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Resumo

Estrozi B. Avaliacdo anatomoclinica e molecular do melanoma cutédneo em
pacientes jovens (idade 18-30 anos) [tese]. S&o Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013.

A incidéncia do melanoma cutdneo em pacientes adultos jovens tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos. Ha, contudo, caréncia de
conhecimentos clinicopatolégicos e moleculares sobre os melanomas que
ocorrem nessa faixa etaria. O presente estudo teve por objetivo avaliar 132
casos de melanoma cutaneo primario em pacientes com idade entre 18 e 30
anos, com énfase no estudo das caracteristicas clinicas, histopatologicas e
avaliacdo molecular das mutacdes nos genes BRAF, NRAS e KIT. Em
relacdo aos achados clinicos e histopatolégicos, houve predominio de
individuos do sexo feminino (61,4%), sendo o tronco o sitio anatbmico mais
comumente envolvido (44,3%) e o melanoma extensivo superficial o tipo
histolégico predominante (79,5%). A mutacdo V600E no gene BRAF
(BRAFY?%F) foi analisada em 93 casos, utilizando-se a técnica de RT-PCR.
Essa mutacdo foi identificada em 38,7% (36/93) e, estatisticamente,
associada a fase vertical de crescimento (p = 0,01), infiltrado inflamatério
discreto (p = 0,02) e presenca de mitose intradérmica (p = 0,004). Houve,
ainda, forte indicio de associacdo com a presenca de ulceragéo (p = 0,05).
Todas essas varidveis apresentaram associagdo com pior prognostico do

FVGOOE

melanoma cutaneo. Observou-se predominio da mutagdo BRA em

by

regibes anatbmicas relacionadas a exposicdo solar intermitente. Nenhum

caso de melanoma com fendmeno de regressdo apresentou mutacao




Resumo

BRAFY®%E (p < 0,05). Nao houve associacdo significativa entre BRAF®%F e
sexo, tipo histolégico, nivel de Clark, indice de Breslow, elastose solar,
invasdo angiolinfatica e perineural, satelitose, nevo melanocitico coexistente
e sobrevida. A pesquisa de mutacdes NRAS, pela técnica de RT-PCR,
detectou frequéncia de 3,95% (3/76). As trés mutacdes encontradas foram
do tipo 61K e ocorreram em pacientes do sexo masculino e em regidao de

cabeca e pescoco. As mutacdes BRAFY?F

e NRAS, quando presentes,
eram mutuamente exclusivas. A frequéncia de mutacdes KIT, analisadas por
sequenciamento, foi de 11,1% (3/27). As trés mutacOes identificadas
estavam localizadas no éxon 9 (G510, G498S e 489I). Houve concomitancia
de casos com mutacdo KIT tanto com NRAS, como com BRAF*®E. Devido
ao pequeno numero de casos com mutacdo em KIT e NRAS, ndo foi
possivel estabelecer correlagbes clinicas e histopatolégicas com esses
genes. Este estudo é o primeiro a descrever as mutacfes G510D e G498S
no gene KIT em melanomas cutaneos. No presente estudo, a mutacéo
BRAFY®E em melanomas cutaneos de adultos jovens, correlacionou-se
com caracteristicas anatomoclinicas de pior progndéstico em relacdo aos

melanomas selvagens para BRAFY®%%F,

Descritores: 1. Melanoma 2. Neoplasias cutaneas 3. Adulto jovem 4.
Proteinas proto-oncogénicas B-raf 5.Proteinas proto-oncogénicas c-kit
6.Proteinas proto-oncogénicas p21(ras)
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Abstract

Estrozi B. Clinicopathologic and molecular evaluation of cutaneous melanoma
in young patients (age 18-30). [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sdo Paulo; 2013.

The incidence of cutaneous melanoma in young adults has dramatically
increased in recent years. However, there is scarce data about the
clinicopathological and molecular characteristics on the melanomas occurring at
this age group. The present study aimed to evaluate 132 patients aged between
18 and 30 years with primary cutaneous melanoma with emphasis on the study
of clinical, histopathological characteristics and molecular evaluation of
mutations in BRAF, NRAS and KIT genes. Regarding the clinical and
histopathological findings, the following results were found: female
predominance (61.4%), trunk was the most commonly anatomical site involved
(44.3%) and superficial spreading melanoma, was the most common
histological type (79.5 %). The V600E mutation in BRAF (BRAF'®°°%) gene was
analyzed in 93 cases, using RT-PCR. It was present in 38.7% (36/93) and
statistically related to the vertical growth phase (p = 0.01), mild inflammatory
infiltration (p = 0.02) and the presence of intradermal mitosis (p = 0.004). There
was, also, strongly evidence of an association with the presence of ulceration (p
= 0.05). Worse prognosis was associated with these variables. There was a

FVGOOE

predominance of BRA mutation in anatomical regions related to

FY60%E  mutation

intermittent sun exposure. No cases of melanoma with BRA
showed regression phenomenon (p <0.05). There was no significant
association between BRAF'®®F and gender, histological type, Clark level,

Breslow thickness, solar elastosis, angiolymphatic and perineural invasion,




Abstract

sattelitosis, coexisting melanocytic nevus and survival. The presence of a
mutation in NRAS, by RT-PCR was seen in 3.95% (3/76) of the cases. All these
three mutations were of type 61K, occurred in male patients and the head and

neck region. BRAF®%F

and NRAS mutations, when present, were mutually
exclusive. The frequency of KIT mutations, analyzed by sequencing, was 11.1%
(3/27). The three mutations identified in this gene were located in exon 9 (G510,
G498S and 489I). Concomitant mutations were found between KIT and NRAS
and BRAF®°F, Due to the small number of KIT and NRAS mutated cases, it
was not possible to establish clinical and histopathological correlations and
mutation status in these genes. This study was the first to describe the G510D
and G498S mutations in KIT gene in cutaneous melanomas. In the present

study, BRAFY®%E mutation in cutaneous melanoma of young adults correlated

with anatomic and clinical features of worse prognosis compared to wild type.

Descriptors: 1.Melanoma 2.Skin neoplasms 3.Younf adult 4.Proto-oncogene
proteins B-raf 5.Proto-oncogene proteins c-kit 6.Proto-oncogene proteins
p21(ras)
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1.1. Melanoma cutaneo: definicdo, aspectos historicos e situacao atual

no mundo e no Brasil

A palavra MELANOMA tem origem grega. Melas significa escuro e o
sufixo oma, tumor. Melanoma é uma neoplasia maligna que ocorre mais
comumente na pele, embora possa se originar também em outras localizagbes
anatdmicas, incluindo mucosa e meninge. O melanoma cutaneo é um tipo de
cancer de pele que tem origem provavel em melanécitos ou em células
totipotentes da camada basal da epiderme, com frequéncia preferencial em

adultos brancos.

Acredita-se que o melanoma tenha sido descrito, pela primeira vez, no
século 5 a.C., por Hipécrates, que o descreveu como lesdo negra, do tipo
herpética (Giblin and Thomas 2007). Em 1806, o inventor do estetoscopio,
Renné Theophile Hyacinthe Laennec, descreveu o melanoma como entidade.
Em 1812, a denominacdo melanose foi introduzida pela primeira vez na literatura

(Denkler and Johnson 1999).

Em 1820, William Norris publicou o primeiro caso de melanoma na
literatura de lingua inglesa, com referéncia a tumor fungoide. Tratava-se de
homem de 59 anos que apresentava o que foi descrito como um “sinal” entre o
umbigo e o pubis, de cor acastanhada, que, subsequentemente, evoluiu com
formacdo tumoral. Poucos meses ap0s 0 aparecimento do tumor, surgiram

pequenos nodulos ao redor da lesdo principal. O componente
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dominante da les&o foi removido, mas, apds seis meses, houve recidiva local e
comprometimento sistémico e o paciente evoluiu para o 6bito. O relato de Norris
foi importante por ter sido o primeiro manuscrito a levantar a questdo da
hereditariedade envolvendo a doenca, ja que o pai do paciente havia falecido, 30
anos antes, com quadro clinico semelhante. Adicionalmente, pai, irméos e filhos

eram também portadores de multiplos nevos (Silvers and Gorham 1982).

