dos pacientes
(RICANIADIS, 2001; WEINLICH, 2003). Entre os marcadores moleculares
envolvidos na patogénese do melanoma ha os reguladores de ciclo celular, como o
gene BRAF e o proto-oncogene c-Kit (FIGUEIREDO, 2003).

Mutagdes do gene BRAF, localizado no cromossomo 7q, sao as mais
frequentes mutacgdes (60-80%) encontradas em melanomas humanos (DAVIES,
2002; HOMSI, 2005). Oitenta por cento dessas mutagdes s&o encontradas no éxon
15, em um unico residuo de aminoacido, usualmente uma substituicido de valina por
acido glutamico (V599E, agora referido como V600E). O gene BRAF codifica uma

cascata serina/treonina quinase na via RAS/RAF/MAPK, que esta envolvida na



transducgédo de sinais mitogénicos dos receptores de membrana ao nucleo das
células (DAVIES, 2002). A frequéncia de muta¢cdes BRAF excede significativamente
a frequéncia de outras mutacdes conhecidas em melanomas cutdneos como N-Ras,
p16 e p 53 (SHINOZAKI, 2004). Essas outras mutagdes sdo encontradas em um
numero significativo de nevos melanociticos, sugerindo que elas representam um
passo inicial no desenvolvimento de neoplasias melanociticas. Nao é claro,
entretanto, se essas mutagdes estdo associadas com a progressdo de melanomas
(DONG, 2003). A frequente ocorréncia de mutacdo BRAF em melanomas sugere
que inibidores especificos do gene BRAF podem ser utilizados para o tratamento de
melanomas avangados (MALDONADO, 2003).

O receptor c-Kit tem um papel importante na fisiologia dos melandcitos,
influenciando a melanogénese, proliferagdo, migragéo e sobrevivéncia dessas
células (ALEXEEV, 2006). Em melanomas, apenas a mutagao no éxon 11 (L576P)
foi reportada e aparentemente ela ndo € encontrada em mais que 2% dos
melanomas. O estudo desta mutagdao em melanomas cutaneos pode auxiliar a
identificar pacientes que possam se beneficiar do uso do imatinib, um inibidor do c-
Kit que vem sendo utilizado com sucesso no tratamento de pacientes com GISTs -
tumores estromais gastrointestinais (WILLMORE-PAYNE, 2005).

A combinacgao de achados clinicos e histolégicos com dados de PCR pode
facilitar a caracterizagado de marcadores bioldgicos e de novas proteinas envolvidas
na patogénese, desenvolvimento e progressdo dos melanomas, com possiveis

implicagdes para o progndstico e tratamento desta neoplasia.

Além disso, ha pouca informacéao na literatura atual sobre mutagcdes BRAF, c-
Kit ou outros marcadores de progressdo do melanoma cutédneo em pacientes sul-
americanos utilizando-se técnicas de biologia molecular ( URIBE, 2003; NETO,
2007). Dos poucos estudos disponiveis nesta populagdo, nenhum tentou
correlacionar todos os paréametros clinicos e histologicos relacionados a esta
neoplasia, nem sobrevida dos pacientes.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi identificar a incidéncia de mutagdes do gene BRAF
e c-Kit em espécimens cirurgicos de melanomas cutaneos primarios e metastaticos
através da técnica Real-Time Polimerase Chain Reaction (TagMan Real-Time PCR)
e avaliar sua correlagado com fatores progndsticos clinicos e anatomopatolégicos
atualmente conhecidos, a fim de caracterizar sua relagdo com a progressao tumoral

e seus efeitos na evolugdo da doenca.

1.1.2 Objetivos especificos

Através da identificacdo de mutacdes do gene BRAF e c-Kit em uma

populacdo de portadores de melanomas cutaneos, procuramos estabelecer:
1. Incidéncia dessas mutagdes nos melanomas primarios e metastaticos;
2. Tipo especifico de mutagao existente;
3. Incidéncia dessas mutagdes em pele normal;

4. Incidéncia dessas mutagdes em melanomas finos (€ Tmm) e grossos (>

1mm).
5. Correlagao da presenga dessas mutagdes com a progressao tumoral,

6. Correlacao entre presenga dessas mutagdes com fatores prognosticos

clinicos ( sexo, idade, localizagc&o da lesdo e sobrevida );

7. Correlacao entre presenca de mutagdes com fatores progndsticos histologicos
(indice de Breslow, nivel de Clark, numero de mitoses, presencga de

ulceragao, regressao ou satelitose).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INCIDENCIA

Segundo as Estimativas de Incidéncia de Cancer no Brasil, para 2010, foram
previstos 2.960 casos novos de melanomas cutaneos em homens e 2.970 casos
novos em mulheres. As maiores taxas estimadas em homens e mulheres
encontram-se na regiao Sul, e o estado do Parana apresenta a terceira maior
incidéncia: 5,63 casos para cada 100 mil homens e 4,97 casos para cada 100 mil
mulheres, atras somente de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. O melanoma de
pele é menos frequente do que os outros tumores de pele (carcinomas
basocelulares e carcinomas de células escamosas), porém sua letalidade é mais
elevada devido ao risco de metastases. Melanomas causam mais que 75% das
mortes por cancer de pele, e o progndéstico desse tipo de neoplasia pode ser
considerado bom, se detectado nos estadios iniciais. Nos ultimos anos houve uma
grande melhora na sobrevida dos pacientes com melanoma, principalmente devido a
deteccao precoce do mesmo. Nos paises desenvolvidos a sobrevida média
estimada em cinco anos € de 73%, enquanto que, para os paises em
desenvolvimento a sobrevida média é de 56%. A média mundial estimada é de 69%
(INCA, 2010).

A AMERICAN CANCER SOCIETY (ACS) estima que a incidéncia do
melanoma cutaneo cresc¢a 4,1% ao ano, mais rapido do que qualquer outra
neoplasia entre a populacio branca. Ela estima que 68.720 novos casos de

melanoma e 8.650 mortes por melanoma ocorram nos EUA em 2009 (ACS, 2009).



2.2 MUTACOES BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS

O desenvolvimento do melanoma cuténeo é um classico exemplo de uma
neoplasia que progride passando por diferentes estagios reconhecidos através de
suas caracteristicas clinicas e histoldgicas. Entretanto, o evento molecular chave
que desencadeia a progressao desta neoplasia ainda néao foi esclarecido, o que
explica porque nao ha terapia especifica para seu tratamento e porque quase
nenhum beneficio clinico de novas terapias foi claramente demonstrado em
pacientes com melanoma desde a década de 70 (WINNENPENNINCKX, 2006).

Estudos realizados em lesées melanociticas enumeraram diversos genes
relacionados com o desenvolvimento e progressao do melanoma e, atualmente, a
mutacédo do gene BRAF representa o principal biomarcador deste tumor (CHIN,
2008).

A mutacgédo do gene BRAF € a mais frequente mutagéo (60-80%) observada
em melanomas humanos. Oitenta por cento dessas mutagdes sao encontradas no
éxon 15, em um unico residuo de aminoacido, identificadas como transversdes
T1796A, que modificam o codon “wild-type” GTG (valina) para GAG (acido
glutédmico) na posicéo 599 - V599E (DAVIES, 2002).

O gene BRAF codifica uma cascata serina/treonina quinase que atua na via
RAS/RAF/MAPK, essencial para a regulagéo do ciclo celular. Em melanomas, a
ativacdo da cascata RAS/RAF/MAPK pode ocorrer através de mutagdes nos genes
RAS e RAF. RAF é uma serina/treonina quinase que quando ativada fosforila MEK
que por sua vez fosforila ERK. ERK quando ativada fosforila diferentes alvos
citoplasmaticos e nucleares, mediando uma resposta celular. Essa cascata é um
sistema sinalizador membrana-nucleo que controla a proliferacado e diferenciagao
celular, bem como apoptose em células de mamiferos. Nos humanos, sao
conhecidas trés proteinas RAF: A-RAF, B-RAF e C-RAF (também conhecida como
RAF-1). A proteina B-RAF é expressa em tecidos neurais e no testiculo, e, das trés
proteinas € a que apresenta a maior atividade basal. Os residuos treonina 598 e
serina 601 da proteina B-RAF constituem os dois sitios de fosforilagao requeridos

para sua ativacao, induzida pela proteina RAS e quando eles s&o trocados por



residuos acidos, B-RAF torna-se ativa. As mutagdes BRAF aumentam
significativamente a atividade quinase, o que induz proliferagéo celular continua, que
favorece o crescimento neoplasico. (DONG, 2003; OMHOLT, 2003).

A frequéncia de mutagdes do gene BRAF supera significativamente a
frequéncia de outras mutagdes importantes em melanomas, como o N-Ras, p16 e
p53 (SHINOZAKI, 2004). A prevaléncia de mutagdes do gene BRAF em melanomas
cutaneos, indica que a ativagado da cascata MAPK representa um rito de passagem
obrigatério na transformacgao dos melandcitos e tal dependéncia pode representar

um ponto de ataque para o tratamento desta neoplasia (CHIN, 2008).

Mutacbes do gene BRAF tém sido reportadas com alta frequéncia em
melanomas, enquanto em outros tumores, a frequéncia desta mutacdo € menor. No
estudo de Davies et al. mutagdes neste gene foram encontradas em 20 de 34 (59%)
linhagens de células tumorais, 12 de 15 (80%) culturas celulares denominadas
“short-terms cultures” e em seis de nove (67%) amostras teciduais de melanomas. A
transversao T1796A no éxon 15, que resulta na mutacao V599, representou mais de
90% das mutagdes detectadas nas amostras de melanoma. Essa mutagao V599E
afeta o dominio BRAF quinase e aumenta sua atividade, o que induz proliferacéo
continua, responsavel pelo crescimento neoplasico. Um numero limitado de

mutag¢des foram observadas também no éxon 11(DAVIES, 2002).

Tais mutagdes sao identificadas em um numero significante de lesées
melanociticas, incluindo nevos, sugerindo que estas representam o passo inicial no
desenvolvimento das neoplasias melanociticas. Porém nao é claro se as mutacgoes
BRAF estdo associadas com a progressdo do melanoma. Através da técnica de
reacao em cadeia da polimerase (PCR) para “screening” do éxon 15 do gene BRAF,
Dong et al. identificaram a mutacdo com a mesma alta frequéncia (62-72%) em
nevos melanociticos, melanomas em fase vertical de crescimento (melanomas com
a presenga de componente dérmico invasivo), melanomas metastaticos e células de
linhagem de melanoma. Em apenas 10% dos casos em fase radial de crescimento
(tumores confinados a epiderme ou a derme superficial) a mutagao foi identificada. A
disparidade na frequéncia da mutagcéo do gene BRAF em nevos (71%), melanomas
em fase vertical de crescimento (63%) e melanoma metastatico (62%) em relagao

aos melanomas em fase de crescimento radial (10%) foi significante. Devido a



esses achados, os autores sugeriram que a mutagdo BRAF pode nédo estar
associada com a iniciagdo da grande maioria dos melanomas, mas pode refletir a
progressao desses tumores de uma fase radial de crescimento para fase vertical de
crescimento ou melanoma metastatico, com implicagdes progndsticas importantes e
pode, portanto, representar um biomarcador de progresséo desta neoplasia (DONG,
2003).

Omholt et al., através de PCR para analise de mutagdes nos éxons 15 e 11,
avaliaram 71 melanomas cutaneos primarios e suas metastases correspondentes
(n=88) o que tornou possivel a determinagao do estagio em que a mutagao ocorreu
durante a evolugao da neoplasia. A mutagado do gene BRAF foi encontrada em
42(59%) de 71 pacientes. Em todas as lesdes primarias onde a mutagao foi
encontrada, houve também a deteccdo da mutacao na lesdo metastatica
correspondente, o que sugere que a mutagao BRAF representa um evento inicial no
desenvolvimento da neoplasia e ndo esta associada com a iniciacdo de uma lesao
metastatica. Com o uso de técnicas de microdisseccao tecidual a laser, foi
demonstrado que a mutacido BRAF estava presente nas células em fase de
crescimento radial da neoplasia e preservadas na sua fase de crescimento vertical.
A presenca da mutacio na fase radial de crescimento confirma que a mutagao
ocorre inicialmente e que nao é responsavel pela transicao de uma fase de
crescimento radial para uma fase de crescimento vertical. Neste estudo, ndo houve
correlacao da presenca da mutagcao com nenhum parametro clinico, incluindo sexo,
idade e estadiamento clinico ou com tipo histologico do tumor, nivel de Clark,
espessura tumoral, ulceracio e local da primeira recorréncia. E também nao houve
nenhuma relagado da mutagdo com a sobrevida geral dos pacientes. Os autores
afirmam que apesar da mutacado do gene BRAF nao parecer ter importancia na
iniciacdo de metastases, o fato de que ela esta presente através da progressao
tumoral, indica que ela possa influenciar a manutencéo da neoplasia. (OMHOLT,
2003).

Em uma coorte de 115 pacientes com melanomas cutaneos primarios foi
observado que a mutacdo BRAF foi mais comum em melanomas que ocorreram em
pele com exposic&o solar intermitente (tronco): 23 de 43 pacientes (54%). A
mutacao foi rara em melanomas de pele com exposicao solar crénica, como face e

extremidades (um de 12 pacientes), e em pele ndo exposta ao sol, como palmas,



plantas, regido subungueal (seis de 39 pacientes) e mucosas (dois de 21 pacientes).
Todas as mutagdes ocorreram na posi¢cao V599 e ndo houve associagao com o
progndstico desses pacientes. De acordo com este estudo, esses achados
demonstram que a muta¢des BRAF sdo mais frequentes em melanomas cujos
dados epidemioldgicos indicam um papel patogénico da exposigéo solar intermitente
€em oposicao a exposicao solar cronica. Essas lesdes ocorrem predominantemente
no tronco, sdo melanomas do tipo disseminagao superficial ou nodulares e ocorrem
em individuos mais jovens do que melanomas em outros locais. Porém, a relagédo da
mutacédo do gene BRAF com exposigao solar é complexa, pois essas mutagdes n&o
apresentaram a assinatura padrao UVB. Os autores sugerem que ha um mecanismo
genético na indugao do melanoma e que a exposi¢ao intermitente ao sol pode ter um
papel patogénico (MALDONADO, 2003).

Com o objetivo de detectar a incidéncia de mutagdes do gene BRAF nos
éxons 11 e 15 em melanomas cutaneos e sua relagdo com progressao tumoral e
prognéstico dos pacientes, Shinozaki et al., através da técnica de PCR, avaliaram 59
melanomas cutaneos primarios e 68 melanomas metastaticos. Dezoito pacientes
(31%) com tumores primarios apresentaram mutagdes no éxon 15 e nenhuma
mutacao foi detectada no éxon 11. N&o houve correlagao do indice de Breslow com
a incidéncia de mutagdes BRAF e, a presenca destas, ndo alterou a sobrevida livre
de doencga desses pacientes. Em 39 (57%) dos tumores metastaticos foram
detectadas mutagdes que foram significativamente maiores do que nos melanomas
primarios. Mutagcdes BRAF podem, portanto, ser adquiridas durante o
desenvolvimento de metastase, mas ndo sao um fator significante no
desenvolvimento do tumor primario e no prognoéstico da doenga (SHINOZAKI, 2004).