As descricbes originais de melanoma da mao, pé, vulva e melanoma
metastatico para o coracao e intestino foram atribuidas a Jean Cruveilhier em
publicacdes entre os anos de 1829 e 1842 (Denkler and Johnson 1999). Em
1838, o termo melanoma foi consagrado por Robert Carswell (Denkler and

Johnson 1999).

Embora o cancer de pele seja 0 mais frequente no Brasil e corresponda a
25% de todos os tumores malignos registrados no pais, 0 melanoma representa
apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgado, sendo, contudo o mais grave,
devido a sua alta possibilidade de metastase. Atualmente, o melanoma
representa aproximadamente 4 e 5% de todos os novos tumores malignos em
mulheres e homens e é 0 sétimo e quinto cancer mais comum nos Estados
Unidos da América (EUA), respectivamente, em termos de novos casos
estimados para 2014 (American Cancer Society, Surveillance Research, 2014).
De acordo com dados do INCA (Instituto Nacional do Cancer), a estimativa de
novos casos para 2014, no Brasil, € de 5.890 (2.960 homens e 2930 mulheres),
sendo a Regido Sul aquela com as maiores taxas estimadas. O numero de
mortes relacionadas ao melanoma, em 2009, no Brasil, foi de 1.392, sendo 827
homens e 565 mulheres. Saliente-se que esses dados de incidéncia e de

mortalidade no Brasil provavelmente estdo subestimados. De acordo com dados
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atuais, as taxas de incidéncia para 0 melanoma cutaneo, em caucasianos,
elevaram-se mais do que qualquer outra neoplasia maligna nos ultimos 30 anos
(Giblin and Thomas 2007). Ainda, a taxa de mortalidade por essa neoplasia tem
aumentado nos homens, mas € estavel e parece estar diminuindo nas mulheres

(Jemal, Siegel et al. 2010).

O melanoma maligno tem grande potencial de disseminacéo e altas taxas
de mortalidade quando o diagndéstico é feito tardiamente. Atualmente, a taxa de
sobrevida tem melhorado substancialmente, principalmente devido a detecc¢éo

precoce.

1.2. Melanoma em criangas, adolescentes e adultos jovens

Melanoma infantil € definido como aquele que se desenvolve antes do
inicio da puberdade. Da puberdade até 18-20 anos de idade, considera-se
melanoma em adolescentes. Melanoma em adultos jovens é aguele que se inicia
até os 30 anos de idade. A incidéncia de melanoma em pacientes pré-puberes é
muito baixa, com estimativa de aproximadamente 0,4% entre todos os casos de
melanomas (Boddie, Smith et al. 1978). Em adolescentes, essa incidéncia é de
2% (Wu and Lambert 1997) e em pacientes até 30 anos de idade é de 3,3%
(Borbola, Banfalvi et al. 2005). Nos EUA, o melanoma cutédneo € o segundo
cancer mais comumente diagnosticado entre os adolescentes e adultos jovens

com idade inferior a 30 anos, precedido de linfoma (Bleyer, Viny et al. 2006).

A incidéncia dessa neoplasia entre os adolescentes e jovens adultos esta

aumentando nos EUA, no Canadd e em outras partes do mundo onde a
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populacdo é predominantemente caucasiana (Jemal, Devesa et al. 2001; Alston,

Rowan et al. 2007; Purdue, Freeman et al. 2008; Weir, Marrett et al. 2011).

Os principais fatores de risco de melanoma em jovens tém sido atribuidos
ao numero de nevos atipicos, nevos congénitos de grandes dimensdes, historia
familiar de melanoma, xeroderma pigmentoso, imunossupressao, tipo de pele e,
ainda, queimaduras solares repetitivas ou graves na infancia (LeBoit 2006). O
tronco é a localizagdo preferencial do melanoma nestas faixas etarias (LeBoit

2006).

As caracteristicas clinicas sdo semelhantes ao melanoma em pacientes
mais velhos. Livestro et al. (2007) demonstraram que a sobrevida e os fatores
prognosticos em pacientes jovens com melanoma eram semelhantes aos dos
pacientes-controles idosos, com a mesma espessura tumoral (Livestro, Kaine et
al. 2007). Ha, ainda, estudos relatando que o0s pacientes jovens tém um
percentual maior de melanomas espessos, tipo histolégico nodular e aumento do
risco de metastases em linfonodos, em relacdo aos pacientes mais velhos
(Ferrari, Bono et al. 2005; Livestro, Kaine et al. 2007; Moore-Olufemi, Herzog et
al. 2011). Esses resultados sugerem que o melanoma pode ndo ser uma
entidade homogénea, sendo possivel que em pessoas mais jovens seja doenca
biologicamente distinta daquela que ocorre em pacientes mais velhos. E
possivel, ainda, que, devido a raridade desse tumor em faixas etarias menores,
ele pode nao ser facilmente reconhecido clinicamente, resultando em atraso no

tratamento definitivo (Wu and Lambert 1997).




Introducéo e Revisdo da Literatura 5

1.3. Fatores etioldgicos

Tanto fatores ambientais como familiares tém papel importante na
etiologia do melanoma. Entre os fatores familiares/genéticos incluem-se tipo de
pele, presenca de nevos melanociticos em grande namero, nevos clinicamente
atipicos e historia familiar de cancer de pele (LeBoit 2006). Dentre os fatores
ambientais, a exposi¢do intermitente aos raios ultravioleta € o fator de risco mais
importante, especialmente em combinacdo com fatores enddgenos
(predisposicdo genética e peles tipo | e 1) (Armstrong and Kricker 1993).
Melanomas cutaneos parecem se originar a partir de diferentes vias. Melanomas
gue acometem cabeca e pescoc¢o apresentam intima relagdo a exposi¢do solar
cronica, enquanto aqueles que se originam no tronco ocorrem em associacao

com numerosos nevos melanociticos (Whiteman, Watt et al. 2003).

O melanoma afeta, predominantemente, pacientes adultos e idosos, com
pico de incidéncia ao redor da sexta década de vida. Contudo, nos ultimos anos,
essa neoplasia tem sido cada vez mais reconhecida em adultos de meia-idade e
jovens, sendo, ainda, observada em criancas e adolescentes (Spatz, Ruiter et al.
1996; Milton, Shaw et al. 1997; Scalzo, Hida et al. 1997; Berk, LaBuz et al.
2010). O melanoma apresenta aspectos clinicos variaveis, dependendo do tipo,
estagio de evolugcéo do tumor e localizagcdo anatdmica. Melanomas podem se
originar de novo, isto é, sem evidéncia de lesdo precursora, ou podem se
desenvolver em nevo melanocitico preexistente (Okun, Di Mattia et al. 1974;
Kaddu, Smolle et al. 2002), sendo nevo melanocitico congénito e nevo displasico
0s mais comumente associados. O principal sitio de envolvimento, em ambos os

sexos, € a face (Franceschi, Levi et al. 1996; Green, McCredie et al. 1999), com
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altas taxas de incidéncia em dorso e ombros (tronco) nos homens e em

membros inferiores nas mulheres.

1.4. Achados Histoldgicos

O conceito de fase radial (horizontal) e fase vertical de crescimento é
fundamental para compreensdo da classificacdo histologica dos melanomas
cutaneos (Clark, Elder et al. 1989; Barnhill and Mihm 1993). Pela definicdo atual,
fase radial inclui todo melanoma in situ e melanomas com microinvasdo da
derme papilar. Acredita-se que ndo ha potencial metastatico significante no
estdgio microinvasivo e, consequentemente, estad associado a excelente
prognostico. Histologicamente, fase radial microinvasiva € caracterizada pela
presenca de células isoladas ou pequenos agregados de células de melanoma
semelhantes as células do componente in situ, formando ninhos menores do que
0s ninhos de melanomas presentes na epiderme. Figuras de mitose s&o,
invariavelmente, ausentes. Fase vertical de crescimento € definida como a
presenca, na derme, de ninhos, placas ou nodulos de células neoplasicas
maiores do que aqueles presentes na epiderme e/ou presenca de pelo menos
uma figura de mitose no componente intradérmico. As células neoplasicas
infiltrativas sdo diferentes daquelas do componente in situ. Crescimento vertical
implica em alteragdo do comportamento biolégico com capacidade de invaséo
angiolinfatica e disseminacdo metastatica (Clark, Elder et al. 1989; Barnhill and

Mihm 1993).
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De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2006), os
melanomas cutdneos s&o classificados em quatro tipos principais. A
classificacdo baseia-se nos achados histolégicos, localizacdo anatémica e grau
de dano actinico para a distingdo entre os grupos. Trés tipos sdo definidos com
base no padrdo de crescimento intraepidérmico (fase radial): melanoma
extensivo superficial, lentigo maligno melanoma e melanoma lentiginoso acral. O
quarto tipo, melanoma nodular, € uma categoria a parte, pois ndo apresenta fase

radial significativa.

1. Melanoma extensivo superficial: frequentemente observado em
pacientes jovens, ocorrendo em areas de exposi¢cao solar intermitente com
prognostico relativamente favoravel. E caracterizado pela proliferacio
assimétrica de melandcitos geralmente epitelioides, formando ninhos ou
dispostos isoladamente em todas as camadas da epiderme, a semelhanca da
doenca de Paget. Ao contrario do lentigo maligno, hd poucos danos actinicos

visiveis. Desmoplasia e neurotropismo séo incomuns.

2. Lentigo maligno melanoma: comum em regido de cabeca e pescoco,
pacientes idosos, com progndstico relativamente favoravel. E caracterizado pela
proliferacdo de melandcitos atipicos, dispostos ao longo da juncéo
dermoepidérmica. As células neoplasicas apresentam artefatos de retracdo, com
nacleos hipercromaticos e angulados, orientados perpendicularmente a
epiderme. Envolvimento de anexos cutaneos é achado caracteristico. Origina-se
em localizacdo anatdbmica de grande exposi¢cao solar e, por isso, geralmente a
epiderme é atréfica com elastose solar na derme. Quando invasivo (lentigo
maligno melanoma), é caracteristicamente multifocal e as células geralmente séo

fusiformes. Desmoplasia e neurotropismo sao frequentemente encontrados
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neste tipo de melanoma. Excepcionalmente, esse tipo de tumor € amelanatico,

tanto clinicamente, como histologicamente.

3. Melanoma lentiginoso acral: ocorre nas regides palmares e plantares e
nos leitos ungueais. E o tipo mais comum em pacientes negros. Em estagios
iniciais, as alteragbes sao muito sutis, caracterizadas por hiperplasia da
epiderme com escassos melandcitos atipicos localizados na camada basal. As
células apresentam pleomorfismo nuclear, hipercromasia e artefatos de retracao
do citoplasma. Observa-se com frequéncia denso infiltrado inflamatério em

banda, na derme. As células do componente invasivo sdo geralmente fusiformes.

4. Melanoma nodular: tipo de melanoma mais agressivo, apresenta-se
como nodulo de crescimento rapido, geralmente com ulceracdo e sangramento.
Frequentemente observado em regides do corpo com exposicado
intermitentemente a luz solar. Por definicdo, ndo é precedido por fase radial de
crescimento, ou seja, desde o inicio se apresenta em fase vertical. Nesse tipo de
melanoma nao se encontra proliferacdo melanocitica intraepidérmica além de

trés cristas epidérmicas de cada lado do tumor.

1.5. Indicadores prognésticos

Os indicadores progndsticos incluem parametros clinicos, caracteristicas

morfolégicas e medi¢des do tumor.
1.5.1. Paradmetros clinicos

Os parametros clinicos incluem idade, sexo e localizacdo do tumor

primério (Clark, Evans et al. 1991; Zettersten, Shaikh et al. 2003). Pacientes
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idosos tém pior prognostico do que pacientes jovens e homens tém piores
perspectivas de cura do que mulheres (Austin, Cruse et al. 1994; Schuchter,
Schultz et al. 1996; Unger, Flaherty et al. 2001; Zettersten, Shaikh et al. 2003).
Dorso, membros superiores, pescogo e couro cabeludo séo sitios anatdmicos de

alto risco. A regiéo acral esta associada a pior prognostico.
1.5.2. Parametros histoldgicos
- Espessura do tumor (Breslow):

A espessura de Breslow é o indicador prognéstico isolado mais
importante. E medida a partir da camada granular até o ponto mais profundo de
invasdo. Em lesBes ulceradas a neoplasia é medida a partir da base da Ulcera.
De acordo com a American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2009), o limiar
das espessuras para o estadiamento do melanoma é de 1,00, 2,00 e 4,00 mm
(Buzaid, Ross et al. 1997; Balch, Buzaid et al. 2001; Balch, Gershenwald et al.
2009). E considerado melanoma fino aquele no qual a espessura maxima é igual

ou menor que 1,00 mm.
- Nivel de invaséao histolégica (nivel de Clark):
O nivel de invasao do tumor é classificado de acordo com o nivel de Clark:
- Nivel I: melanoma in situ.

- Nivel 1I: invasdo da derme papilar por células neoplasicas isoladas ou

pequenos ninhos.

- Nivel lll: tumor invasivo formando ndédulos expansivos na interface da

derme reticular.

- Nivel IV: invasao da derme reticular.
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- Nivel V: invaséo de tecido celular subcutaneo.

O nivel de Clark fornece informagfes progndsticas independentes para
tumores finos (espessura menor que 1,00 mm), sem valor progndstico naqueles

melanomas espessos (Balch, Soong et al. 2001; Masback, Olsson et al. 2001).
- Ulceracéo:

A ulceracao também é indicador progndstico independente. A presenca de
ulceracéo estd associada ao risco significativamente aumentado de metéstase.
Deve-se excluir, contudo, a ulceracao devido a trauma prévio ou perda artefatual

da epiderme.
- Infiltrado inflamatério:

Infiltracao linfocitaria € um fator prognostico independente. Os melanomas
cutdneos mostram graus variados de infiltrado linfocitario, principalmente na fase
radial de crescimento, situado ao redor de vasos do plexo superficial ou
formando faixa na derme papilar (infiltrado liguenoide). Quando a leséo atinge a
fase vertical de crescimento, a densidade do infiltrado tende a diminuir, podendo
limitar-se a periferia do tumor (peritumoral). Menos frequentemente, os linfocitos
podem penetrar entre as células neoplasicas, caracterizando o infiltrado
intratumoral. A intensidade do infiltrado inflamatério peritumoral varia de discreta
a intensa nos melanomas, sendo que maior densidade das células inflamatorias
esta relacionada com menor indice de recidivas. Infiltrado linfocitario denso
costuma ser caracteristico de melanomas finos, enquanto a auséncia de
resposta linfocitaria € geralmente observada em melanomas espessos. Em
relacdo aos melanomas que apresentam fase vertical de crescimento, quando os

linfocitos penetram o tumor, o prognostico € mais favoravel (Massi, Franchi et al.
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1999). De acordo com Clark, o grau de intensidade do infiltrado inflamatério, nos
melanomas em fase vertical, deve ser mencionado no laudo do exame
anatomopatologico (Clark, Elder et al. 1989). Na graduacéo, o termo ausente €
utilizado nos casos em que ndo ha infiltrado inflamatério ou naqueles em que o
infiltrado & somente peritumoral, ou seja, ndo infiltra o tumor. Classifica-se como
infiltrado inflamatorio presente e ativo, quando as células inflamatérias permeiam
o tumor em toda a sua base e/ou estdo presentes entre as células neoplasicas.
Quando os linfécitos sdo vistos somente em alguns focos da neoplasia,

classifica-se o infiltrado inflamatdrio como presente e inativo.
- Regresséo:

Embora a importéncia dos achados de regressdo como determinante de
comportamento biolégico ainda seja objeto de discussao na literatura, muitos
autores consideram que, em melanomas finos (espessura < 1,00 mm), esse
achado correlaciona-se com pior prognostico (Sagebiel 1985; Slingluff and
Seigler 1992). As caracteristicas histologicas de regressao sao particularmente
observadas na derme e incluem auséncia ou niamero reduzido de melandcitos
neoplasicos, presenca de células apoptéticas e infiltrado inflamatério crénico
(Sagebiel 1985; Blessing and McLaren 1992). Em estagios mais avancados, é
possivel, ainda, identificar melanéfagos, ninhos de células tumorais isoladas e
vasos telangiectasicos. Clinicamente, esses achados se apresentam como areas

acinzentadas, brancacentas ou rosadas.
- Indice mitético:
indice mitético é determinado pelo nimero de figuras de mitose/mm? em

areas do tumor invasivo onde ha maior atividade mitGtica. Alguns autores
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acreditam que tumores que apresentam alto indice mitético estdo associados a
pior prognéstico (Clark, Elder et al. 1989; Karjalainen, Eskelinen et al. 1998;
King, Googe et al. 2000). Outros associam o indice mitético com a espessura do

tumor (Owen, Sanders et al. 2001; Zettersten, Shaikh et al. 2003).
- Satelitose:

Lesdo satélite € definida como presenca de nddulo medindo 0,05 mm ou
mais de diametro, separado da massa tumoral principal. E encontrada em
tumores espessos e associada com aumento do risco de recorréncia local,
metéstases para linfonodos regionais e diminuicdo da sobrevida (Day, Harrist et
al. 1981; Leon, Daly et al. 1991). A presenca de leséo satélite estadia o tumor
como N2c (sem linfonodo sentinela positivo) e N3, quando associado a linfonodo
sentinela positivo, pelo sistema de estadiamento de melanomas da AJCC

(American Joint Committee on Cancer, 2009), (Balch, Gershenwald et al. 2009).
- Invasao angiolinfatica:

A presenca de invasdo angiolinfatica  correlaciona-se  com
desenvolvimento de metastases em transito (Leon, Daly et al. 1991). Em alguns
estudos, invasao angiolinfatica tem se correlacionado com a diminuicdo da
sobrevida (Thorn, Ponten et al. 1994; Straume and Akslen 1996; Kashani-Sabet,

Sagebiel et al. 2001; Zettersten, Sagebiel et al. 2002).
- Infiltrac&o perineural:

Infiltracdo perineural/intraneural € encontrada mais frequentemente em
variantes desmoplasicas, respondendo, em parte, pelo aumento do risco de

recorréncia.
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- Linfonodo sentinela:

A biépsia de linfonodo sentinela soma informacdes de grande valor
progndstico (Morton, Wen et al. 1992; Gershenwald, Thompson et al. 1999;
Cochran, Roberts et al. 2003; Leong 2003). O status do linfonodo sentinela
provavelmente representa o fator mais importante em determinar a probabilidade
de recorréncia do tumor e sobrevida do paciente nos estagios | e Il da doenca
(Gershenwald, Thompson et al. 1999). O valor terapéutico desse procedimento
ainda € incerto, mas pode poupar o paciente de resseccfes desnecessérias de
linfonodos regionais (Leong 2003). Biopsia de linfonodo sentinela é, atualmente,

recomendada para todos os tumores com 1,00 mm ou mais de espessura.

1.6. Aspectos moleculares

E notavel a ampla variacdo clinica e histopatolégica que os melanomas
apresentam. A tentativa de agrupar as lesées melanociticas em subgrupos
biologicamente uniformes, em bases clinicas e morfolégicas, apresentou baixo
impacto sobre o manejo clinico, em especial nos melanomas metastéaticos. Nos
ultimos anos, dados moleculares passaram a fornecer apoio genético na
tentativa de classificar os melanomas em subconjuntos biologicamente distintos
(Whiteman, Pavan et al. 2011). Com a valorizacao da natureza heterogénea das
neoplasias melanociticas ha maior chance no progresso do desenvolvimento de

terapias e prevencdes em relacéo a essa neoplasia.
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1.7. Mutacbes NRAS em melanoma cutaneo

RAS foi o primeiro oncogene relacionado ao melanoma a ser identificado,
sendo o NRAS (neuroblastoma rat sarcoma oncogene) o membro da familia
RAS mais frequentemente alterado (Albino, Le Strange et al. 1984; Albino,
Nanus et al. 1989). Os proto-oncogenes RAS pertencem a superfamilia RAS de
proteinas de ligacdo-GTP, envolvidas na regulacdo de diferentes processos
intercelulares, incluindo proliferacéo e diferenciacao celular, geracdo de oxidase
e controle da formacé&o do citoesqueleto (Bokoch and Der 1993). Essa familia de
proto-oncogenes (HRAS, NRAS e KRAS) codifica proteinas que sao estrutural,
funcional e imunologicamente semelhantes. Uma vez ativado, o gene RAS
estimula diferentes vias efetoras, uma das quais é a via RAF/MEK/ERK (Figura
1). A ativacdo dos genes RAS tem sido detectada em aproximadamente 20%
dos tumores em seres humanos (Bos 1989). Mutacbes em KRAS perfazem
aproximadamente 85% de todas as mutacfes RAS, enquanto mutacdes NRAS
sdo encontradas em, aproximadamente, 15% e HRAS em menos de 1% das

neoplasias, em geral (Downward 2003).
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Fonte: Haluska, Pemberton et al., 2007.
Figura 1 — Esquema das principais vias de sinalizacdo alteradas no melanoma.
As vias estdo concentradas nos compartimentos A, B, e C. (A) RTK/RAS; (B)
BRAF/MEK/ERK; (C) PIBK/PTEN/AKT. As moléculas mutadas ou geneticamente
anormais sdo mostradas em vermelho

Mutagbes envolvendo os genes RAS, principalmente NRAS, foram
previamente descritas em melanomas metastaticos e linhagens celulares
(Albino, Le Strange et al. 1984; Padua, Barrass et al. 1985; Raybaud, Noguchi et
al. 1988). Desde entdo, grande numero de relatos de mutacdes RAS em
melanomas tém sido descritos na literatura. Em geral, os estudos apontam para
0 cAdon 61 do gene NRAS como a mutacdo RAS mais frequente em pacientes

com melanoma primario esporadico, com frequéncia variando entre 4 a 50%. As

mutacdes no cédon 61 do gene NRAS mais comumente observadas sdo Q61R
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(CAA/CGA) e Q61K (CAA/AAA), alteracdes estas que levam a substituicdo de
glutamina por arginina ou lisina, respectivamente (Platz, Egyhazi et al. 2008).
MutacBes nos genes HRAS e KRAS, em melanomas cutaneos, sdo eventos

raros.