Em outro estudo, 37 casos de melanomas primarios de espessura variavel
também foram examinados por PCR, a fim de detectar mutagées BRAF no éxon 15,
que foram encontradas em 17 casos (46%). A mutagdo ocorreu em melanomas finos
e grossos, 0 que sugere que ela pode ocorrer em estadios iniciais da progressao do
melanoma. Os achados deste estudo também indicaram que mutagdes ao acaso
(“tandem mutations”) representam um percentual substancial (29%) de mutacdes no
éxon 15 do gene BRAF. Essas mutagées compreenderam substituigdes 1795-96GT
— AG, resultando em V599R; 1795GT — A, resultando em V599K; 1796-97GT —
AA, resultando em V599E e 1779T —A, resultando em D593E. Nenhuma mutagao
“tandem” foi encontrada em amostras de pele normal dos pacientes deste estudo e



todas ocorreram em melanomas com indice de Breslow entre 0,38 e 0,40 mm, o
que mostra que elas ocorrem em fases iniciais de progressao do melanoma
(THOMAS, 2004).

Goydos et al. avaliaram 115 espécimes de melanomas com o objetivo de
detectar a incidéncia de mutagdes nos componentes da cascatata MAPK. A
mutacao V599E foi encontrada em 68 amostras (59%), ou seja, 25 de 36
melanomas primarios, 18 de 27 metastases regionais, 16 de 40 metastases nodais e
em nove de 12 mestastases a distancia. Quando multiplas amostras do mesmo
paciente foram examinadas, representando diferentes estagios da progresséo do
tumor, observou-se uma diferenga significante na incidéncia da mutagao V599E. Os
tumores primarios, as metastases regionais e as metastases a distancia
apresentaram maior incidéncia da mutacao do que metastases nodais. Foi
observado que, frequentemente, no mesmo paciente, a metastase nodal nao
apresentava mesma mutagao presente no tumor primario, na metastase regional ou
na metastase a distancia. Os autores interpretaram esse achado considerando o
tumor primario como um mosaico contendo células com e sem mutacéo (“wild-
type”). Mutagdes na cascata MAPK podem nao ser necessarias para que o
melanoma metastatise para cadeias nodais regionais e ambas as células do tumor
primario, “wild-type” e mutadas, podem constituir metastases regionais. Isso
poderia explicar o achado frequente da mutagao V599E no tumor primario mas nao
na metastase nodal do mesmo paciente (GOYDOS, 2005).

Dezenove (38%) de 50 melanomas cutaneos primarios, também analizados
através de PCR, apresentaram mutagdes BRAF no éxon 15, e o sequenciamento
desses casos positivos, revelou 63% de mutacdes V599E e 26% V599K. A
deteccao destas mutacdes ndo apresentou associagao estatistica com o risco de
metastases subsequentes no seguimento destes pacientes, porém a ativagao deste

oncogene contribuiu para o desenvolvimento do melanoma (DEICHMANN, 2004).

Vinte e quatro (40%) de 60 amostras de metastases cutaneas e subcutaneas
correspondentes aos melanomas primarios acima citados apresentaram mutacoes
BRAF. Esta frequéncia nao excedeu a que foi relatada nos melanomas primarios e a
presenca da mutacdo nao foi associada com maior risco de metastases
subsequentes. Uma reducgao no espectro dessas proteinas foi observado durante a

transicao de melanomas primarios para metastases cutaneas/subcutaneas. Ao todo,
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nove mutacgdes diferentes em proteinas do gene BRAF foram detectadas nos 60
espécimens, ao contrario de 22 nas amostras de melanomas primarios. Esse
estudo observou que o nivel de Clark, exposi¢cao a radiacao UV , e tipo da
metastase subsequente (ausente, nodal, visceral) ndo foram fatores significativos

associados a ocorréncia da mutagdo (DEICHMANN, 2005).

Mutagdes BRAF V599E e V599K foram detectadas em 24 (44%) de 54
amostras de metastases linfonodais de melanoma pertencentes a mesma série dos
dois estudos acima citados. Houve associacao significativa entre a presenga de
mutagdes e o desenvolvimento de metatases viscerais subsequentes. A concluséo
deste estudo € de que durante a transi¢cao de lesdes primarias para metastases
linfonodais, o espectro das mutacées BRAF diminui, essas mutagdes sdo um evento
inicial na transformagao melanocitica e persistem através do desenvolvimento de
metastases, o que representa implicagdes prognosticas importantes para os
pacientes (KIRSCHNER, 2005).

Mutagdes no éxon 15 do gene BRAF foram encontradas em 13 de 52 (25%)
melanomas cutaneos primarios em estudo realizado por Lang et al. Nestes 52
casos a mutacao foi encontrada em cinco de 17 (29%) melanomas classificados
como disseminacgao superficial, trés de 11 (27%) melanomas nodulares, dois de 13
(15%) melanomas acrais- lentiginosos, em um caso de melanoma em mucosa
(100%) e em dois de 10 (20%) lentigo maligna melanomas. Seis de 32 (19%)
melanomas primarios localizados em areas constantemente expostas ao sol
(cabeca, pescogo e maos) e sete de 20 (35%) lesbes provenientes de areas
habitualmente cobertas (troco, bragos e pernas) apresentaram a mutagéo V599E,
mas ndo houve diferenga estatistica significante entre eles. Houve uma incidéncia
maior de mutacdo em melanomas do tipo disseminagao superficial e em melanomas
nodulares, bem como uma associagdo maior da mesma com lesdes localizadas em
areas com exposigao solar intermitente. De acordo com este estudo, a presenca da
mutacado em nevos melanociticos, indica que ela pode ocorrer em lesdes
melanociticas benignas e eventos adicionais sdo necessarios para o
desenvolvimento do melanoma. A auséncia de mutagdes em determinada proporg¢ao
de melanomas primarios e metastaticos sugere que ha vias genéticas alternativas na

etiopatogenia desta neoplasia (LANG, 2005).
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De acordo com Libra et al. mutagbes do gene BRAF ocorrem antes do
desenvolvimento de doenca metastatica. A presenca de mutacdes V600E e G469S
foi detectada em 15 de 23 pacientes (61%) com melanoma cuténeo primario e em
sete de 12 pacientes (58%) com melanoma metastatico. Essa frequéncia
semelhante indica que mutagdes ocorreram ja nos estagios inicias do
desenvolvimento da neoplasia. Nenhuma correlagcdo das mutagcdes com sexo, idade
e localizagao da lesao primaria, nem com o indice de Breslow, nivel de Clark,
presenca de regressao e ulceragao foi observda (LIBRA, 2005).

Com o objetivo de melhor caracterizar a frequéncia da mutagéo do gene
BRAF em melanoma cutaneos, Saldanha et al. avaliaram 59 espécimens divididos
em quatro grupos: disseminacao superficial, nodular, lentigo maligna e acral
lentiginoso. A frequéncia da mutagdo no éxon 15 foi de 37,3% (22 casos). Houve
uma diferenga significante na presenga da mutagdo BRAF entre os subtipos de
melanomas: dois de 21 (9,5%) melanomas acrais- lentiginosos apresentaram a
mutacgao contra nove de 14 (64%) do tipo disseminacgao superficial , quatro de 11
(36,4%) nodulares e sete de 13 (53,4%) lentigo maligna. Nao houve correlagéo da
mutagao com outras variaveis clinicas como idade, sexo, indice de Breslow ou nivel
de Clark. Mutagcdes NRAS no éxon 2 também foram analisadas e 40 de 59 casos
(67,8%) apresentaram uma ou outra mutagdo o que mostra que a ativagao da
cascata RAS/RAF/MAPK é importante em todos os subtipos de melanoma, mas o
mecanismo através do qual ela é ativada pode variar (SALDANHA, 2006).

O estudo acima contrasta com estudo prévio, onde a mutagéo do gene BRAF
foi pesquisada em 35 melanomas primarios provenientes da populagéo japonesa.
Sasaki et al. identificaram a mutagcao em nove (26%) casos. Destes, em 4 de 8
(50%) subtipo disseminacéao superficial, 5 de 15 (33%) subtipo acral lentiginoso, em
nenhum dos 6 melanomas nodulares e dos 5 lentigo maligna e um melanoma de
mucosa, com diferenga estatistica significante entre os subtipos disseminag¢ao
superficial e acral lentiginoso. A mutacdo BRAF foi observada frequentemente, em
lesdes pequenas e antes do desenvolvimento de metastases, indicando que a
ativacao deste gene possa ser um dos eventos iniciais na patogénese de alguns
melanomas (SASAKI, 2004).

A discrepancia entre esses dois estudos, pode ser explicada devido a

diferengas na patogénese dos melanomas na populacao do Japao e Reino Unido e
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também, pelo fato de que a frequéncia das mutag¢des sdo dependentes do método
de detecgao (SALDANHA, 2006).

Mutagbes no gene BRAF foram detectadas em estudo que utilizou
sequenciamento de DNA capturado através de microdisseccéo a laser em 18
melanomas in situ, 64 melanomas primarios invasivos e 51 nevos. Os nevos
mostraram a maior frequéncia de mutagées BRAF (82%). Em melanomas invasivos,
mutagdes foram identificadas em 29% dos casos e em apenas 5,6% dos
melanomas in situ. A maioria das mutagdes foi encontrada em melanomas
primarios do subtipo disseminagéo superficial, bem como em lesdes de areas com
exposigao solar intermitente. Mutagdes também ocorreram com maior frequéncia em
tumores associados a um nevo contiguo, apesar deste nao ter sido observado em
todos melanomas mutados. Esses dados apdiam a evidéncia de que a cascata
RAS/RAF/MAPK esta ativada em uma grande proporgéo de lesdes melanociticas,
mas essas mutagdes n&o sdo suficientes para a transformag&o maligna. Os autores
sugerem que mutagdes no gene BRAF contribuem para o desenvolvimento de
lesdes melanociticas benignas mas, no caso de melanomas, contribuem apenas

em conjunto com outras mutagdes (POYNTER, 2006).

Goel et al. analizaram 69 amostras de melanomas primarios e encontraram a
mutacédo V599E em 33 (57%) casos. A presencga da mutagédo apresentou associagao
significativa com espessura tumoral em todos subtipos de melanoma e foi mais
frequente em pacientes jovens. A mutacdo NRAS no éxon 2 também foi avaliada e
a observou-se que mutagdes concomitantes BRAF e NRAS s&o raras o que
sugere que a ativacdo em apenas um ponto na cascata MAPK quinase € requerida
para ativar seus alvos celulares e iniciar a proliferagédo celular e/ou tumorigénese
(GOEL, 2006).

Para estabelecer se uma doenca é composta de subtipos distintos &
necessario integrar caracteristicas histopatoldégicas com fatores bioloégicos e
identificar grupos de doengas homogéneos em sua etiologia, comportamento clinico
e terapéutica. Esses subtipos, se encontrados, podem formar a base de uma
classificagao clinica verdadeiramente util. Viros et al., utilizaram uma coorte de 302
amostras de melanomas cutaneos primarios, com o objetivo de melhorar a

classificagao dos melanomas. Eles tentaram estabelecer uma correlacéo entre
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caracteristicas histomorfologicas e alteragbes genéticas, representadas pela
mutacédo dos genes BRAF e NRAS, os oncogenes mais comumente mutados em
melanomas. De acordo com os autores, melanomas com a mutacdo BRAF
apresentaram caracteristicas morfologicas distintas como maior numero de
melandcitos distribuidos nas camadas superficiais da epiderme, maior formagao
de ninhos na epiderme, aumento da espessura da epiderme envolvida pelo tumor e
melhor demarcagao da lesdo em relagéo a epiderme adjacente, bem como células
tumorais maiores, mais arredondadas e com maior quantidade de pigmento. Estes
achados sugerem que pesquisas futuras revelarao associagao de alteragdes
fenotipicas adicionais com outros fatores genéticos Os autores identificaram forte
associacao entre o aumento no numero de melandcitos isolados distribuidos na
epiderme e formacao de ninhos com a mutagdo BRAF, mas concluiram que esses
melandcitos provavelmente ndo estdo associados diretamente com a mutagao,
porque eles ndo sdao comumente encontrados em nevos, muitos dos quais
apresentam mutagcdes BRAF, sugerindo que outros genes, em conjunto com BRAF,
podem estar envolvidos. Em contraste, muitos nevos apresentam melandcitos
arranjados em ninhos e sao bem circunscritos, caracteristicas também mais
frequentes em melanomas com mutacdes BRAF. Melanomas com a mutacdo NRAS
nao puderam ser distintos baseados nessas caracteristicas morfoldgicas. Usando
simples combinagdes de caracteristicas morfoldgicas, a mutagdo BRAF pdde ser
prevista com 90,8% de acuracia na coorte inteira. Uma melhor classificacéo dos
melanomas que combine a analise de fatores genéticos conhecidos com
caracteristicas histomorfolégicas pode dividir os melanomas em subgrupos que
diferem entre si em termos de evolugéao clinica e respostas a terapias genéticas

quando elas se tornarem disponiveis (VIROS, 2008).

A descoberta de mutagdes BRAF em melanomas imediatamente propiciou o
desenvolvimento de pesquisas em busca de terapias efetivas para essa doencga,
sendo o proprio gene BRAF o alvo inicial, ja que a maioria das mutagdes envolve um
unico residuo aminoacido da proteina. A identificagcdo da alta taxa de mutacdes
sinaliza também que outras moléculas da cascata RAS/RAF/MAPK podem servir
como alvo terapéutico, pois diversos receptores tirosina - quinase bem como RAS
estdo mutados em alguns casos de melanomas. Agentes especificos para o gene

BRAF, como o sorafenib estdo sendo atualmente investigados (HALUSKA, 2007).
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2.3 MUTACOES C-KIT EM MELANOMAS CUTANEOS

A proteina c-Kit (CD 117) é uma tirosina quinase transmembrana que atua
como receptor para o fator de crescimento de mastécitos (também chamado “stem
cell factor” ou “Kit ligant”). Quinases sdo membros de uma grande familia de
proteinas que desempenham papéis importantes no processo de sinalizagao e
controle do crescimento celular. Diversos tipos de neoplasias contém mutacdes
especificas em genes que codificam proteinas quinases e sao provavelmente
responsaveis por eventos oncogénicos primarios. Essas mutagdes resultam na
producao de uma proteina quinase ativada que nao € mais sensivel aos sinais
inibitérios habituais e, a sinalizacdo constante de tais proteinas estimula a
proliferagédo celular, ativa cascatas anti-apoptéticas e a oncogénese. (WILLMORE-
PAYNE, 2005).

O receptor c-Kit sinaliza apenas em resposta ao seu ligante, o “stem cell
factor”. Mutagdes no gene que codifica o c-Kit fazem com que seu ligante especifico
nao seja mais necessario, o que resulta em proteinas constitutivamente ativas e o c-
Kit passa a sinalizar independentemente do seu ligante. A proteina c-Kit é
comumente ativada por mutagdes em tumores estromais gastro intestinais (GISTs) e
a maioria das mutagdes estdo presentes no éxon 11 do gene c-Kit. A expressao de
c-Kit em neoplasias malignas € de grande interesse porque ela € um dos alvos do
inibidor de tirosina quinase, o imatinib mesilato (STI571, Glivec). Em melanomas, a
mutacao mais frequentemente descrita € a L576P no éxon 11, mas ela esta presente
em talvez ndo mais que 2% dos melanomas (WENT, 2004; WILLMORE-PAYNE,
2005).