A correlacdo do estado mutacional do gene NRAS com as variaveis
clinicas do melanoma cutaneo foi primeiramente analisada por van’t Veer et al.
(1989), que constataram a associacdo da mutacdo com a exposicdo solar
continua (van 't Veer, Burgering et al. 1989). Posteriormente, outros estudos
também detectaram a associacdo entre melanoma maligno NRAS mutado com a
exposicao solar crénica, sendo as extremidades e a regiao de cabeca e pescoco
0s sitios anatbmicos mais comumente envolvidos por melanomas cutaneos com
tal mutagao (Ball, Yohn et al. 1994, van Elsas, Zerp et al. 1995; Edlundh-Rose,
Egyhazi et al. 2006; Poynter, Elder et al. 2006; Deuvitt, Liu et al. 2011; Lee, Choi
et al. 2011). Essa associacao pode ser explicada devido ao fato do cédon 61 do
gene NRAS apresentar hotspot para radiacéo ultravioleta (Lee, Choi et al. 2011).
Por outro lado, néo foi encontrada por outros autores (Carr and Mackie 1994;

Wagner, Ockenfels et al. 1995; Saldanha, Potter et al. 2006).

Estudos apontam que melanomas com mutacdo em NRAS apresentam
uma tendéncia a ocorrer em pacientes com idades mais avancadas do que 0s
melanomas NRAS selvagem ou com mutacées em BRAF (Goel, Lazar et al.
2006; Devitt, Liu et al. 2011; Si, Kong et al. 2012). A presenca de mutacdes
NRAS em nevos melanociticos, principalmente em nevos congénitos, levanta a
hipotese de que essas mutacOes, isoladamente, seriam irrelevantes para a

transformacdo maligna em lesdes melanociticas, sendo necessarias interagdes
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com outros oncogenes (Carr and Mackie 1994; Omholt, Karsberg et al. 2002;

Bauer, Curtin et al. 2007).

Em relacdo aos parametros histopatologicos progndsticos, a maioria dos
estudos encontrou correlagdo entre maior espessura tumoral e mutagcdo em
NRAS (Ball, Yohn et al. 1994; Omholt, Karsberg et al. 2002; Edlundh-Rose,
Egyhazi et al. 2006). Esse achado reflete a maior porcentagem de mutacdes no
gene NRAS em melanomas do tipo nodular (Jafari, Papp et al. 1995; van Elsas,
Zerp et al. 1995; Deuvitt, Liu et al. 2011; Lee, Choi et al. 2011; Jakob, Bassett et
al. 2012). Em estudo recente, houve associagao entre a presenca de mutacao no

gene NRAS e maior frequéncia de ulceracdo (Si, Kong et al. 2012).

N&o houve impacto na sobrevida geral na maioria dos estudos que
associaram esse parametro com o efeito da mutacdo NRAS, a partir do
momento da doenca primaria (van Elsas, Zerp et al. 1995; Omholt, Karsberg et
al. 2002; Akslen, Angelini et al. 2005; Edlundh-Rose, Egyhazi et al. 2006;
Ellerhorst, Greene et al. 2011). Porém, em dois estudos em que a sobrevida
global foi avaliada a partir de biopsia da doenca avancada, mutacdes NRAS
foram associadas com melhor sobrevida, quando comparado com tumores com
mutacdo BRAF ou do tipo selvagem para ambos os genes (Omholt, Platz et al.
2003; Ugurel, Thirumaran et al. 2007). Devitt et al. (2011) publicaram o primeiro
estudo mostrando resultados clinicos com menor taxa de sobrevida melanoma-
especifica em pacientes com NRAS mutado comparado com 0 gene selvagem
(Devitt, Liu et al. 2011). Posteriormente, Si et al., (2012), em estudo avaliando
populacdo asiatica, também identificaram menor sobrevida geral em pacientes

gue apresentavam melanoma NRAS mutado (Si, Kong et al. 2012).
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O oncogene NRAS desempenha um papel central na biologia de
melanomas que contém mutacdes nesse gene. Embora, atualmente, né&o
existam terapias-alvos direcionadas ao gene NRAS, ha uma série de ensaios
clinicos promissores sobre como a via de sinalizacdo NRAS pode ser traduzida
em novas estratégias terapéuticas (Kelleher and McArthur 2012; Fedorenko,

Gibney et al. 2013).

1.8. Mutagdes no gene BRAF em melanoma cutaneo

A possibilidade de avaliar o genoma humano criou oportunidades para a
identificacdo de provaveis genes mutados em canceres humanos. Sabendo-se
da importancia da transducdo de sinal na regulacdo do crescimento celular,
genes relacionados a essas vias passaram a ser objetos de pesquisa. Seguindo
esta légica, h4 pouco mais de uma década, Davies et al. (2002) descobriram

mutacdes ativadoras no gene BRAF (Davies, Bignell et al. 2002).

Membro da familia RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma), o gene BRAF
(V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) codifica uma proteina serina-
treonina-quinase que atua na via MAPK com transduc&o de sinais reguladores
de RAS para MEK1/2 e, posteriormente, para ERK. Quando ativada, ERK
fosforila diferentes alvos citoplasmaticos e nucleares, essenciais para a
regulacédo do ciclo celular. Essa cascata controla a proliferagédo, diferenciacéo
celular e a apoptose (Figura 1). Em mamiferos, sdo conhecidas trés proteinas
RAF: ARAF, BRAF e CRAF (também referida como RAF-1). A proteina BRAF é

encontrada principalmente em tecido neural e testicular (Barnier, Papin et al.
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1995). As proteinas RAF diferem na forma em que séo ativadas, sendo BRAF a
gue possui maior atividade basal. Mutacbes no gene BRAF aumentam
significativamente a atividade quinase, induzindo a proliferacao celular continua,
favorecendo o crescimento neoplasico (Omholt, Platz et al. 2003). Em
melanoma, mutacdes no gene BRAF sdo as mais frequentemente encontradas
(60-80%), sendo que mais de 90% destas envolvem o éxon 15 e sé&o
identificadas como transversées T1796A, que modificam o codon selvagem GTG
(valina) para GAG (acido glutamico) na posicdo 599 (V599E). Posteriormente,
essa mutacado foi alterada para V600E, devido a discrepancia de um coédon no
éxon 1 da sequéncia do gene BRAF (Davies, Bignell et al. 2002). Essa
transversdo ndo € o tipo de mutacdo comumente relacionada a exposicao
cronica a radiacdo ultravioleta, ndo sendo, portanto, considerada como
assinatura ultravioleta (Davies, Bignell et al. 2002; Pollock, Harper et al. 2003).
Mutacdes V600K e V600R também sdo descritas em melanomas em 6 e 1%,

respectivamente (Ascierto, Kirkwood et al. 2012).

Mutacbes no gene BRAF sao encontradas, em frequéncia baixa a
moderada, em uma variedade de tumores em humanos, incluindo carcinoma
colorretal (12%), tumores borderlines de ovario (14%) e, com maior frequéncia,
em melanomas (66%) (Davies, Bignell et al. 2002). Por outro lado, essas
mutacdes também s&o observadas em um numero significante de nevos
melanociticos, sugerindo que, apesar de mutagcdo em BRAF e ativacdo da via
MAPK serem passos cruciais na iniciagdo da neoplasia melanocitica, eventos
moleculares adicionais seriam necessarios para a transformagéo maligna (Dong,
Phelps et al. 2003; Pollock, Harper et al. 2003; Lang and MacKie 2005;

Saldanha, Potter et al. 2006).
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Estudos correlacionando o estado mutacional do gene BRAF com
caracteristicas clinicas identificaram que melanomas com mutacdo em BRAF
sdo mais frequentes em sitios de exposicdo solar intermitente (tronco e
extremidades inferiores), ou seja, sem dano solar importante (Lang and MacKie
2005; Poynter, Elder et al. 2006; Liu, Kelly et al. 2007; Platz, Egyhazi et al. 2008;
Bauer, Buttner et al. 2011; Ellerhorst, Greene et al. 2011; Si, Kong et al. 2012).
Contudo, esse achado n&o necessariamente indica que mutagdes no gene
BRAF ndo estejam relacionadas a exposi¢cdo solar cronica, jA que podem ser
detectadas em melanomas associados a dano actinico (18,2%) e que mutacdes
BRAF, em lesGes melanociticas, poderiam surgir a partir de danos no DNA
induzidos por radiacdo ultravioleta (Thomas, Berwick et al. 2006). Em relacdo ao
sitio de origem, mutacbes em BRAF sdo menos frequentes em melanomas
acrais e de mucosa (Curtin, Fridlyand et al. 2005; Platz, Egyhazi et al. 2008).
Caracteristicas clinicas como idade e sexo ndo apresentam correlacdo
significante com a presenca de mutacdo em BRAF (Ombholt, Platz et al. 2003;

Saldanha, Potter et al. 2006; Si, Kong et al. 2012).