Um estudo realizado com o objetivo de investigar se o c-Kit regula a
proliferagdo normal de melandcitos em humanos e se ele desempenha alguma
funcdo em melanomas, mostrou que melanoécitos humanos normais respondem ao
fator de crescimento de mastdcitos (MGF), o ligante do Kit, que estimula a
fosforilagao de residuos de tirosina do préprio Kit e induz a fosforilagdo sequencial
de residuos de tirosina em diversas outras proteinas e identificou a MAPK como
uma das proteinas intermediaras fosforiladas nesta cascata. Foi observado que o

MGF nao induziu nem a proliferacdo nem a cascata de fosforilagdo de proteinas ou
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a ativagao da MAPK na maioria das culturas de células de melanomas nodulares
primarios e metastaticos que cresceram in vitro, independente de fatores exdgenos,
0 que mostra que c-Kit ndo é responsavel pela proliferagdo autbnoma da maioria dos
melanomas. Os autores concluiram que embora a c-Kit quinase seja um potente
regulador de melandcitos humanos normais, sua atividade n&o esta associada com
transformagao maligna (FUNASAKA, 1992).

Went et al. estudaram a prevaléncia da expressao imunoistoquimica do
c-kit em diversos tipos de neoplasias e, dos 39 melanomas analizados , 14 (35%)
foram c-Kit positivos. Dois melanomas positivos foram posteriormente avaliados por
PCR e melanoma foi a unica neoplasia, além dos GISTs que apresentou a mutacao
L576P neste estudo. Os autores acreditam entretanto, que o achado da mutacéo no
éxon 11 em um desses dois melanomas parece superestimar a verdadeira
prevaléncia da mesma. Esses resultados sugerem que a expresséao de kit é
infrequente na maioria das neoplasias e que com excecao dos GISTs, mutagdes Kit

sdo raras em tumores que apresentam positividade imunoistoquimica (WENT, 2004).

Willmore-Payne et al. pesquisaram em 100 casos de melanomas (74
metastaticos, 12 primarios e quatro in situ) a presenca de mutagdes c-Kit.
Previamente, todos os casos foram submetidos a exame imunoistoquimico e apenas
0s casos com alguma positividade para CD117 foram avaliados através de PCR e
sequenciamento para identificagdo de mutagdes ativas no gene. Foi observado que
a maioria dos melanomas invasivos e metastaticos ndo apresentaram expressao
imunoistoquimica do c-Kit , embora todas as lesdes in situ € 0 componente juncional
das lesbes invasivas foram fortemente positivos, sugerindo que a maioria dos
melanomas perdem a expresséo do c-Kit durante a progressao tumoral. Dois casos
de melanomas metastatico (2%) com positividade imunoistoquimica forte e difusa
apresentaram uma mutacéao ativa do c-Kit, a L576P, resultado de uma troca de
pares de bases T— C no éxon 11. Nenhum alelo normal esteve presente nestes
casos, sugerindo que essa mutagao foi ou homozigota ou hemizigota e o isolamento
do DNA de tecido normal destes dois casos ndo apresentou alteragdo. Nenhuma
outra mutagao do c-kit verificada nos éxons 9, 13 e 17 foi observada e esses dois
casos positivos ndo apresentaram mutacdes BRAF, também pesquisada nesse
estudo. Estes dois casos corresponderam a lesbes metastaticas cujas lesdes
primarias correspondentes nao foram avaliadas (WILLMORE-PAYNE, 2005).
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Em estudo subsequente, 0 mesmo grupo de pesquisadores acima, avaliou 53
casos adicionais de melanomas e encontrou mais um caso com a mutacao L576P.
Avaliagcado do sequenciamento do DNA desses trés casos mostrou predominancia do
alelo mutante, o que indica perda seletiva do alelo normal. Para determinar o
numero de cépias do c-Kit, hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH) foi realizada.
Um caso mostrou amplificagdo do gene e os outros dois casos se apresentaram em
estado diploide, mas ndo amplificados, o que sugere que eles sejam homozigotos
para o gene mutante. Devido aos resultados obtidos nesta analise, os autores
sugeriram que em melanomas, a mutagcéo L576P € oncogénica apenas quando o
seu produto proteico esta em abundancia em relagdo ao normal (WILLMORE-
PAYNE, 2006).

Melanécitos murinos geneticamente alterados para expressarem
endogenamente um receptor de c-Kit (D814Y) foram utilizados em um estudo cujo
objetivo era caracterizar respostas fisioldgicas de melandcitos a ativagéo do receptor
do c-Kit e determinar se tal ativagao induzia a proliferagcao n&do controlada de
melandcitos, promevendo a tumorigénese, a melanogénese ou a migragao dessas
células produtoras de pigmento. A hipdtese era que a ativagao do receptor seria
capaz de desencadear proliferacdo descontrolada de melandécitos ou estimular a
biosintese de melanina, mas ao contrario, foi demonstrado que a sinalizacido do
receptor c-Kit ndo estimulou a melanogénese nem a proliferagdo, porém estimulou
de maneira significante a migragao de melandcitos, tanto in vitro como in vivo.
Também foi observado que tal sinalizagdo ndo esteve associada com a
transformacao maligna de melandcitos. Esses resultados, de acordo com os autores,
sugerem que em melandcitos de mamiferos, a ativagao do receptor do c-Kit é
primariamente responsavel pela transmissao de sinais pré-migratérios que
antagonizam a proliferagdo e a melanogénese e isso explicaria porque melandcitos
malignos perdem a expressao do c-Kit durante a progressdo do melanoma. Ha,
portanto, evidéncias de que a ativacao do receptor c-Kit é responsavel pela
estimulacdo da migracéo e nao pela proliferagdo melanocitica, ja que seus estudos
in vivo claramente demonstraram que melandcitos mutantes, geneticamente

alterados adquiriram maior habilidade para migracédo (ALEXEEV, 2006).

Resultados do estudo de Curtin et al. demonstraram que aberragdes

genéticas que afetam o c-Kit ocorrem frequentemente em melanomas de mucosa,
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acrais e naqueles em pele com dano solar. A analise sequencial dos sitios comuns
de mutagdes do c-kit, os éxons 11, 13, 17 e 18 em 102 tumores encontrou mutagdes
e/ou aumento do numero de copias em 15 (39%) de 38 melanomas de mucosa, 10
(36%) de 28 melanomas acrais, cinco (28%) de 18 melanomas em pele sujeita a
dano solar e em nenhum (0%) de 18 melanomas em pele sem dano solar. Os
autores procuraram comparar a presenga de alteragdes genéticas do c-Kit com
alguns fatores histolégicos como o padréao de crescimento do tumor primario e dano
solar, caracterizado pela presenga ou auséncia de elastose solar acentuada, e
observaram que os melanomas com padréo de crescimento lentiginoso,
caracterizados por melandcitos isolados alinhados ao longo da camada basal da
epiderme, apresentaram maior frequéncia dessas alteragdes. Contrariamente,
tumores em pele sem dano solar, sem muta¢des ou aumento do numero de copias
do c-Kit, apresentaram padrao de crescimento pagetoide, com melandcitos
espalhados dentre a epiderme. De acordo com os autores, este estudo identifica o c-
Kit como um oncogene em melanoma e como um potencial alvo terapéutico
(CURTIN, 2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo (PP
1422- Anexo 1).

3.1 SELECAO DA AMOSTRA

3.1.1 Critérios de Inclusao

A amostra estudada foi composta por 96 espécimes cirurgicos de lesdes
primarias de pacientes de ambos os sexos, de todas as faixas etarias, portadores de
melanoma cutaneo, operados entre 2000 até 2004 no “Hospital Erasto Gaertner”,
Curitiba, Parana. Metastases linfonodais correspondentes a estas lesdes também

foram incluidas para avaliagdo em 15 casos.

3.1.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes submetidos somente a bidpsia
incisional; pacientes em cujos prontuarios ndao foram encontradas informacgdes
relevantes para o estudo; blocos de parafina com amostras insuficientes ou em mal

estado de conservacao e casos de melanoma in situ.

3.2 COLETA DAS VARIAVEIS CLINICAS E ANATOMOPATOLOGICAS

Neste trabalho foram avaliadas quatro variaveis clinicas e seis

anatomopatologicas.
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3.2.1 Variaveis Clinicas

Através da revisdo dos prontuarios do Hospital Erasto Gaertner foram
tabulados os seguintes dados clinicos:

1. sexo;

2. idade;

3. localizacao da lesao;

4. evolugao clinica.

De acordo com a localizagao da lesao, os melanomas foram divididos em dois
grupos:

1- Aqueles localizados em pele sujeita a exposigao solar intermitente ou pele
raramente exposta, que incluiu tronco, membros superiores, membros
inferiores e regido acral;

2- Aqueles localizados em pele sujeita a exposicéo solar cronica, ou seja,
cabeca e pescogo (MALDONADO, 2003).

A evolucgao clinica foi avaliada utilizando o mesmo método de estudo que
investigou fatores prognosticos em melanomas e os pacientes foram divididos em
dois grupos:

1- Evolugao favoravel: pacientes vivos sem evidéncia de melanoma ou mortos
por outras causas;

2- Evolugéao desfavoravel: pacientes vivos com evidéncia de melanoma
(recidiva local, regional ou a distancia) e mortos por melanoma (FRANCKEN, 2004).

O periodo de seguimento dos pacientes variou de oito meses a seis anos.

3.2.2 Variaveis Anatomopatoldgicas

As laminas dos pacientes, arquivadas no servigo de Anatomia Patoldgica do
Hospital Erasto Gaertner, foram revistas independentemente por dois
dermatopatologistas (Dra. Aimut Boer e Dra. Juliana Elizabeth Jung) para
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confirmagéo diagnodstica de melanoma cutaneo cujo diagndstico foi baseado em
critérios bem estabelecidos (ACKERMAN, 1980; MASSI & LeBOIT, 2004). Através
da andlise das laminas histolégicas foram tabulados os seguintes dados
anatomopatologicos:

1. espessura da les&o (indice de Breslow);

2. nivel de Clark;

3. numero de mitoses;

4.presencga de ulceracio;

5. regressao;

6. satelitose.

O indice de Breslow foi avaliado em milimetros desde a camada granular da
epiderme até a célula tumoral mais profunda e, de acordo com esta medida, os
casos foram divididos em melanomas finos (Grupo 1), com medida menor ou igual a
1,0 mm e melanomas grossos (Grupo IlI), com medida maior que 1,0 mm.

O nivel de Clark foi dividido em:

Nivel I: tumor intra-epidérmico, com membrana basal intacta;

Nivel Il: presenca de invasao da derme papilar;

Nivel lll: preenchimento de toda a derme papilar pelo tumor até a jungao derme
papilar/derme reticular;

Nivel IV: invasédo da derme reticular

Nivel V: invasdo do tecido subcutaneo

O numero de mitoses foi contado por 10 campos de grande aumento (CGA).

Ulceracao foi considerada presente quando nao havia epiderme intacta sobre
o tumor primario.

A presenca de regressao foi definida como substituicdo de tecido tumoral por
fibrose, células neoplasicas degeneradas, proliferagéo de linfocitos e formagao
telangiectasica.

Lesbes satélites foram definidas como presenca de ninhos de células
tumorais separados do corpo do tumor primario por colageno normal da derme

reticular ou por tecido subcutaneo.
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3.3 ANALISE GENETICA MOLECULAR

3.3.1 Isolamento do DNA

A partir dos blocos de parafina dos casos selecionados foram retirados cortes
corados com a coloragao de rotina (HE) e cortes em branco com 10 ym de
espessura. As laminas coradas foram analisadas para a localizagao de regiao
representativa do tumor, que foi marcada com caneta de retroprojecao. Através do
sistema de espelho, a lamina marcada foi utilizada para localizag&o da regiao na
l&mina em branco.

As laminas em branco foram incubadas em xileno por 30 minutos € em uma
série de 100, 80, 60 e 40% de etanol e agua, 10 segundos cada, a temperatura
ambiente. O material correspondente ao tumor (aproximadamente 1 mm? de cada
amostra) foi microdissecado manualmente da Id&mina em branco, colocado em

microtubos e submetido a “semi-micro-digestao” utilizando-se 2 pl de buffer para
digestao (10ul Proteinase K/90 pl 1x PCR buffer; QIAGEN). Apés 15 minutos, os
produtos resultantes da digestao desses extratos foram completados com um
volume total de 100 pl deste buffer e incubados a 55°C por 24 h. Apds a inativagao
da Proteinase K (95°C/8 min) e centrifugagao por 10 minutos para remogao de
debris, as amostras de DNA obtidas através deste processo foram diretamente
utilizadas para os estudos genéticos subsequentes. O mesmo processo foi utilizado
para o preparo de amostras de DNA provenientes de pele normal em todas as

amostras.

3.3.2 Deteccdo de mutagdes BRAF

A técnica utilizada neste estudo para detecgao de mutagdes no gene BRAF
foi a TagMan RT-PCR, ou seja, “real time polymerase chain reaction”, também
chamada “quantitative real time polymerase chain reaction” (Q-PCR/gqPCR), que
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simultaneamente amplifica e quantifica uma sequéncia especifica de uma amostra
de DNA. O procedimento segue 0s principios gerais da reacdo em cadeia da
polimerase, mas o DNA amplificado é quantificado enquanto o mesmo se acumula
na reagao e em tempo real, apos cada ciclo de amplificacdo. Esse sistema é
baseado no uso de uma sonda dirigida contra uma regido interna da sequéncia que
se deseja amplificar e que tem dois fluorocromos, um em cada extremidade da
sonda (um DNA de fita simples). Na extremidade 5’ ha um florocromo que s6
fluoresce se estiver distante fisicamente do fluorocromo na posigéo 3'. Este segundo
fluorocromo funciona como capturador de energia e ndo deixa com que a energia
luminosa usada para excitar a sonda chegue em quantidade sufuciente para excitar
o primeiro fluorocromo. Quando o primer hibridiza na regido 5’, a sonda também o
faz no meio da sequéncia. A medida em que a Taq polimerase avanca sintetizando
a fita nova, ela vai degradando a sonda a sua frente, liberando o fluorocromo da
sonda e permitindo que absorva energia e emita luz. A energia para a excitagao dos
fluorocromos provém de um feixe de laser que atravessa a amostra e o equipamento
que faz isto se chama PCR em tempo real (real time PCR) ou Tagman. A medi¢ao
da radiagao é feita pelo aparelho, que traga um grafico com a absorg¢ao obtida apos
cada ciclo de PCR.

Primeiramente, a TagMan RT-PCR foi utilizada para identificar mutacoes
V599E no éxon 15 do gene BRAF de acordo com método modificado de Smyth et
al. (SMYTH, 2005). Os primers e as sondas utilizados foram os seguintes:

1. BRAF-For: 5-CATGAAGAC CTCACAGTAAAAATAGGTGAT-3’;

2. BRAF-Rev: 5-GGATCCAGACA ACTGTTCAAACTGA-3’;

3. HEX-5-CCATCGAGATTTCACTGTAG-3-TAMRA (BRAF- WT);

4. FAM-5-CCATCGAGATTTCTCTGTAG-3-TAMRA (BRAF-V599E - MUT).

A amplificagédo e a analise RT-PCR foi realizada em um ciclador IQ5-Cycler
(BioRad Laboratories, Inc.) por 50 ciclos. Em cada ciclo, repetiram-se as seguintes
temperaturas:

1. 95°C por 3 minutos para desnaturagao, ou seja, separacao das fitas duplas
de DNA;

2. 59°C por 1 minuto para o anelamento (hibridizagao) dos pares de bases
nas suas sequéncias complementares e para a extensao, ou seja, quando a Taq
polimerase adere a cada primer e sintetiza uma nova fita de DNA.

A reacdo de PCR no Tagman emprega em geral apenas duas temperaturas
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(95°C para desnaturagéo e 59°C, para hibridizacao e extenséo) e o resultado da
PCR pode ser dado em menos de 30 minutos.

As reacdes RT-PCR foram realizadas com uma mistura para reagdes de 25
pI contendo:

1. 1 x1Q Supermix (BioRad Laboratories, Inc.);

2. 500 nM de cada primer;

3. 200 nM de cada sonda e€;

4. aproximadamente 40-90 ng de DNA total (concentracdes finais).

Cada amostra foi analisada duas vezes. Os resultados desta analise foram
também verificados pelo sequenciamento direto dos produtos de PCR do éxon 15
em seis amostras BRAF V599E positivas, 17 amostras BRAF “wild-type” (WT), trés
amostras BRAF V599K e seis amostras de pele normal (Apéndice 1). Amostras para
as quais os sinais flourescentes (HEX) foram insuficientes, inexistentes ou apenas
BRAF-V599E - WT foram obtidas pelos ensaios RT-PCR foram amplificadas e
posteriormente sequenciadas para o éxon 15 do gene BRAF.

A amplificagdo do éxon 15 foi relizada usando os primers descritos por Davies
et al. (DAVIES; 2002):

1. Exon 15-For: TCATAATG CTTGCTCTGATAGGA-3;

2. Exon 15-Rev: 5-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3'.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas com 50 ul de mistura para
reagcoes composta por:

1. 1 x buffer para reagdo HotStarTaq, Qiagen;

1,2 uM de cada primer;

cerca de 40-60 ng de DNA total ;

200 pyM de cada dNTP (deoxinucleotideo trifosfosfato). ;
2,5 unidades HotStarTaq DNA polimerase, Qiagen).

AN

O perfil térmico foi:

1. 95°C/15 min (1 ciclo);

2. 94°C /20 seg; 56°C/30 seg; 72°C/30 seg (50 ciclos)

3. 72°C/8 mim (1 ciclo).

Os produtos de PCR foram purificados (GFX PCR DNA e Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare, Reino Unido) e sequenciados em sequenciador
automatico ABI 377 Automater Suquecer (Applied Biosystems, EUA) utilizando o
BigDye Terminator Cycle Sequency Chemistry ( Applied Biosystems, EUA).
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Para o inicio da reacao de sequenciamento € necessario saber apenas as
sequéncias das extremidades do trecho a ser sequenciado. O precursor normal da
sintese de DNA é o dNTP, ou deoxinucleotideo trifosfato, que apresenta uma
hidroxila na posicdo 3'. E a partir desta hidroxila que a fita nascente é estendida. Em
reacdes de sequenciamento, utiliza-se um dideoxinucleotideo trifosfasto, ou ddNTP,
que nao tem esta hidroxila. Logo, se for incorporado a uma fita de DNA, interrompe a
incorporacao de outros nucleotideos a partir dele. Se o ddNTP for marcado
associado a radiagao ou fluorescéncia, a fita interrompida ficara radiotiva ou
fluorescente e podera ser detectada mais facilmente. Neste estudo, cada
dideoxibase foi marcada com uma fluorescéncia diferente. Portanto, as fitas
terminadas em A, T, G ou C emitiram cores diferentes quando excitadas com luz de
um feixe de laser.

A reacado de sequenciamento comegou sempre exatamente da mesma base,
a partir do DNA molde que adicionamos a reacao, devido a presenca do primer que
sempre pareia exatamente na posi¢ao esperada, jamais uma base antes ou uma
depois. Por isso, todas as fitas estendidas a partir deste primer iniciam
rigorosamente na mesma base, a partir do primer e copiando a fita molde.

Como existem inumeras moléculas de DNA na reacao, a extensao da fita
pode terminar em qualquer posicao, o que resulta em colecdes de DNA de
diferentes comprimentos. As fitas assim produzidas foram separadas pelo tamanho
em eletroforese de poliacrilamida, e a base final da sequéncia da fita foi identificada
pela fluorescéncia emitida quando a banda eletroforética correspondente a fita
cruzou o ponto do gel que era iluminado por um feixe de laser. Cada
deoxinucleotideo emite uma luz colorida de comprimento de onda caracteristico que
€ gravado como uma banda colorida. A fluorescéncia emitida pela passagem de
uma banda pela janela de medigao é registrada por um sistema de microcamaras
sensoras conectadas a um programa de computador, que por sua vez transforma o
sinal num grafico, conhecido como eletroferograma, com picos coloridos
representando cada base na sequéncia.

As sequéncias foram processadas utilizando a versao BioEdit 5.0.9 e
identificadas usando a procura NCBI/BLAST: National Center for Biotechnology
Information/ Basic Local Alignment Search Tool em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST (NCBI, Bethesda, EUA).
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3.3.3 Deteccao da mutacao c-Kit

TagMan RT-PCR foi utilizada para identificar mutagdées L576P do c-Kit. Os
primers e as sondas foram desenvolvidos utilizando o Primer3Plus:

1. C-Kit-For: 5-CAGTGGAAGGTTGTTGA GGA -3’;

2. C-Kit-Rev: 5-GCCTGTTTCTGGGAAACTCC -3’;

3. HEX-5-CCCAACACAA CTTCCTTATGATC -3-TAMRA (C-KIT-WT);

4. FAM-5-CCCAACACAACCTCCTTATGA TC -3-TAMRA (C-KIT-L576P-

MUT).

Amplificacédo e analise RT-PCR foi realizada como descrito acima com
pequenas modificagdes (temperatura de anelamento de 61 °C, 400 nM de cada
primer, 250 nM de cada sonda (concentragdes finais)

Os resultados da analise RT-PCR também foram verificados pelo
sequenciamento direto de alguns produtos do c-Kit, n= 12 e quatro amostras de
pele normal (Apéndice 2).

Amostras para as quais nenhum sinal ou sinal insuficiente foram obtidos pelos
ensaios de PCR (WT e MUT) foram amplificadas usando os primers acima e entao
sequenciadas. Uma amostra de adenocarcinoma de trato gastro intestinal com a

mutag&o L576P serviu como controle positivo.
3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para estimar possiveis diferengas entre variaveis continuas de distribuicdo
normal foi aplicado o teste paramétrico t de Student para amostras independentes.
Para variaveis continuas de distribuicdo assimeétrica foi aplicado o teste néo
paramétrico de Man - Whitney.

A diferenca entre as frequéncias foi testada através do Teste qui-quadrado de
Pearson e do Teste Exato de Fisher. Valor de p menor que 0,05 foi considerado
estatisticamente significante.

O modelo de regressao logistica univariada foi aplicado para estimar a
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probabilidade de mutacédo de acordo com a idade e a curva de Kaplan-Meier foi
construida para estimar a taxa de sobrevida.

Para todos foram utilizados os testes bicaudais, considerando que as diferencgas
poderiam estar distribuidas para ambos os lados da curva, com nivel de significancia

minimo de 5%.

O tamanho da amostra foi estimado considerando um erro de tipo | de 5% (alfa)
e erro do tipo Il de 10%, com um poder com um poder de teste estimado minimo de
90%.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIAGAO GERAL DAS AMOSTRAS DE MELANOMAS CUTANEOS

Constituiram a amostra deste estudo 96 pacientes com melanoma cutaneo
primario, divididos em dois grupos principais: Grupo | - 27 pacientes (28,1%)
portadores de melanomas finos (< 1 mm) considerados de baixo risco e Grupo Il - 69
pacientes (71,9%) portadores de melanomas classificados como grossos (> 1 mm);

considerados de alto risco para progressao da doenca.

4.1.1 Grupo | — Melanomas Finos

Vinte e sete pacientes apresentaram melanomas com espessura igual ou
inferior a 1 mm, sendo 17 (63,0%) do sexo feminino e 10 (37,0%) do sexo
masculino; com média de idade de 48,9 + 16,8 anos (50,5 + 12,7 anos para
pacientes do sexo feminino e 46,2 + 22,7 anos para os do sexo masculino; p = 0,43).

No grafico 1 esta ilustrada a localizag&o da lesdo nos pacientes do grupo |,
que foi dividida em tronco, cabega, membros superiores (MS), membros inferiores

(MI) e acral (maos e pés).
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GRAFICO 1 - LOCALIZAGAO DOS MELANOMAS NOS PACIENTES DO GRUPO |

@tronco Ecabega @MS @MI Bacral

No grafico 2 esta ilustrada a frequéncia da lesdo de acordo com a exposigao
ao sol nos pacientes do grupo |.

GRAFICO 2 — FREQUENCIA DOS MELANOMAS DE ACORDO COM A EXPOSICAO AO
SOL NOS PACIENTES DO GRUPO |

BCronica ®Intermitente
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O indice de Breslow foi em mediana de 0,5mm , variando de 0,2 a 1,0 mm. O
nivel de Clark foi de Il em 25 casos (92,6%), de lll em 1 caso (3,7%) e de IV em 1
caso (3,7%).

Em todos os casos o numero de mitoses foi menor que 6 por 10 CGA.

As frequéncias observadas de ulceracéo e regressao estao apresentadas no
grafico 3. Treze casos apresentaram regressdo, um caso ulceragdo e em nenhum

dos casos deste grupo foi observada satelitose.

GRAFICO 3 - FREQUENCIA DE ULCERAGAO E REGRESSAO OBSERVADAS NO GRUPO
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A avaliacido da evolucao clinica destes pacientes até o fechamento do
estudo,mostrou que todos estavam vivos, sendo que dos 27 pacientes, dois
apresentavam evidéncia de doenca e foram considerados como evolugao
desfavoravel (7,4%).

O tempo de acompanhamento dos pacientes deste grupo variou de 2 a 6

anos. O grafico 4 ilustra o tempo de acompanhamento.
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GRAFICO 4 - TEMPO DE ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES DO GRUPO |
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4.1.2 Grupo Il — Melanomas Grossos

Sessenta e nove pacientes apresentaram melanomas com espessura
superior a 1 mm, sendo 31 (45,0%) do sexo feminino e 38 (55,0%) do sexo
masculino; com média de idade de 54,6 + 17,3 anos (50,2 + 17,6 anos para
pacientes do sexo feminino e 58,2 + 3,9 anos para os do sexo masculino; p = 0,05).

No grafico 5 esta ilustrada a localizagédo da lesdo nos pacientes do grupo Il.

GRAFICO 5 — LOCALIZACAO DOS MELANOMAS NOS PACIENTES DO GRUPO II
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No grafico 6 esta ilustrada a frequéncia da lesdo nos pacientes do grupo Il, de
acordo com as areas de exposi¢cao ao sol. O caso numero 9 que corresponde a
melanoma acral, localiza-se em dorso de mao, portanto foi considerado no grupo

sujeito a exposig¢ao solar crénica.

GRAFICO 6 — FREQUENCIA DOS MELANOMAS DE ACORDO COM A EXPOSIGAO AO
SOL NOS PACIENTES DO GRUPO II

ECrbnica BIntermitente

O indice de Breslow foi em mediana de 4,2 mm, variando de 1,0 a 15,0 mm;
enquanto o indice de Clark foi de Il em 16 casos (23,2%), de lll em 23 casos
(33,3%), de IV em 19 casos (27,5%) e de V em 11 casos (15,9%).

Em 57 (82,6%) casos, o numero de mitoses observado foi menor ou igual a
seis. Em 12 (17,40%), foi maior que seis.

As frequéncias observadas de ulceracéao, regressao e satelitose estao

apresentadas no grafico 7.
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GRAFICO 7 — FREQUENCIA DE ULCERACAO, REGRESSAO E SATELITOSE OBSERVADAS
NO GRUPO 1II

70,00% 65,20%
60,00% -
50,00% - 42,00%
40,00% -
30,00% -
20,00% - 15,90%

10,00% - ——
0,00% - . . .

Ulceragao Regressao Satelitose

Quarenta e cinco pacientes estao vivos (65,21%) e 24 (36,23%) foram a oébito.
A tabela ilustra a condi¢cdo de atividade da doencga nas duas categorias (tabela 1).
Quarenta pacientes (58,0%) foram classificados como evolugéo favoravel e 29

(42,0%) como evolugao desfavoravel.

TABELA 1 — EVOLUGCAO CLINICA DOS PACIENTES DO GRUPO I
Vivo | Obito
Com doenga | 14 15
Sem doenga | 31 09
Total 45 24

FONTE: O autor (2010)

O Grafico 8 ilustra o tempo de acompanhamento, que variou de 8 meses a 6

anos.
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GRAFICO 8 - TEMPO DE ACOMPANHAMENTO NO GRUPO I
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4.2 AVALIAGAO DOS DADOS DE PCR DOS MELANOMAS CUTANEOS

4.2 1 Mutacdes BRAF

Mutagdes no éxon 15 do gene BRAF foram encontradas em 38 (39,58%)
espécimens de melanoma cutaneo primario. A maioria das mutacoes identificadas
foram tranversdes T1796A, que modificaram o codon “wild-type” GTG (valina) para
GAG (glutamato) na posi¢cao V599 (V599E). No presente estudo esta transversao
Val599Glu correspondeu a 92,1% (35 de 38) de todas as mutagdes.

Trés casos (7,89%) apresentaram a substituicdo do nucleotideo GT1795AA,
que alterou o cédon “wild-type” GTG (valina) para AAG (lisina) na posi¢gao 599
(V599K).

De 15 les6es metastaticas que foram avaliadas , seis (40%) apresentaram
mutagdes do gene BRAF A tabela 2 mostra os casos com mutagao do gene BRAF

nas lesdes primarias e suas metastases pareadas.
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TABELA 2 - MUTAGOES BRAF EM LESOES PRIMARIAS E SUAS METASTASES

CORRESPONDENTES
Caso BRAF - Lesao primaria BRAF - Metastase

15 ( Fino) | Presente : T1796A - V599E | Presente: T1796A - V599E

25 ( Fino) | Presente:T1796A - V599E Ausente
12 Presente: T1796A - V599E | Presente: T1796A - V599E
13 Presente: T1796A - V599E Ausente

Presente: T1796A - V599E

16 Presente: T1796A - V599E homozigota
23 Ausente Ausente
32 Ausente Ausente
40 Ausente Ausente
41 Ausente Ausente
54 Ausente Ausente
56 Presente: T1796A - V599E N&o avaliavel
57 Ausente Presente: T1796A - V599E
61 Ausente Presente: T1796A - V599E
62 Presente: T1796A - V599E | Presente: T1796A - V599E
67 Ausente N&o avaliavel

FONTE: O autor (2010)

Perda de heterozigosidade foi identificada em trés melanomas cuténeos

primarios e em um melanoma metastatico, todos na posicdo V599E.

No total, em quatro amostras a amplificagao falhou: duas amostras de lesbes

primarias (casos 9 e 11 - melanomas finos) e duas amostras de lesbes metastaticas

(casos 56 e 67 — melanomas grossos).

Nos melanomas finos, a mutagdo BRAF foi observada em 12 casos (44,5%).

Dois destes casos apresentaram metastases em sua evolugao e a mutagao foi

encontrada em um deles. Em trés casos observou-se a presencga de nevo associado

ao melanoma, e a mutacio foi encontrada em dois deles .