A associacao entre mutacdo no gene BRAF e progndstico ainda é pouco
estabelecida. A maioria dos estudos ndo aponta papel relevante da mutagéo
BRAF em relacdo a sobrevida (Maldonado, Fridlyand et al. 2003; Deichmann,
Thome et al. 2004; Shinozaki, Fujimoto et al. 2004; Akslen, Angelini et al. 2005;
Edlundh-Rose, Egyhazi et al. 2006; Ellerhorst, Greene et al. 2011). Por outro
lado, uma meta-analise recente mostrou aumento do risco de mortalidade em
melanomas com mutacdo BRAF. Em estudo prospectivo demonstrou-se
tendéncia para a diminuigdo da sobrevida em melanomas com a mutacdo BRAF

e outro estudo, baseado em uma populacdo chinesa, correlacionou a presenca
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de mutacdo BRAF em melanoma com pior sobrevida geral (Devitt, Liu et al.

2011; Safaee Ardekani, Jafarnejad et al. 2012; Si, Kong et al. 2012).

Estudos recentes tém correlacionado aspectos morfoldégicos do melanoma
com o seu estado mutacional. De acordo com esses autores, melanomas com
mutacdo no gene BRAF apresentam as seguintes caracteristicas histoldgicas:
disseminacé@o pagetoide de melandcitos, formacéo de ninhos intraepidérmicos,
nitida delimitacdo da neoplasia e espessamento da epiderme (Viros, Fridlyand et
al. 2008; Broekaert, Roy et al. 2010). Em resumo, mutacdes em BRAF sdo mais
comumente encontradas em melanoma do tipo extensivo superficial (51%),
seguido do tipo nodular (43%), melanoma acral (15%) e lentigo maligno
melanoma (14%), em que o padrdo de crescimento é predominantemente
lentiginoso, com pouca delimitagdo lateral da neoplasia e auséncia de
disseminagdo pagetoide (Curtin, Fridlyand et al. 2005; Liu, Kelly et al. 2007,

Platz, Egyhazi et al. 2008).

Ha relatos de associacdo significativa entre melanoma BRAF mutado e
nevo melanocitico, apesar de este ndo estar presente em todos melanomas

mutados (Edlundh-Rose, Egyhazi et al. 2006; Poynter, Elder et al. 2006).

Em relacdo aos parametros histopatoldgicos prognosticos, nao houve, na
maioria dos estudos, correlacdo entre espessura tumoral (Breslow) e atividade
mitética com o estado mutacional do gene BRAF (Omholt, Platz et al. 2003;
Deichmann, Thome et al. 2004; Shinozaki, Fujimoto et al. 2004; Akslen, Angelini
et al. 2005). Por outro lado, poucos estudos demonstraram associacdo entre
melanoma com mutacdo em BRAF, menor espessura tumoral (< 2,0 mm) e baixa
atividade mitotica (Goel, Lazar et al. 2006; Liu, Kelly et al. 2007; Devitt, Liu et al.

2011). Correlacdo entre ulceragcdo e BRAF mutado também foi sugerida por
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alguns autores (Edlundh-Rose, Egyhazi et al. 2006; Ellerhorst, Greene et al.
2011; Si, Kong et al. 2012). Edlundh-Rose et al. (2006) associaram infiltrado
linfocitario tumoral moderado a intenso com mutacédo no gene BRAF, sendo que

87% destas mutacdes foram BRAF*%F (Edlundh-Rose, Egyhazi et al. 2006).

1.9. Mutagdes do gene KIT em melanoma cutéaneo

Quinases sdo membros de uma grande familia de proteinas que
desempenham importante papel no processo de sinalizacdo e controle do
crescimento celular (Hanks, Quinn et al. 1988). A proteina KIT (CD117) é uma
tirosina quinase transmembrana que atua como receptor para o fator de
crescimento de mastécitos, chamado também de fator célula tronco. Ela
pertence a familia de receptor de quinases tipo lll, sendo encontrada em varios
tipos de células normais, incluindo células hematopoiéticas, células germinativas,
células intersticiais de Cajal, epitélio ductal da mama, mastécitos e melandcitos

(Matsuda, Takahashi et al. 1993; Lammie, Drobnjak et al. 1994).

Varios tipos de neoplasias malignas, em humanos, contém mutagfes
especificas em genes que codificam proteinas quinases e essas mutacoes,
provavelmente, sdo responsaveis por eventos oncogénicos primarios (Corless,
Fletcher et al. 2004; Dibb, Dilworth et al. 2004). Mutac¢des nesses genes resultam
na producdo de uma proteina quinase ativada que ndo é sensivel aos sinais
inibitérios habituais. A sinalizacdo constante por essas proteinas estimula a
proliferacdo celular, ativa cascata antiapoptotica e a oncogénese (Houben,
Becker et al. 2004; Sordella, Bell et al. 2004; Wan, Garnett et al. 2004). A
proteina KIT €& comumente ativada por mutacbes em tumores estromais

gastrintestinais (GIST), com a maioria das muta¢gbes ocorrendo no éxon 11 do
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gene KIT. A expressdo de KIT em neoplasias malignas tem sido de grande
interesse por ser um dos alvos de drogas inibidoras de tirosina quinase, como,

por exemplo, o imatinibe (STI571, Glivec).

O gene KIT foi descrito pela primeira vez em 1987 por Yarden et al. (1987)
(Yarden, Kuang et al. 1987). Estruturalmente, esse gene apresenta cinco
dominios: um dominio extracelular de ligacdo, contendo cinco estruturas
imunoglobulina-similes repetidas, codificado pelos éxons 1 a 9, o dominio
transmembrana hidrofébico, codificado pelo éxon 10, e um segmento intracelular
gue consiste em um dominio justamembrana, codificado pelo éxon 11 e dois
dominios intracelulares de tirosino-quinase, separados por uma regido de
insercdo da quinase, codificadas pelos éxons 12 a 21 (Figura 2) (Woodman and

Davies 2010; Postow and Carvajal 2012).
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Fonte: Garrido and Bastian 2010.

Figura 2 — Representacao esquematica do receptor KIT e as frequéncias das
mutacdes descritas em melanoma

Cada dominio apresenta uma funcgéo distinta. O dominio justamembrana é
responsavel pela autoinibicdo do receptor KIT, quando ndo acoplado ao seu
ligante. A ativacdo ocorre quando ha ligacdo do ligante do KIT ao dominio
extracelular do receptor KIT, resultando em dimerizacdo. A dimerizag&o resulta
na autofosforilagdo do dominio intracelular de tirosino-quinase (Woodman and

Davies 2010; Postow and Carvajal 2012). Com o receptor KIT ativado, iniciam-se
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as sinalizacbes por varias vias, incluindo as vias RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT e
JAK/STAT (Figura 1).