Como se observa no grafico 9, a associagao entre presenga da mutagao

BRAF e o progndstico dos pacientes com melanomas finos n&o apresentou

significancia estatistica (p=0,48).
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GRAFICO 9 — ASSOCIACAO ENTRE MUTACAO BRAF E PROGNOSTICO NOS MELANOMAS
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Nos melanomas grossos, a mutagdo BRAF foi observada em 26 casos
(37,7%) e em cinco (7,2%) das 13 lesbes metastaticas deste grupo. Nevos
associados foram registrados em trés casos (4,3%) e a mutacéo foi encontrada em
dois deles.

No grafico 10 observa-se a associagdo entre mutacdo BRAF e progndstico no

melanoma grosso, que nao apresentou significancia estatistica (p=0,45).

GRAFICO 10 — ASSOCIACAO ENTRE MUTACAO BRAF E PROGNOSTICO NOS
MELANOMAS GROSSOS
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O grafico 11 ilustra a frequéncia de mutagdo BRAF nos grupos de melanomas

finos e grossos.

GRAFICO 11 — FREQUENCIA DE MUTACAO BRAF NOS GRUPOS I E 11
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Teste Exato de Fisher — p = 0,47

N&o se observa diferencga estatisticamente significativa entre os dois grupos
em relagao a presenca da mutagcao BRAF na leséo primaria (p = 0,47), presenca da
mutacdo BRAF na lesdo metastatica (p = 1,00) e presencga de nevo associado ao

melanoma cuténeo (p = 0,34).

4.2.1.1 Comparacgao entre os melanomas com e sem mutag¢des BRAF

Observa-se entre os pacientes com mutagdo BRAF menor idade do que
naqueles sem mutagédo (45,6 + 16,2 anos versus 57,4 + 15,8 anos, p <0, 001). O
grafico 12 mostra que a probabilidade de mutagdo BRAF diminui com o aumento da
idade. Por exemplo, a probabilidade de mutagdo com 50 anos € de cerca de 40% e

se eleva para cerca de 80% com 20 anos.
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GRAFICO 12: PROBABILIDADE DE MUTAGOES BRAF DE ACORDO COM A IDADE
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Na comparagéo dos grupos com e sem mutagao, ndo se observa diferenca
estatistica significativa em relagdo ao sexo, com proporgdes semelhantes de
mutagdo em ambos os sexos (p= 1,00).

No grafico 13 esta ilustrada a distribuigcdo dos grupos com e sem mutagdes,

de acordo com as areas de exposi¢ao ao sol.
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GRAFICO 13 — DISTRIBUICAO DOS MELANOMAS NOS GRUPOS COM E
SEM MUTACOES EM RELACAO A EXPOSICAO AO SOL
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O indice de Breslow foi semelhante entre os grupos (com mutagdes :1,5 mm;
variando de 0,3 a 13,0 versus sem mutacdes: 2,7 mm; variando de 0,2 a 15,0; p =
0,23).

Observa-se no grafico 14 a distribuigdo do indice de Clark nos dois grupos.
N&o se verifica predominio significativo do nivel de Clark em um dos grupos.

GRAFICO 14 — DISTRIBUICAO DO NfVEL DE CLARK NOS GRUPOS COM E SEM
MUTACOES
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Teste Qui-quadrado de Pearson —p = 0,28

Nao se observa diferencga estatisticamente significativa entre os grupos em
relacdo ao numero de mitoses (p = 0,54).

As frequéncias observadas de ulceracdo, regressao e satelitose estao
apresentadas no grafico 15. Nao ha significancia estatistica entre esses parametros

e a presenca de mutacdées BRAF (p > 0,05).

GRAFICO 15 — FREQUENCIA DE ULCERACAO, REGRESSAO E SATELITOSE OBSERVADAS
NOS GRUPOS COM E SEM MUTACOES
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No grafico 16 observa-se a associagéo entre mutagdo BRAF e prognastico,

que néo foi significante (p=0,37).
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GRAFICO 16 — ASSOCIACAO ENTRE EVOLUCAO CLINICA E MUTACOES BRAF
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4.2.1.2 Curvas de sobrevivéncia de Kaplan - Meier

O grafico 17 ilustra a curva de sobrevivéncia considerando todos os pacientes

estudados. O tempo de sobrevivéncia esta representado em meses.
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GRAFICO 17 - CURVA DE SOBREVIVENCIA DE TODOS OS PACIENTES COM
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O grafico 18 ilustra a curva de sobrevivéncia considerando os dois grupos de

pacientes, grupo | - melanomas finos - representado no grafico como Grupo 0 e

grupo Il - melanomas grossos- representado no grafico como Grupo 1. O tempo de

sobrevivéncia esta tabulado em meses.



GRAFICO 18 - CURVA DE SOBREVIVENCIA DOS PACIENTES DO GRUPO | E II
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Quando se compara a sobrevida de acordo com o tipo de melanoma néo

existe diferenca significativa, as sobrevidas sdo semelhantes (p = 0,68).

O grafico 19 ilustra a curva de sobrevivéncia considerando a presencga ou

nao de mutacao. O tempo de sobrevivéncia esta tabulado em meses.

42
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GRAFICO 19 - CURVA DE SOBREVIVENCIA DOS PACIENTES COM E SEM MUTAGAO
BRAF
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Quando se compara a sobrevida de acordo com a presenga ou nao das
mutagcdes BRAF, também nao ha diferenca significativa, as sobrevidas séo
semelhantes (p = 0,93).

Nos apéndices 3 e 4 estado tabulados todos os dados clinicos,

anatomopatolégicos e de PCR da mutagdo BRAF avaliados neste estudo.

4.2.2 Mutagbes c-Kit

Os noventa e seis espécimens de melanomas cutaneos primarios, bem como
15 lesdes metastaticas correspondentes foram também avaliadas para a mutagao c-

Kit L576P, que nao foi identificada em nenhum caso (0%).
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Em quatro casos, pele normal também foi analisada e nenhuma mutagao foi
encontrada.
A amplificacéo falhou em quatro casos, e em trés destes casos, a mutacao

BRAF também nao pode ser avaliada.
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5 DISCUSSAO

5.1 FREQUENCIA DE MUTAGCOES BRAF

Neste estudo foi detectada a presenca de mutagdes no éxon 15 do gene
BRAF em 38 (39,58%) de 96 espécimens de melanomas cutaneos primarios. Esta
frequéncia é relativamente menor do que frequéncias reportadas em estudos
anteriores (DAVIES, 2002; OMHOLT, 2003; THOMAS, 2004; GOYDOS, 2005;
GOEL, 2006; VIROS, 2008), mas frequéncias menores ainda que a deste estudo
também ja foram relatadas (DONG , 2003; MALDONADO, 2003); SHINOZAKI, 2004;
SASAKI, 2004; DEICHMANN, 2004; LANG, 2005; SALDANHA, 2006; POYNTER,
2006; DEICHMANN, 2006). Neste contexto, € importante ressaltar que a maioria dos
artigos publicados incluiu em sua amostragem menos do que 60 casos. Mutagdes
BRAF nao foram detectadas em uma significante proporgdo de melanomas cutaneos
primarios e metastaticos e, na literatura atual, a maioria dos estudos, incluindo o
nosso, apresentam frequéncia de mutagdes menores que 50%. As baixas
frequéncias de mutagdes BRAF nos leva a acreditar que essas mutagdes nao sejam
um fator fundamental na tumorigénese do melanoma ou que talvez néao estejam
relacionadas com inicio da progresséo tumoral. O mesmo foi observado por
Shinozaki et al. que relataram baixas frequéncias de mutacées BRAF tanto em
melanomas cuténeos primarios (31%) como em melanomas metastaticos (57%)
(SHINOZAKI, 2004). A partir desses resultados, nés acreditamos que existam
caminhos ou vias genéticas alternativas relacionadas com o melanoma e mutagdes
especificas do gene BRAF representam apenas uma das alteragcdes genéticas
possiveis que podem contribuir com o deselvolvimento desta neoplasia.

A mutacdo V599E representa a maioria das mutacbées BRAF em melanomas
e é responsavel pelo aumento da atividade BRAF kinase. O numero sequencial da
mutacéo V599E é agora referido como V600E, devido a uma discrepancia que existe
em um codon do éxon 1 na sequéncia do gene BRAF com numero de acesso
NM _004333. A analise desta sequéncia por Kumar et al. mostrou que a sequéncia
NT_007914 ¢é a correta (KUMAR, 2003). O banco de genes do Centro Nacional de
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Informacoes Biotécnoldgicas (National Center for Biotechnology Information - NCBI)
renomeou a mutagao V599E (T1796A) para V600 (T1799A). Neste estudo
mantivemos a numeragao V599E, assim como no artigo original sobre mutagdes
BRAF em melanomas de Davies et al. (DAVIES, 2002; NCBI, 2008).

No presente estudo, a mutagao V599E (Val599Glu) correspondeu a 92,1% de
todas as mutagdes, encontradas em 35 de 38 casos, similar a outros estudos, onde
a vasta maioria das mutagdes BRAF identificadas foram transversdes T1796A
(DONG, 2003; OMHOLT, 2003; MALDONADO, 2003; GOYDOS, 2005;
DEICHMANN, 2005; LANG, 2005).

A pele normal adjacente a neoplasia também foi investigada e mutagdes nao
foram encontradas, indicando que estas foram mutagdes somaticas adquiridas.

Trés casos (7,89%) apresentaram a substituicdo do nucleotideo GT1795-
96AA, que mudou o codon “wild-type” GTG (valina) para AAG (lisina) na posigao 599
(599K).

A BRAF quinase com a mutacao Val599Glu apresenta uma atividade maior
que B-RAF “wild-type” e ambas as trocas Val599Glu e Val599Lys fazem com que
esta proteina-quinase adquira uma capacidade maior de induzir transformacéao
(DONG, 2003). Como a BRAF mutante (V599E) possui uma atividade quinase basal
dez vezes maior e induz transformagéo em células NIH3T3 com eficiéncia 138 vezes
maior que a B-RAF “wild-type”, a associagao a desta mutagdo com desenvolvimento
de melanomas é muito provavel (DAVIES, 2002). Outras mutagdes ja foram
descritas em melanomas cutaneos que resultam em substituicbes Gly468Ser,
Val599Arg e Lys600Glu. Com excecao de Val599Glu e Val599Lys, nenhuma das
outras mutacdes foi analisada funcionalmente e seus efeitos até a presente data,
sdo desconhecidos. Entretanto, devido a semelhancga destas mutagdes com as ja
conhecidas, elas provavelmente também desempenhem papel importante no
desenvolvimento do melanoma (OMHOLT, 2003).

Perda de heterozigosidade foi identificada em trés melanomas cuténeos
primarios e em um melanoma metastatico, todas na posi¢do V599E. E possivel que
a delecdo do alelo “wild-type” represente uma sele¢cdo genética adicional em
melanomas agressivos (DONG, 2003):

Em apenas quatro amostras a amplificagao falhou, a explicacdo mais provavel

para isso pode estar relacionada a baixa qualidade do DNA destas amostras.
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5.2 CORRELACAO DAS MUTAGOES BRAF COM FASE DE CRESCIMENTO E
ESPESURA TUMORAL

Em lesdes cutaneas melanociticas, especialmente melanomas,
progressao tumoral é relacionada a um acumulo gradual de alteragbes genéticas
irreversiveis que resultam em aumento do seu comportamento maligno e
desenvolvimento de doenga metastatica e, para fins diagndsticos e prognésticos, é
importante identificar marcadores apropriados que diferenciem os estagios da
progressao do melanoma, como por exemplo, separar os melanomas finos (em fase
de crescimento horizontal/inicial) dos melanomas grossos (fase de crescimento
vertical/avangado) (RUITER, 1998).

De acordo com alguns autores, a fase de crescimento radial do melanoma
(Radial Growth Phase - RGP) representa casos em que as células neoplasicas
estao confinadas a epiderme ou encontram-se presentes tanto na epiderme como
superficialmente na derme papilar. Por definicao, se as células invadem a derme, os
ninhos por elas formados n&o devem ser maiores do que o maior ninho
intraepidérmico e ndo devem exibir figuras de mitose. Melanomas em fase de
crescimento vertical (Vertical Growth Phase - VGP) sdo aqueles que apresentam um
componente dérmico invasivo onde os ninhos ou agregados de células neoplasicas
sao maiores do que o maior ninho intraepidérmico ou apresentam atividade mitética
significante (DONG, 2003; OMHOLT, 2003). Melanomas do tipo disseminagé&o
superficial sdo aqueles que apresentam uma fase radial de crescimento com
disseminagao pagetodide, com ou sem fase vertical de crescimento (MASSI &
LEBOIT, 2004).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classificou os melanomas em quatro
subtipos: disseminagao superficial, lentigo maligna, nodular e acral lentiginoso. De
acordo com Ackerman e LeBoit et al., essa classificagao tem pouco valor
progndstico e pouca relevancia diagnéstica e € de utilidade limitada na pratica clinica
(ACKERMAN, 1980; LEBOIT, 2006). Entretanto, controvérsia ainda existe se estes
subtipos refletem diferengas bioldgicas entre eles ou sao efeitos secundarios que
dependem das caracteristicas da pele nas diferentes localizacbes anatémicas
(MALDONADO, 2003).

Ackerman descreveu uma sequéncia de eventos em melanomas cutaneos
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primarios que se inicia com a proliferacdo de melandcitos solitarios em um pequeno
foco na camada basal da epiderme e termina com a extensao de melandcitos
atipicos horizontalmente dispostos ao longo desta camada, ascenséo de
melandcitos atipicos acima da camada basal e formacao de ninhos na epiderme,
quando entdo melandcitos atipicos invadem a derme. Essas alteragdes histologicas
ocorrem em todo melanoma cutaneo primario, independente da sua localizagéo, seja
area coberta do couro cabeludo , area foto-exposta da face, regides cobertas do
tronco e extremidades, palmas e solas ou leito ungueal. Alguns melanécitos atipicos
podem eventualmente penetrar o endotélio de vasos sanguineos ou linfaticos e
serem carreados para outros locais proximos ou a distancia onde se desenvolverao
lesdes metastaticas. Essa sequéncia repetitiva de alteragdes histologicas é
acompanhada por caracteristicas clinicas que também se repetem em todos os
sitios anatdmicos. Algumas caracteristicas clinicas, porém sdo mais comuns em
certos locais do que em outros .De acordo com Ackerman, todos os melanomas
cutaneos evoluem de maneira semelhante: inicialmente sao horizontais (superficiais)
e disseminam-se entre a epiderme e eventualmente extendem-se verticalmente
invadindo a derme (ACKERMAN, 1980).

Os autores LeBoit e Massi compartilham a mesma opinido, mas admitem que
a distingdo em dois padrdes de crescimento (RGP/VGP) ainda possui alguma
utilidade didatica e diagndstica. Eles utilizam o termo “padrao” de melanoma ao
invés de “subtipo” de melanoma . O padrao disseminagao superficial € uma forma de
melanoma que cresce predominantemente de forma horizontal na epiderme e
posteriormente pode envolver a derme papilar e reticular (MASSI, 2004).

O AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER (AJCC) estratificou a
espessura do melanoma em quatro categorias: menor ou igual a 1,0 mm; 1,01-2,0
mm; 2,01- 4,0 mm e maior que 4,01 mm (BALCH, 2001).