Em melanomas, as mutacbes em KIT sdo mais frequentemente
encontradas em mucosa, pele glabra, aparato ungueal e pele associada a dano
solar crénico (Curtin, Busam et al. 2006; Beadling, Jacobson-Dunlop et al. 2008;
Torres-Cabala, Wang et al. 2009). A prevaléncia da mutacdo no gene KIT, em
melanomas, varia de acordo com o dominio. Dentre as muta¢des que envolvem
o gene KIT, as mutacdes no éxon 11 ocorrem em maior numero (46%), sendo a
mutacao L576P a mais frequentemente descrita. Contudo, é importante salientar
mutacdo em KIT é rara dentre os melanomas, presente em menos de 2% dos
casos (Went, Dirnhofer et al. 2004; Willmore-Payne, Holden et al. 2005). O éxon
13 estd mutado em, aproximadamente, 19% dos melanomas com mutagdo em
KIT. Os éxons 17 e 18 estdo mutados em 10 e 19%, respectivamente. Por fim, o
éxon 9 é mutado em 6% dos casos (Figura 2) (Carvajal, Antonescu et al. 2011,
Bello, Ariyan et al. 2013).

O primeiro caso de melanoma com mutacdo em KIT foi descrito por Went
et al., (2004), relatando a mutacdo L576P (éxon 11) em um de dois melanomas
sequenciados (Went, Dirnhofer et al. 2004). Em dois estudos relacionados, um
total de 3/153 melanomas (primarios e metastaticos) apresentaram mutacdo em
KIT, todas no éxon 11, mais especificamente a mutacdo L576P (Willmore-Payne,
Holden et al. 2005; Willmore-Payne, Holden et al. 2006). Nenhum dos casos
apresentou mutagcédo no gene BRAF, sugerindo que o KIT pode funcionar como
um raro e independente oncogene em melanomas.

Curtin et al. (2006), em estudo analisando 102 casos de melanoma,

encontraram predominio de mutagbes KIT em melanomas de mucosa (39%),
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melanomas acrais (36%) e melanomas cutaneos associado a exposi¢cao solar
cronica (28%). Observou-se, ainda, maior frequéncia de padrédo lentiginoso entre
as neoplasias mutadas. Mutacdes no éxon 11 (dominio justamembrana) foram
as mais frequentemente observadas (Curtin, Busam et al. 2006). Beadling et al.,
(2008) detectaram mutacdes KIT em 23% dos melanomas acrais, 15,6% dos
melanomas de mucosa, 7,7% dos melanomas conjuntivais, 1,7% dos
melanomas cutaneos e em 0% dos melanomas de coroide (Beadling, Jacobson-
Dunlop et al. 2008). Handolias et al. (2010) detectaram mutacdo KIT em 2%
(5/261) dos casos estudados e também relataram predominio dessa mutacdo em
melanomas acrais, de mucosa e relacionados ao dano solar cronico. Terada
(2010) encontrou mutacdo KIT em um de 12 casos (8%) de melanoma em uma

populacao japonesa, sendo este um melanoma acral (Terada 2010).

Kong et al. (2011), em uma coorte de populagcédo chinesa, avaliaram 502
amostras de melanoma, encontrando frequéncia de 10,8% (54) de mutacdo no
gene KIT. Melanomas relacionados ao dano solar crénico foram os que
apresentaram maior frequéncia de mutacdes (20,7%). Em melanomas acrais e
melanomas de mucosa, as frequéncias foram 11,9% (23/193) e 9,6% (16/167),
respectivamente. Esses autores ndo encontraram relacao entre mutacdes KIT e
idade, sexo, espessura e ulceracdo, em melanomas cutaneos. Contudo, a
sobrevida global dos pacientes com melanomas com mutacdo KIT foi
significativamente menor do que a de pacientes sem alteracdes genéticas neste

gene (Kong, Si et al. 2011).

Na maioria dos estudos avaliando o gene KIT, em melanomas, ndo houve
correlacdo entre a presenca da mutacdo e a positividade para a proteina KIT

(CD117), pelo estudo imuno-histoquimico (Went, Dirnhofer et al. 2004; Willmore-
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Payne, Holden et al. 2005; Beadling, Jacobson-Dunlop et al. 2008; Torres-

Cabala, Wang et al. 2009).

Tumores estromais gastrintestinais (GIST) que possuem muta¢ao no éxon
11 do gene KIT séo sensiveis ao tratamento com mesilato de imatinibe. Dessa
forma, o KIT tornou-se um oncogene importante em melanoma, principalmente
devido a possibilidade de beneficio com terapia-alvo em casos que apresentam

mutacao no éxon 11 (Curtin, Busam et al. 2006).

Embora rara, a incidéncia do melanoma cutdneo em pacientes jovens tem
aumentado. A literatura carece de informacfes sobre melanomas que ocorrem
nessa faixa etaria (18-30 anos), incluindo os aspectos etioldgico, molecular,
comportamento bioldgico e apresentacéo clinica. Alguns raros estudos sugerem
gue pacientes jovens podem apresentar pior evolucao clinica, com recorréncias
precoces em comparacdo aos idosos. Esse eventual comportamento clinico
mais agressivo levanta a hipétese de que o melanoma pode ndo ser uma

entidade biologicamente homogénea.

A recente identificacdo de alteracBes genéticas relacionadas ao
desenvolvimento e progressdo do melanoma, dentre elas as mutacdes nos
genes BRAF, NRAS e KIT, apoiam o conceito de tipos biologiamente distintos
dessa neoplasia. A escassez de estudos moleculares e sua correlacdo clinica
em melanomas cutadneos na populacdo jovem é o principal fator de motivacao

deste estudo.
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2.1. Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas clinicas, morfolégicas e moleculares, em
relagdo aos genes BRAF, NRAS e KIT, em espécimes cirurgicos de
melanomas cutaneos primarios em pacientes adultos jovens, com idade

entre 18 e 30 anos.

2.2. Objetivos especificos

1. Estabelecer a frequéncia de mutacées dos genes BRAF, NRAS e
KIT em melanomas cutaneos em populacao de adultos jovens;

2. Correlacionar a presenca dessas mutacdes com fatores clinicos
(localizacdo anatémica, sexo e sobrevida);

3. Correlacionar a presenca dessas mutacbes com achados
anatomopatoldgicos e fatores progndésticos histolégicos (tipo histoldgico,
nivel de Clark, indice de Breslow, presenca de mitose no componente
intradérmico, ulceracdo, regressdo, satelitose, invasdo angiolinfatica,
invasado perineural, elastose solar, infiltrado inflamatorio peri e intratumoral e

nevo melanocitico associado).
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3.1. Aprovacao institucional da pesquisa

O presente estudo foi aprovado pelo Comité Cientifico do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
S&o0 Paulo (Sdo Paulo-SP) e pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) de Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (Sao

Paulo-SP), sob o Protocolo de Pesquisa numero 149/12 (vide Anexo).

3.2. Selecdo da amostra

3.2.1. Critérios de inclusao

A amostra estudada foi composta por 132 espécimes cirdrgicos de
lesdes primarias de pacientes de ambos 0s sexos, na faixa etaria entre 18 e
30 anos, diagnosticados com melanoma cutaneo entre o periodo 1995 a
2012 (17 anos), provenientes de dois laboratérios de patologia distintos:
Laboratério Bacchi/Consultoria em Patologia (68 casos), de Botucatu-SP, e

Instituto de Patologia (64 casos), de Passo Fundo-RS.