Os melanomas com espessura menor ou igual a 1,0 mm sdo chamados de
melanomas finos e os restantes, melanomas grossos (BALCH, 2004). Esta
classificagao foi aplicada neste estudo porque uma das hipdteses consideradas foi a
de que a divisdo em melanomas finos e grossos nos permitiria determinar em qual
estagio de progressao do melanoma as mutagbes BRAF ocorrem. Estas foram
encontradas em 13 (48,1%) melanomas finos e 26 (37,7%) melanomas grossos e
nao houve diferencga estatistica entre esses dois grupos considerando a presencga de

mutacgdo (p>0,05). Este achado difere do estudo de Dong et al. onde foi encontrada
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alta frequéncia de mutagdes BRAF em nevos, melanomas em fase vertical de
crescimento e melanomas metastaticos, variando de 62 a 71% e uma frequéncia
significativamente menor em melanomas em fase radial de crescimento. Apenas
dois de 20 (10%) casos analizados apresentaram mutagdes. De acordo com os
autores, o fato de que melanomas em fase inicial de crescimento exibem uma
frequéncia muito baixa de muta¢cdes BRAF sugere que essas mutagdes podem nao
estar envolvidas no inicio do desenvolvimento da grande maioria dos melanomas e
ao inveés disso refletem eventos relacionados com a progressao da neoplasia e desta
maneira poderiam servir como um biomarcador importante para distingdo entre as
fases de crescimento da lesdo, com implicagdes clinicas e terapéuticas para os
pacientes (DONG, 2003)

Em contraste, Thomas et al. encontraram mutacdes BRAF tanto em
melanomas finos (Breslow < 0,75 mm) quanto grossos. A presenga de mutagdes em
70% dos casos de melanomas finos mostra que esta mutagao é frequente uma vez
que células neoplasicas ja tenham invadido a derme, mesmo que superficialmente e
sugerem que elas ja ocorrem em fases inicias (THOMAS, 2004).

De acordo com os resultados do presente estudo, também concluimos que a

mutacgédo ja ocorre em fases inicias do processo de progressao de melanomas.

5.3 MUTACOES BRAF EM PARES DE TUMORES PRIMARIOS E METASTASES
CORRESPONDENTES

Em 15 casos, tanto o tumor primario quanto sua metastase correspondente
foram avaliados e a mutagdo BRAF foi encontrada em seis casos metastaticos.
Considerando-se a frequéncia das mutagdes nas lesées primarias (39,5%) e
metastaticas (40%), ndo houve significancia estatistica entre os dois grupos. Em
relacdo a esses achados, as mutacdes BRAF parecem estar relacionadas mais com
a iniciagdo do que com a progressédo de melanomas.

Omholt et al. também caracterizaram as mutagées BRAF como um evento
inicial na progressao de melanoma primario. Esses autores detectaram que as
mesmas mutacdes em melanomas em fase de crescimento vertical estavam também

presentes em células correspondentes a sua fase de crescimento radial (OMHOLT,
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2003). Esta € a mesma conclusao de Libra et al. que encontraram frequéncias
similares de mutagcées BRAF em melanomas primarios e metastaticos. Tanto les6es
primarias como metastaticas apresentaram frequéncia de mutag¢des de 40%, o que
indica que elas provavelmente ocorram antes do desenvolvimentio de doenca
metastatica (LIBRA, 2005). As mutagdes V599E e V599K parecem representar
eventos iniciais na transformagao melanocitica, possivelmente contribuindo para sua
proliferacdo e sobrevivéncia, mas ndo para sua disseminagao metastatica
(DEICHMANN, 2005).

Em quatro casos, a lesdo primaria e sua metastase correspondente
apresentaram o mesmo genétipo BRAF, ou seja, a mesma mutagéo presente nas
lesdes primarias foi preservada em suas metastases. Este achado é concordante
com alguns autores que sugeriram que mutagdes BRAF ocorrem antes do
melanoma metastatizar, pois muta¢des detectadas em melanomas metastaticos
estavam usualmente presentes nas lesdes primarias que os originaram (OMHOLT,
2003).

Em nossos casos, se o tumor primario era “wild-type” para o gene BRAF,
nenhuma mutagao surgiu no estagio metastatico, com excecéo de dois casos, onde
a lesdo metastatica apresentou a mutagao e a lesdo primaria ndo, o que sugere que
esta ocorreu durante a progresséo tumoral. Este numero de casos é muito pequeno
para ser interpretado de maneira significativa, mas Ombholt et al. também
encontraram em seu estudo a presenca de mutacdes BRAF em lesdes metastaticas
de dois pacientes que n&o foram encontradas na lesdo primaria correspondente
(OMHOLT, 2003). Outros investigadores ja observaram que quando mutagdes BRAF
estao presentes em melanomas metastaticos elas sao frequentemente ausentes na
lesdo primaria (SHINOZAKI, 2004). Uma interpretacéo para este fato é que as
mutagdes estavam presentes na lesdo primaria destes pacientes, mas
provavelmente em subclones menores, muito pequenos para serem detectadas
pelos métodos utilizados.

Goydos et al. observaram uma diferenca significativa na incidéncia de
mutagdes V599E entre amostras de melanomas representando diferentes estagios
de progressao do tumor. Lesbes primarias, metastases dérmicas regionais e
metastases a distancia apresentaram maior frequéncia de mutacdes do que
metastases linfonodais. Os autores observaram que metastases linfonodais

apresentaram a incidéncia mais baixa de mutagdes V599E, ou seja, apenas 40%.
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Frequentemente a metastase linfonodal ndo apresentou a mutagcédo encontrada na
lesdo primaria, na metastase regional ou na metastase a distancia do mesmo
paciente. Este achado foi interpretado considerando o tumor primario como um
mosaico, contendo células “wild-type” e células mutantes e que ambas as células
podem originar as metastases, o que explica o achado da mutagao na leséo
primaria, mas ndo na metastase do mesmo paciente. Eles concluiram que mutagdes
na cascata MAPK quinase podem ndo ser necessarias para que o melanoma
metastatize para linfonodos de cadeias regionais (GOYDOS, 2005).

No apéndice 5 estao relacionados os principais estudos que pesquisaram
mutagcdes BRAF e os parametros investigados pelos diferentes autores em

comparag¢ao com o presente estudo.

5.4 CORRELACAO DAS MUTACOES BRAF COM PARAMETROS CLINICOS

A maioria dos estudos ndo mostra correlagao significante entre mutagdes
BRAF com parémetros clinicos e histoldgicos, incluindo sexo, idade ao diagndstico,
estadio clinico ao diagnaostico, tipo histolégico do melanoma, nivel de invaséo
tumoral de acordo com Clark, espessura tumoral, presenca de ulceragao, local da
primeira recorréncia ou sobrevida geral ( OMHOLT, 2003; SHINOZAKI, 2004;
THOMAS, 2004; LIBRA, 2005; SALDANHA, 2006).

No presente estudo foi observado que os espécimens de melanomas que
apresentaram mutagdes BRAF pertenceram a pacientes mais jovens quando
comparados aqueles onde mutacdes nao foram identificadas. No estudo de
Shinozaki et al. a idade foi o unico fator prognoéstico que apresentou correlagdo com
a mutacado BRAF na les&o primaria. A frequéncia de mutagéo foi significativamente
maior em pacientes < 60 anos de idade e foi maior em pacientes < 40 anos quando
comparados com menos de 10% em pacientes = 70 anos (SHINOZAKI, 2004). Goel
et al. também observaram que muta¢cdes BRAF estavam significativamente
associadas com pacientes mais jovens, assim como Viros et al., que identificaram
idade < 55 anos como o unico fator preditivo de mutacdo BRAF e Liu et al. que
reportaram a ocorréncia da mutacao mais frequentemente entre pacientes com 50
anos de idade ou menos (GOEL, 2006; LIU, 2007; VIROS, 2008). Acredita-se que
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melanomas em pacientes mais jovens seja causado por fatores genéticos ou
intrinsecos e estudos recentes em melanomas familiais ttm demonstrado que nao
ha evidéncia de mutag¢des no éxon 15 do gene BRAF em células germinativas,
sendo assim improvavel este seja um gene de susceptibilidade para melanoma
(LANG, 2003). E dificil afirmar se a idade tem papel significativo na aquisicdo destas
mutagdes. Estudos maiores serdo necessarios para validar esses resultados e
provar se melanomas em pacientes mais jovens seriam biologicamente diferentes de
melanomas em idosos.

Em contraste com estudos prévios que observaram uma tendéncia de maior
incidéncia de mutagées BRAF em pacientes do sexo feminino (SHINOZAKI, 2004) e
uma possivel associagdo da mutagdo com o sexo masculino (THOMAS, 2004),
nossos dados ndo mostraram diferencga estatistica em relagdo ao sexo dos
pacientes com propor¢des similares de mutagao entre eles.

Em relacéo a localizacao da lesdo, a maioria dos melanomas em pessoas de
pele clara ocorre no tronco e extremidades e evidéncias epidemioldgicas sugerem
que exposigao solar intermitente € o maior fator patogénico. Em contraste,
melanomas que ocorrem em pele sujeita a dano solar crénico, como a face, tendem
a ocorrer mais tardiamente e desenvolvem-se mais lentamente (LeBOIT, 2006).
Entretanto, a relacdo entre melanoma cutaneo e exposi¢ao a radiagao ultra-violeta
(UV) é complexa e pouco entendida e ndo ha relagao clara entre dose e resposta
(MALDONADO, 2003).

Utilizando o parametro que Maldonado et al. usaram em seu estudo,
dividimos os melanomas em dois grupos: aqueles que ocorreram em pele sujeita a
exposicao solar intermitente ou pele raramente exposta, o que incluiu tronco,
membros superiores, membros inferiores e acral) e aqueles que ocorreram em pele
cronicamente exposta a luz solar como cabecga e pescogco (MALDONADO, 2003).
Lang et al. também acessaram o dano solar de acordo com o local de origem da
lesao, porém cabeca, pescoco e maos em ambos 0S Sex0s € pernas no Sexo
feminino foram consideradas como areas constantemente expostas e tronco e
bracos em ambos 0s sexos e pernas no sexo masculino foram definidas como areas
sujeitas a exposigao solar intermitente (LANG, 2005). Deichmann et al.
consideraram as lesdes localizadas na cabega, face ou regiao dorsal das maos
como cronicamente exposta a radiagado UV (DEICHMANN, 2006). Saldanha et al.

utilizaram diferentes critérios, avaliando a elastose solar no tecido adjacente: casos
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apresentando areas coalescentes de elastose solar na derme foram definidas como
apresentando dano solar crénico, casos com areas nao coalescentes foram
consideradas como apresentando dano UV nao-crénico e aqueles sem elastose
solar como dano UV minimo (SALDANHA, 2006). A avaliagdo da exposi¢ao solar de
acordo com a localizagdo anatémica da lesao, como foi aqui utilizado, pode levar a
pressupostos nao confirmaveis sobre o grau de dano solar e é provavelmente um
método menos confiavel do que o acesso direto do dano solar, mas consideramos
que a avaliagao histolégica da elastose solar também esta sujeita a algum grau de
subjetividade.

Quando comparamos os dois grupos observamos uma predominancia
significativa de mutagdes BRAF em lesbes originadas em areas sujeitas a
exposicao solar intermitente versus crénica (p < 0,001). O mesmo foi relatado por
outros estudos (MALDONADO, 2003; LANG, 2005; SALDANHA, 2006;
DEICHMANN, 2006; POYNTER, 2007; LIU, 2007). Enquanto alguns autores
especularam que a radiacdo UV pode induzir mutacées BRAF, nossos achados
parecem indicar que exposi¢cao solar cronica nao aumenta a frequéncia destas
mutagdes e que elas podem nao estar de maneira alguma relacionadas a radiagao
UV. Neste contexto, deve se levar em consideragao o fato de que mutagées BRAF
também s&o encontradas em outras neoplasias como carcinoma papilifero da
tiredide, carcinoma colorretal, carcinoma pancreatico e tumores ovarianos
borderline, e que ha outros fatores além de exposi¢ao a radiagao UV que podem
levar a essas mutacdes. Além disso, as transigdes CC — TT ou C — T que ocorrem
no gene p53 em neoplasias cutdneas ndo melanociticas e relacionadas a exposi¢céao
solar ndo foram detectadas nos melanomas investigados. Saldanha et al. sugeriram
que processos inflamatérios e danos oxidativos resultante da inflamacgao poderiam
ser os fatores responsaveis pelas mutagées BRAF em outros sitios ndo cutaneos, e
que o dano UV poderia ser um dos diversos meios que originam uma resposta
inflamatdria. Outra possibilidade por tras destes padrées de mutacao variaveis é que
existam diferencgas entre os melandcitos das diferentes regides anatébmicas, o que
leva a variagdes sutis na expressao genética relacionadas ao ambiente local
(SALDANHA, 2006).

Embora mutagdes BRAF em neoplasias melanociticas ndo apresentem a
“assinatura” caracteristica das mutacdes induzidas pela radiagao UV, é ainda

possivel que elas possam se originar da replicdo errbnea de DNA previamente
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danificado pela radiacédo UV (THOMAS, 2006).

Deichmann et al. encontraram em seu estudo apenas duas transicoes C — T,
que sao frequentemente induzidas pela radiacdo UV . Essas mutagdes ocorreram
em dois melanomas localizados na cabeca. Dentre 23 casos de melanomas
cutaneos localizados em areas submetidas a exposicao solar crénica, um unico
tumor apresentou a mutagdo BRAF. De acordo com os autores, esses resultados
sdo concordantes com dados epidemiolégicos relacionados ao risco de melanoma
que indicam que exposigao solar intermitente e queimaduras solares de repeticdo na
infancia aumentam o risco de desenvolvimento desta neoplasia enquanto

exposicdo solar crénica diminui o risco relativo (DEICHMANN, 2006).

5.5 CORRELACAO DAS MUTACOES BRAF COM PARAMETROS HISTOLOGICOS

N&o houve diferenca significativa entre o indice de Breslow nas lesbes com
ou sem mutagdes BRAF. Isso sugere que a incidéncia destas mutagdes n&o
aumentam de acordo com maior espessura tumoral.

A falta de correlagéao entre mutagées BRAF e o indice de Breslow sugere que
nao ha relagao destas mutagdes com instabilidades genéticas durante estagios
precoces do crescimento desta neoplasia (SHINIOZAKI, 2004). Thomas et al.
encontraram uma associagao negativa limitrofe entre mutacdo BRAF e aumento da
espessura tumoral (THOMAS, 2004) e a percentagem de melanomas com mutagdes
BRAF diminuiu com o aumento da espessura das lesdes no estudo de Liu et al. (LIU,
2007).

Nao houve associagao entre mutagdes BRAF com outros parametros
histolégicos utilizados para avaliagao prognéstica como nivel de Clark, numero de
mitoses, presenga de ulceracao, regressao e satelitose.

Apenas um dos artigos revisados menciona associagao de mutagdes BRAF
com taxa mitotica. Liu et al. observaram que tumores com poucas mitoses (<1/mm?)
apresentaram uma maior percentagem de mutagdes do que aqueles com
numerosas mitoses (= 10 mm?) (LIU, 2007).Em nosso estudo, o ponto de corte do

numero de mitoses foi de 6 mitoses/ mm?, o mesmo utilizado por Barnhill et
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al.(BARNHILL,2005), mas n&o houve correlagdo com a presenga ou néo de

mutacoes.

5.6 CORRELACAO DAS MUTAGCOES BRAF COM SOBREVIDA CLINICA

Foi observado que as sobrevidas dos pacientes com ou sem mutacdes sao
semelhantes (p = 0,93). Assim como estudos prévios (OMHOLT, 2003;
MALDONADO, 2003; SHINOZAKI, 2004; DEICHMANN, 2004; DEICHMANN, 2005;
VIROS, 2007) ndo encontramos associagao significativa ou tendéncia entre
mutacdes BRAF nos melanomas cutaneos primarios com evolucéao clinica ou
sobrevida livre de doencga. A analise deste seguimento de curto prazo sugere que
mutagdes BRAF nao sao um fator preditivo importante para a evolugao da doenca.

Shinozaki et al. sugeriu que mutagdes BRAF sao alteragdes complementares
que ocorrem em conjunto com outras aberragdes genéticas frequentes em
melanomas (SHINOZAKI, 2004). Kumar et al. encontraram em seu estudo sobre
melanomas metastaticos uma associagcao de diminuicao do tempo de resposta ao
tratamento em pacientes com mutagées BRAF, o que de acordo com os autores,
indica o envolvimento da ativacao BRAF além da iniciagao desta a neoplasia. Eles
também reportaram uma associagao nao significativa entre mutagcdées BRAF e maior
sobrevida livre de doengca (KUMAR, 2003).

5.7 CORRELACAO DAS MUTAGOES BRAF COM A PRESENCA DE NEVO
ASSOCIADO

Nao houve associacao do status mutacional com a presenca de nevo
melanocitico associado ao tumor, apesar de mutagdes BRAF ja terem sido
reportadas na grande maioria dos nevos, sugerindo que melanomas com esssas
mutagdes possam surgir de nevo pré-existente (POLLOCK, 2003), embora
aparentemente eventos adicionais sejam necessarios para a progressao para

melanoma (LANG, 2005). Nao ha evidéncias de que a presenca de mutagcées BRAF
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em nevos facilite sua progressao para melanoma (SHINOZAKI; 2004). Poynter et al.
reportaram que tumores com mutagcées BRAF ocorreram com maior frequéncia em
associagao com um nevo contiguo, embora a presenga deste néo foi observada em
todos melanomas com mutacdes. Estes achados apdiam a evidéncia de que a
casacata MAPK esta ativada em uma larga percentagem de lesbes melanociticas,
mas essas mutagdes n&o sio suficientes para a transformacdo maligna (POYNTER,
2006).

O Apéndice 6 apresenta a comparacgao do presente estudo com os principais
artigos da literatura atual, em relagéo a associagao das mutagcbes BRAF com
parametros clinicos e histologicos avaliados.

5.8 MUTACOES C-KIT

O c-Kit, gene essencial para sobrevivéncia e desenvolvimento de melandcitos,
esta sujeito a mutagdes oncogénicas em diversos tipos de neoplasias e apesar de
ele ser normalmente expresso por melandcitos, mutacdes c-Kit ndo sao encontradas
frequentemente em melanomas, como foi comprovado pelo presente estudo, onde a
avaliacao de 96 melanomas cutaneos primarios e 15 metastases nao identificou a
mutacao L576P, a mais frequentemente descrita nesta neoplasia. Esses resultados
estao parcialmente de acordo com a literatura que mostra a baixa frequéncia desta
mutagcdo em melanomas (WILLMORE-PAYNE, 2005; WILLMORE-PAYNE, 2006).

De acordo com alguns autores, presenga de mutagao c-Kit em melanomas
metastaticos sugere que um pequeno numero de melanomas podem progredir
através da mutagao somatica deste gene (WILLMORE-PAYNE, 2005), o que nao
podemos afirmar em nosso estudo.

A proteina c-Kit € expressa normalmente nas células intersticiais de Cajal,
células germinativas, mastdcitos e melandcitos e a ativagdo do c-Kit por mutagdes é
encontrada em neoplasias derivadas de células dessas linhagens, como os GISTs,
seminomas e mastocitomas. De acordo com alguns autores a baixa frequéncia de
mutacdes deste gene em melanomas seria explicado pelo fato de que o mecanismo
de tumorigénese em melanomas envolvendo o c-Kit € fundalmentalmente diferente

daquele envolvido em outras neoplasias e que a falta de expressao do c-Kit ndo
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exclui uma mutagao precoce com subsequente “downregulation” de sua expressao
(WILLMORE-PAYNE, 2005).

A falta da expressao do c-Kit ndo exclui uma mutagao inicial em melanomas e
apesar da baixa frequéncia de mutagdes nesta neoplasia, pode existir uma pequena
proporgao de pacientes que poderia se beneficiar da terapia com imatinib
(WILLMORE-PAYNE, 2006)

Os resultados de nosso estudo difere de Curtin et al., que reportaram uma
frequéncia aproximada de 34% de mutacgdes e/ou aumento de cépias do c-Kit. Uma
possivel explicacdo para a diferenca entre esses estudos seria o fato de que esses
autores pesquisaram mutagdes nos éxons 11,13, 17 e 18 deste gene, enquanto no
presente estudo apenas o éxon 11 foi acessado.

Existem discrepancias também entre Curtin et al. e Willmore-Payne et al. De
acordo com Curtin et al., esses resultados s&o contrastantes porque nos estudos
prévios de Willmore-Payne foram utilizadas linhagens de células de melanoma para
analise, que sao derivadas usualmente de subtipos de melanomas que ocorrem em
pele com exposicdo solar intermitente e que frequentemente apresentam mutagoes
BRAF (WILLMORE-PAYNE, 2005; CURTIN, 2006). Foram encontrados na
literatura apenas trés estudos, sendo dois do mesmo grupo de pesquisadores, que
analisaram concomitantemente mutagdes BRAF e c-kit (WILLMORE-PAYNE, 2005;
WILLMORE-PAYNE, 2006; CURTIN, 2006). A maioria deles reportam a expressao
imunoistoquimica do c-Kit em melanomas, poucos realizaram analise molecular
deste gene nesta neoplasia, e dentre esses, nenhum correlacionou seus resultados
com fatores prognadsticos clinicos ou histolégicos dos melanomas cutéaneos. O
objetivo deste estudo era correlacionar esses fatores, assim como foi feito com as
mutacdes BRAF, mas a auséncia de mutacdes c-Kit em nossas amostras nao

permitiu tal avaliagéo.



58

6 CONCLUSAO

Apoés a analise da expressao dos genes BRAF e c-Kit e sua correlagdo com
fatores progndésticos em uma populagéo de pacientes portadores de melanoma

cutaneo, os resultados obtidos permitem concluir que:

1. Devido a uma frequéncia relativamente baixa de mutagdes BRAF
encontradas em melanomas cutaneos primarios e metastaticos, tais
alteracdes genéticas ndo sdo determinantes fundamentais da carcinogénese
desta neoplasia.

2. A mutacdo BRAF mais frequente é a substituicdo da valina por acido
glutdmico na posigédo V599E do éxon 15 do gene BRAF.

3. Pela sua auséncia em pele normal , as mutacbes BRAF devem ser
consideradas mutagdes somaticas adquiridas.

4. As mutagdes BRAF sao encontradas em melanomas finos e grossos e nao
influenciam na transicdo de um tipo de les&o para o outro.

5. A presenca de mutagcdes BRAF em melanomas cutdneos nao tem papel na
progressao tumoral, especificamente no desenvolvimento de doenca
metastatica.

6. Pessoas jovens portadoras de melanomas cutdneos tém maior probabilidade
de apresentar mutagées BRAF do que as portadoras idosas.

7. Melanomas cuténeos originarios de aeras de pele sujeitas a exposi¢cao solar
intermitente apresentam mutacées BRAF com maior frequéncia do que as

originarias de areas de pele sujeita a exposigao solar crbnica.

8. Nao ha correlacdo estatistica entre a presenca de mutacbées BRAF e os
parametros clinicos sexo, idade e sobrevida, assim como os parametros
histolégicos indice de Breslow, nivel de Clark, numero de mitoses, presenca
de ulceragao, regressao ou satelitose.

9. A auséncia de mutagdes L576P (c-Kit ) nos melanomas primarios, nas lesdes
metastaticas e na pele normal da presente série impediu as conclusdes

referentes a correlagao deste gene com os fatores progndsticos estudados.
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APENDICE 1- RELACAO DOS CASOS ONDE FOI REALIZADO O
SEQUENCIAMENTO DIRETO DOS PRODUTOS DE PCR DO EXON 15 DO
GENE BRAF

CASO EXAME ESTADO
MUTACIONAL DO
GENE BRAF
MELANOMAS FINOS
8 16207 WT
12 21086 WT
MELANOMAS GROSSOS
2 1399 WT
2 (pele normal) WT
4 2909 T1796A(V599E)
6 3555 T1796A(V599E)
7 4127 T1796A(V599E)
14 (pele normal) 11914 WT
16 13035 T1796A(V599E)
16 (pele normal) WT
18 14111 WT
23 17190 WT
23 (metéastase) 31101 WT
24 22922 WT
24 (pele normal) WT
26 24007 WT
27 25422 GT1795AA (V599K)
27 (pele normal) WT
29 (pele normal) 26847 WT
30 27291 T1796A(V599E)
33 3147 WT
39 34211 T1796A(V599E)
41 35420 WT
45 35918 GT1795AA (V599K)
51 41339 WT
58 44498 GT1795AA (V599K)
59 44910 WT
63 46605 WT
66 47169 WT
67 47397 WT
68 5363 WT
69 5991 WT
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APENDICE 2 - RELACAO DOS CASOS ONDE FOlI REALIZADO O
SEQUENCIAMENTO DIRETO DOS PRODUTOS DE PCR DO GENE C-KIT

CASO EXAME ESTATO MUTACIONAL DO
GENE C-KIT
MELANOMAS FINOS
6 fino | 15535 | WT
MELANOMAS GROSSOS

6 3555 WT

7 4127 WT

12 11498 WT

16 13035 WT

16 (pele normal) WT
22 16742 WT

23 17190 WT

24 22922 WT

24 (pele normal) WT
27 25422 WT

27 (pele normal) WT
51 41339 WT

57 44263 WT

67 47397 WT

67 (pele normal) WT




APENDICE 3 - VARIAVEIS CLINICAS E ANATOMOPATOLOGICAS E MUTACAO BRAF DOS MELANOMAS FINOS

CASO | SEXO  |IDADE | BRESLOW | CLARK | MITOSES | LOCAL REGRESSAO | PROGNOSTICO | SEGUIMENTO (anos) | BRAF MUT Primério | i e
1 masculino | 18 0,7 1l 2 tronco ausente favoravel 6 presente

2 masculino | 75 0,5 Il 1 cabecga presente favoravel 5 ausente

3 feminino |40 0,3 1l 1 tronco ausente favoravel 5 presente

4 masculino | 30 0,6 Il 0 tronco presente favoravel 5 presente

5 feminino |49 0,5 1l 1 cabecga ausente favoravel 5 ausente

6 feminino |62 04 ] 1 membro sup | presente favoravel 5 ausente

7 feminino |46 0,9 ] 1 cabeca presente favoravel 5 presente

8 feminino | 65 0,9 Il 2 tronco ausente favoravel 5 ausente

9 feminino |82 0,6 ] 1 cabeca presente favoravel 5 NA

10 feminino |44 0,2 1 1 tronco ausente favoravel 5 ausente

1 feminino | 58 0,4 Il 5 membro inf | ausente favoravel 4 NA

12 feminino | 50 0,4 Il 1 tronco ausente favoravel 4 ausente

13 masculino | 49 0,6 Il 0 membro inf | ausente favoravel 4 presente

14 feminino | 56 0,8 Il 3 acral ausente favoravel 4 ausente

15 feminino |57 1 \Y 1 membro sup | presente desfavoravel 2 presente presente
16 masculino | 24 0,8 1l 1 tronco presente favoravel 3 ausente

17 feminino |46 0,5 ] 0 membro sup | presente favoravel 3 ausente

18 masculino | 28 0,3 Il 1 tronco presente favoravel 3 presente

19 feminino | 38 0,5 Il 2 tronco ausente favoravel 3 presente

20 masculino | 67 0,4 Il 0 membro inf | presente favoravel 3 ausente

21 masculino | 83 0,3 Il 1 tronco presente favoravel 3 presente

22 masculino | 36 0,9 1l 2 tronco ausente favoravel 2 presente

23 feminino |57 0,8 ] 1 Membro inf | presente favoravel 2 presente

24 feminino |41 0,5 ] 1 membro sup | ausente favoravel 2 presente

25 feminino | 38 0,6 Il 0 membro inf | ausente desfavoravel 2 presente ausente
26 masculino | 52 0,9 Il 1 tronco ausente favoravel 2 ausente

27 feminino |29 0,5 Il 1 cabecga presente favoravel 2 ausente

67



APENDICE 4 - VARIAVEIS CLINICAS E ANATOMOPATOLOGICAS DA MUTACAO BRAF NOS MELANOMAS GROSSOS

BRAF BRAF
B B ) SEGUIMENTO | MUT MUT
CASO | SEXO IDADE LOCAL BRESLOW | CLARK | MITOSES | ULCERACAO | REGRESSAO | SATELITOSE | PROGNOSTICO | (anos) Primario | Metastase
1 | masculino 73 | acral 211l 2 | ausente ausente ausente desfavoravel 6 ausente
2 | masculino 67 | pescoco 8|IV 5 | presente presente ausente favoravel 6 ausente
3 | feminino 55 | acral 42|V 3 | presente presente ausente desfavoravel 6 ausente
4 | masculino 65 | tronco 1,311 3 | ausente presente ausente favoravel 6 presente
membro
5 | feminino 70 | sup 3|1V 5 | presente ausente ausente desfavoravel presente
6 | feminino 32 | tronco 1,311 2 | presente ausente ausente favoravel 6 presente
7 | masculino 67 | tronco 121V 7 | presente presente ausente favoravel 1 presente
8 | feminino 43 | tronco 1,111 2 | presente presente ausente favoravel 6 ausente
9 | masculino 33 | acral 8|IV 6 | presente ausente ausente desfavoravel 6 NA
10 | feminino 78 | tronco 6|1l 3 | presente ausente ausente favoravel 3 ausente
11 | feminino 40 | tronco 1,92 | Il 2 | ausente ausente ausente favoravel 5 ausente
membro
12 | feminino 35 | inf 1,511 2 | presente presente ausente desfavoravel presente | presente
13 | masculino 42 | tronco 4,411 8 | presente presente ausente desfavoravel 3 presente | ausente
14 | feminino 51 | tronco 8,7|V 8 | presente ausente ausente favoravel 5 presente
membro
15 | masculino 34 | sup 2,411 2 | ausente ausente ausente favoravel 5 presente
membro
16 | feminino 46 | inf 2,6 | Il 3 | presente ausente ausente desfavoravel 1 presente | presente
17 | feminino 82 | cabeca 9,6 | Il 6 | presente ausente ausente favoravel 2 ausente
18 | masculino 71 | pescoco 711 4 | presente ausente presente desfavoravel 5 ausente
19 | feminino 17 | acral 1,311l 1 | presente presente ausente favoravel 5 presente
20 | masculino 43 | tronco 11,5 | 11l 6 | presente ausente ausente desfavoravel 1 presente
21 | feminino 46 | tronco 1,111 2 | ausente presente ausente favoravel 5 presente
22 | masculino 81 | acral 51|V 3 | presente ausente presente favoravel 5 ausente
23 | masculino 49 | tronco 5111 15 | presente presente ausente desfavoravel 2 ausente ausente
membro
24 | feminino 63 | sup 5|1V 15 | ausente presente ausente favoravel 4 ausente
continua
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APENDICE 4 - VARIAVEIS CLINICAS E ANATOMOPATOLOGICAS MUTAGAO BRAF NOS MELANOMAS GROSSOS

BRAF BRAF
B B ) SEGUIMENTO | MUT MUT
CASO | SEXO IDADE LOCAL BRESLOW | CLARK | MITOSES | ULCERACAO | REGRESSAO | SATELITOSE | PROGNOSTICO | (anos) Primario | Metastase
25 | masculino 80 | acral 64|V 3 | presente ausente presente desfavoravel 1 ausente continua
26 | masculino 64 | tronco 2,21 1| ausente presente ausente favoravel 4 ausente
27 | feminino 77 | cabega 4,6 |1l 3 | presente ausente ausente desfavoravel 3 presente
28 | masculino 72 | acral 14|V 5 | ausente ausente presente desfavoravel 4 ausente
29 | masculino 43 | tronco 32|V 1| presente ausente ausente desfavoravel 4 ausente
30 | feminino 29 | tronco 2,8 |1l 7 | presente ausente ausente favoravel 0,8 presente
31 | feminino 41 | tronco 1,511 8 | ausente ausente ausente favoravel 4 presente
32 | masculino 53 | acral 11,5|V 15 | presente ausente ausente desfavoravel 1 ausente ausente
33 | feminino 52 | tronco 311 4 | presente presente ausente favoravel 3 ausente
34 | masculino 73 | acral 8|IV presente ausente presente favoravel 3 ausente
35 | masculino 81 | cabeca 1,21l 2 | ausente presentee ausente favoravel 3 ausente
membro
36 | masculino 46 | sup 1,31 2 | ausente ausente ausente favoravel 3 ausente
37 | masculino 83 | acral 121V 3 | presente ausente presente favoravel 3 ausente
38 | feminino 83 | acral 1,111 3 | presente ausente ausente desfavoravel 3 NA
39 | masculino 23 | acral 6|IV 11 | presente ausente ausente desfavoravel 1 presente
40 | feminino 35 | acral 2,7 |1 3 | ausente ausente ausente desfavoravel 3 ausente ausente
41 | masculino 72 | acral 6,3 |1V 7 | presente ausente ausente desfavoravel 3 ausente ausente
membro
42 | masculino 60 | inf 15|V 1| presente ausente ausente desfavoravel ausente
43 | feminino 39 | tronco 1,911l 3 | presente ausente ausente favoravel 3 presente
membro
44 | masculino 54 | inf 1,311 2 | ausente presente ausente favoravel 3 ausente
45 | masculino 42 | tronco 711V 2 | presente ausente presente favoravel 2 presente
46 | masculino 33 | tronco 1,211 1 | ausente presente ausente favoravel 3 presente
47 | masculino 78 | acral 5|1V 2 | presente ausente ausente favoravel 3 ausente
48 | masculino 25 | cabega ranl 6 | presente presente ausente favoravel 3 presente

continuagao

69



APENDICE 4 - VARIAVEIS CLINICAS E ANATOMOPATOLOGICAS DA MUTACAO BRAF NOS MELANOMAS GROSSOS

BRAF BRAF
B B ) SEGUIMENTO | MUT MUT
CASO | SEXO IDADE LOCAL BRESLOW | CLARK | MITOSES | ULCERACAO | REGRESSAO | SATELITOSE | PROGNOSTICO | (anos) Primario | Metastase
membro
49 | masculino 62 | sup 25| IV 1| presente presente ausente favoravel 3 ausente
50 | masculino 78 | tronco 211 2 | ausente presente ausente favoravel 2 presente
51 | masculino 50 | tronco 6|IV 4 | ausente presente ausente favoravel 2 ausente
52 | feminino 49 | tronco 3,51 3 | ausente presente ausente desfavoravel 1 presente | continuagao
53 | masculino 62 | tronco 4,51 6 | presente presente ausente desfavoravel 2 presente
54 | feminino 40 | acral 42|V 5 | ausente presente presente desfavoravel 2 ausente ausente
55 | masculino 64 | cabeca 8|IV 3 | ausente ausente presente favoravel 2 ausente
56 | feminino 52 | acral 46| IV 2 | presente ausente ausente desfavoravel 2 presente | NA
57 | feminino 35 | tronco 1,6 | 1l 3 | ausente presente ausente desfavoravel 2 ausente presente
58 | masculino 56 | cabeca 8|1V 3 | presente ausente presente desfavoravel 2 present
59 | masculino 75 | cabega 2,51l 3 | presente ausente ausente favoravel 2 ausente
60 | feminino 37 | acral 10,8 |V 1 | presente ausente ausente favoravel 2 ausente
61 | feminino 76 | acral 98|V 8 | presente ausente ausente desfavoravel 2 ausente presente
62 | masculino 28 | tronco 13|V 3 | presente ausente ausente desfavoravel 2 presente | presente
63 | masculino 48 | pescogo 5111 10 | presente presente ausente favoravel 0,9 ausente
64 | masculino 55 | acral 1,811 3 | ausente presente ausente favoravel 2 ausente
65 | feminino 75 | cabeca 1,111 1 | ausente presente ausente favoravel 2 ausente
membro
66 | feminino 58 | inf 3|1V 3 | presente ausente ausente favoravel 2 ausente
membro
67 | feminino 28 | sup 551V 1 | presente ausente presente desfavoravel 2 ausente NA
68 | feminino 46 | tronco 1,211 1| ausente presente ausente favoravel 1 ausente
69 | feminino 45 | tronco 1,111 1 | ausente presente ausente favoravel 1 ausente

MUT: mutacao, inf: inferior, sup:superior, NA: nao avaliavel
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APENDICE 5 - RELACAO DE ESTUDOS DA MUTAGAO BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS E OS PARAMETROS INVESTIGADOS

Numero de Numero de lesbes Associagao com | Numero de lesoes Numero de lesdes Associagdo com progressao
lesdes primarias primarias com iniciagcao da metastaticas metastaticas com tumoral ou desenvolvimento Referanci
eferéncias
estudadas mutacdes BRAF (%) lesédo estudadas mutacdes BRAF (%) de metastases
Davies et al.
9 6 (67%) - - - -
(2002)
) Dong et al.
28 7 (25%) nao 13 8 (61,5%) sim
(2003)
) sim (presente durante Ombholt et al.
71 42 (59%) sim 88 43 (49%) _
progressao tumoral) (2003)
Maldonado et
115 32 (28%) - - - -
al. (2003)
Kumar et al.
- - - 38 26 (68%) -
(2003)
Shinozaki et
59 18 (31%) nao 68 39 (57%) sim
al. (2004)
Sasaki et al.
35 9 (26%) sim - - -
(2004)
37 Thomas et al.
17 (46%) sim - - nao
(2004)
continua
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APENDICE 5 - RELACAO DE ESTUDOS DA MUTAGAO BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS E OS PARAMETROS INVESTIGADOS

Numero de Numero de lesbes Associagao com | Numero de lesoes Numero de lesdes Associagdo com progressao
lesdes primarias primarias com iniciacao da metastaticas metastaticas com tumoral ou desenvolvimento Referanci
eferéncias
estudadas mutactes BRAF (%) leséo estudadas mutacdes BRAF (%) de metastases
Deichmann et
50 19 (38%) - - - nao
al. (2004)
] Goydos et al.
36 20 (55,5%) - 79 43( 54 %) sim
(2005)
Deichmann et
- - - 60 24 (40%) nao
al. (2005)
Lang et al.
52 13 (25%) nao - - -
(2005)
Libra et al.
23 15 (61%) sim 12 7 (58%) nao
(2005)
) sim (presente duriante Kirschner et
- - sim 54 24 (44%)
progressao tumoral) al. (2005)
Saldanha et
59 22 (37%) - - - -
al. (2006)
82 64 (29%)/ invasores; Poynter et al.
18(5,6%) in situ (2006)
) Goel et al.
69 33 (57%) sim - - -
(2006)

continuagao
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APENDICE 5 - RELAGAO DE ESTUDOS DA MUTAGAO BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS E OS PARAMETROS INVESTIGADOS

Numero de Numero de lesbes Associagdo com | Numero de lesdes Numero de lesbes Associagao com progressao
lesdes primarias primarias com iniciacao da metastaticas metastaticas com tumoral ou desenvolvimento S
eferéncias
estudadas mutacdes BRAF (%) leséo estudadas mutacdes BRAF (%) de metastases
Deichmann et
101 32 (32%) - - - -
al. (2006)
Liu et al.
251 112 (45%) - - - -
(2007)
Viros et al.
302 142 (47%) - - - -
(2008)
) Jung et al.
96 38(39,6%) sim 15 6 (40%) nao
(2010)
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APENDICE 6 - COMPARAGAO DE PARAMETROS CLINICOS E HISTOLOGICOS NOS ESTUDOS DA MUTAGCAO BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS

Associagao
Local
Local com
(exposigao . - - , i
Idade | Sexo (todas as Breslow | Clark | Mitoses | Ulceragdo | Regressdo | Satelitose | Nevo | prognéstico/ .
solar Referéncia
localizagdes) | ) evolugao
intermitente) o
clinica
Davies et
al. (2002)
Dong et al.
(2003)
Ombholt et
nao nao - - nao nao - nao - - nao nao
al. (2003)
Maldonado
- - - sim - - - - - - nao nao et al.
(2003)
continua
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APENDICE 6 - COMPARACAO DE PARAMETROS CLINICOS E HISTOLOGICOS NOS ESTUDOS DA MUTACAO BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS

Associagao
Local
Local o com
(exposigéo . _ _ ) o
Idade | Sexo (todas as Breslow | Clark | Mitoses | Ulceragdo | Regressdo | Satelitose | Nevo | prognéstico/ .
) solar Referéncia
localizagdes) | | ) evolugéo
intermitente) .
clinica
) Kumar et
- - - - - - - - - - sim
al. (2003)
Shinozaki
sim sim nao - nao - - - - - nao et al.
(2004)
Sasaki et
al. (2004)

continuagao
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APENDICE 6 - COMPARACAO DE PARAMETROS CLINICOS E HISTOLOGICOS NOS ESTUDOS DA MUTACAO BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS

Associagao
Local
Local o com
(exposicao . _ _ ) o
Idade | Sexo (todas as Breslow | Clark | Mitoses | Ulceragdo | Regressdo | Satelitose | Nevo | prognéstico/ .
) solar Referéncia
localizagdes) | | ) evolugéo
intermitente) .
clinica
Thomas et
nao sim nao - sim nao - - - - nao -
al. (2004)
Deichmann
- - - - nao nao - - - - - nao et al.
(2004)
Goydos et
- - - - - - - - - - - - al. (2005)

continuagao
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APENDICE 6 - COMPARACAO DE PARAMETROS CLINICOS E HISTOLOGICOS NOS ESTUDOS DA MUTACAO BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS

Associagao
Local
Local o com
(exposigéo . _ B ) o
Idade | Sexo (todas as Breslow | Clark | Mitoses | Ulceragdo | Regressdo | Satelitose | Nevo | prognéstico/ .
L solar _ Referéncia
localizagdes) | | ) evolugéo
intermitente) o
clinica
Deichmann
- - - nao nao nao - - - - - nao et al.
(2005)
~ . . Lang et al.
- nao - sim - - - - - - néo -
(2005)
B . . B . _ _ Libra et al.
nao nao nao - nao nao - nao nao - - -
(2005)
Kirschner
et al.
(2005)

continuagao
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APENDICE 6 - COMPARACAO DE PARAMETROS CLINICOS E HISTOLOGICOS NOS ESTUDOS DA MUTACAO BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS

Associagao
Local
Local com
(exposigcéo . _ _ ) o
Idade | Sexo (todas as Breslow | Clark | Mitoses | Ulceragdo | Regressdo | Satelitose | Nevo | prognéstico/ o
L solar . Referéncia
localizagbes) | . evolugdo
intermitente) -
clinica
Saldanha
sim nao - sim nao nao - - - - - et al.
(2006)
) i Poynter et
- - - sim - - - - - sim -
al. (2006)
; ~ Goel et al.
sim - - - nao - - - - - -
(2006)

continuagao
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APENDICE 6 - COMPARACAO DE PARAMETROS CLINICOS E HISTOLOGICOS NOS ESTUDOS DA MUTACAO BRAF EM MELANOMAS CUTANEOS

Associagao
Local
Local o com
(exposicao . _ B ) o
Idade | Sexo (todas as Breslow | Clark | Mitoses | Ulceragdo | Regressdo | Satelitose | Nevo | prognéstico/ .
L solar _ Referéncia
localizagdes) | | ) evolugéo
intermitente) o
clinica
Deichmann
nao nao nao sim nao nao - - - - - - et al.
(2006)
. B Viros et al.
sim - - - - - - - - - - nao
(2007)
) ) ) Liu et al.
sim nao - sim sim - nao nao - - -- -
(2007)
) B . ) B _ _ _ _ ~ B ~ Jung et al.
sim nao sim sim nao nao nao nao néo néao nao nao
(2010)
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ERASTO GAERTNER

HOSPITAL ERASTO GAERTNER
INSTITUTO DE BIDENGENHARIA
INSTITUTO DE REABILITAGAO
CENTRO DE PROJETOS DE ENSING E PESQUISA
R E D E FEMININA

Curitiba, 31 de outubro de 2006.

Dra. Juliapa Elizabeth Jung
Pesguisadora Responsavel

Prezada Sra.,

Gostariamos de informar que o projeto de pesquisa intitulado como “Avaliacde

pmunosistoguimica de Marcadores de Progressio Tumeral em Melanoms Cutz‘mec”, cujo

nimero de protocolo é P.P. r° 1422, e tem como pesquisadora responsavel V. Sa. fot avaliado
pelo Comité de Etica em Pesquisa e aprovade.

Ressaltamos que seu estudo s poderé ter inicio apds aprovado pelo CEPEP.

Solicitamos que seja enviado um relatério semestral informando sobre o andamento do
projeto e ao término do trabalho um relatério final, para darmos fechamento ao projeto. Cada
alterag3o realizada no projeto deve ser comunicada imediatamente ao Comité de Etica em

Pesquisa.

Semi mais agradecemos a ateng@o € ceolocamo-nes a dispesigdo para maiores
esclarecimentos.

Atenciosament e,

Memoros do CEP: &

Dra. Ana Luiza Gomes de Moraes Wisrmann — Médica Espeacialista Dr. Gyt Henrique Albracht Ramos ~ Médico Especialistz e Mestre
EnP Ana Paula Hey — Enfermeira Especialista lolanda Gaivao - Psicéloga Ciinica

Enf® Andréa Wulf Pereira de Melo Traich — Enfermeira Especialista Dr. Jodo Antonic Guerreiro — Médico Especiatista

Enf* Angelita Visentin ~ Enfermeira Especialista Dr. Jordan Zanetti Silva — Médico ¢ Advogade

Dr. Ariovaldo Donizetti de Abreu -- Fisioterapeuta Especialisia Jose Carlos Wiederkehr ~ Administrador de Empresas

Dra. Clarice Nana Yamanouchi -~ Médica Especialista ra. Paola Andrés Galbiatti Pedruzzi — Médica Especiaiista
Dinarte Oriandi — Estatistico Especialista Enf® Edenice de Oliveira Santana — Enfermeira Especizlista

Wanda Aparecida Sitva — Representante da Comunigade
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