3.2.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os casos que apresentavam apenas
lesbes metastaticas, pacientes com idade inferior a 18 anos ou superior a 30
anos na época do diagnostico e casos com anatomopatolégico incompativel
ou duvidoso para o diagnostico de melanoma, apds a revisdo

histopatologica.
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3.3. Coleta das variaveis clinicas e anatomopatoldgicas

Neste trabalho, foram avaliadas as seguintes variaveis clinicas e

anatomopatoldgicas.
3.3.1. Variaveis clinicas

Por meio da revisdo dos pedidos clinicos ou contato por telefone/e-
mail foram tabulados os seguintes dados clinicos:

- Idade;

- Sexo;

- Localizacdo anatébmica da lesao;

- Evolucéo clinica;

- Data do ultimo contato ou data do oObito.

Em relacéo a localizacdo anatébmica, os casos foram classificados em:
cabeca/pescoco, tronco, membros superiores e membros inferiores.

Em relacéo a evolucéo clinica, os casos foram divididos em:

- Evolucao favoravel: paciente vivo, sem evidéncia de melanoma ou
Obito por outras causas;

- Evolucdo desfavoravel: paciente vivo com evidéncia de melanoma
(recidiva local, regional ou metastases a distancia) ou 6bito pela doenca.

O periodo de seguimento dos pacientes variou de trés a 222 meses.
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3.3.2. Variaveis anatomopatoldgicas

As laminas dos casos selecionados foram revisadas por pelo menos
um patologista (Dra. Bruna Estrozi, Dr. Carlos E. Bacchi e Dr. Rubens
Rodriguez) para a confirmacédo diagnostica de melanoma, baseado nos
critérios descritos pela Organizacdo Mundial de Saude (LeBoit 2006). Para
0S casos com interpretacdes discordantes, em relacdo ao relatorio original,
um consenso foi determinado pela analise simultdnea sob um microscopio
de duas cabecas (Dra. Bruna Estrozi e Dr. Carlos E. Bacchi). Novos cortes
histol6gicos foram obtidos a partir de blocos de parafina e corados com

hematoxilina e eosina (H&E), quando necessario.
Foram revistas as seguintes caracteristicas histologicas:

- Tipo histolégico (extensivo superficial, nodular, lentiginoso acral,
lentigo maligno e inclassificavel);

- Nivel de Clark (1 a V);

- indice de Breslow (espessura méaxima da lesdo em mm);

- Fase de crescimento tumoral (radial ou vertical);

- Figuras de mitose no componente intradérmico (presente ou
ausente);

- Regresséao;

- Satelitose;

- Invasao angiolinfatica;

- Infiltracao perineural;
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-Infiltrado inflamatdrio peritumoral (ausente, discreto, moderado e

intenso);

-Infiltrado inflamatdrio intratumoral (ausente, presente e inativo,

presente e ativo);

- Elastose solar;

- Nevo melanocitico associado.

3.4. Andalise molecular

3.4.1. Isolamento do DNA e viabilidade do material genético

O DNA foi extraido a partir de amostras fixadas em formalina e
incluidas em parafina. A partir dos blocos de parafina, cortes foram corados
por hematoxilina-eosina (HE). As laminas coradas foram analisadas por um
patologista e uma regido representativa do tumor (> 40% de células
tumorais) foi demarcada com caneta de retroprojecdo. A lamina com a area
marcada foi utilizada para delimitar a area tumoral no bloco de parafina, o
qual foi macrodissecado manualmente e submetido a extracdo de DNA. O
material foi submetido & digestdo enziméatica com Proteinase K® em solucéo
tamponada a 10% a 54°C em incubacédo overnight. Apos a inativacdo da
enzima (94°C durante 12 minutos), as amostras de DNA foram quantificadas
em 260/280 nm e diluidas para uma concentracdo padronizada de 50ng/uL.

Para a avaliacdo da qualidade e integridade do material extraido foi

realizada a amplificacdo por PCR de sequéncias-referéncias definidas pelo
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protocolo BIOMED-2 (van Dongen, Langerak et al. 2003), contendo
oligonucleotideos (iniciadores) para os genes TBXAS1 (gene da tromboxano
sintetase humana), RAG1 (gene de ativacdo de recombinacdo humana),
PLZF (gene do "dedo de zinco" da leucemia promielocitica) e dois éxons do
gene AF4, que amplificam 100, 200, 300, 400 e 600 pb respectivamente.
Aqueles casos que apresentaram DNA adequadamente preservado
prosseguiram com os estudos moleculares.

3.4.2. Detecgdo de mutagdo BRAF V%

O DNA obtido foi amplificado com iniciadores especificos para a
mutacdo-alvo VB600E do gene BRAF (BRAFY®F) utilizando ensaios
TagMan® (Applied Biosystem, Foster City, EUA) para andlise por
discriminacéao alélica no equipamento de PCR em tempo real (7500 fast PCR
System, Applied Biosystems). TagMan® é um sistema composto por sondas
(fragmento de DNA marcado que hibridiza com outra molécula de DNA) e
iniciadores utilizados para detectar sequéncias especificas nos fragmentos
de DNA. Essa sonda apresenta em uma extremidade um fluoréforo e, em
outra, um quencher (molécula que absorve a energia do fluoréforo). Os
produtos da reagdo sdo detectados pela fluorescéncia gerada apos a
atividade exonuclease da enzima Taq polimerase. Durante a amplificacao, a
sonda TagMan® hibridiza com a sequéncia da fita simples de DNA
complementar e durante a extensdo a sonda é degradada separando o
quencher. A separacao do fluoréforo do quencher resulta em um aumento da

intensidade da fluorescéncia. Durante o processo de amplificacdo a emisséo
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de luz aumenta de forma exponencial. Esse aumento da fluorescéncia
ocorre apenas quando a sonda hibridiza e quando a amplificacdo da
sequéncia-alvo é estabelecida.

As amostras de DNA foram amplificadas em rea¢cdes com volume final
igual a 15pL, utilizando TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) e Custom TagMan® SNP Genotyping Assay (Applied
Biosystems), que inclui sondas e iniciadores marcados com as
fluorescéncias VIC e FAM, utilizadas para a deteccdo do alelo selvagem e
alelo mutante, respectivamente (Tabela 1). A amplificacdo foi realizada por
40 ciclos, sendo 93°C por 15 segundos para a desnaturacdo, seguido de
60°C por um minuto para o anelamento dos pares de bases em suas

sequéncias complementares e extensao.




Tabela 1 — Descricdo das sequéncias dos iniciadores e das sondas utilizadas na detec¢do da mutagédo V60OE no gene BRAF

Sondas e iniciadores

Sequéncia

Amplificagao

Sondas
BRAF_Wild-type
BRAF_V600E_mutation
Iniciadores
BRAF_éxonl5 Foward

BRAF_éxonl5 Reverse

VIC-5-CTAGCTACAGTGAAATC-3-NQF

FAM-5-TAGCTACAGAGAAATC-3-NQF

5’-CATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGAT-3’

5-TGGGACCCACTCCATCGA-3’

71pb

71pb

OPOI9 @ [eualeN

LE
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3.4.3. Deteccédo das mutacdes no gene NRAS

Para a pesquisa de mutacées no gene NRAS foram utilizados os
ensaios de mutacdo-alvo TagMan® Mutation Detection Assay. A reacdo é
baseada em PCR competitiva alelo-especifica (competitive allele-specific
TagMan® PCR — cast PCR™). A reacdo é altamente especifica, pois a
deteccdo do alelo mutante é baseada em uma sequéncia de primer alelo
especifica, enquanto o alelo selvagem € suprimido por um oligonucleotideo
bloqueador. Foram avaliadas as seguintes muta¢gdes do gene NRAS, Q61K,
Q61L e Q61R, utilizando os ensaios identificados como NRAS 580 mu,
NRAS 583 mu e NRAS 584 mu, respectivamente, comercializados pela
empresa Applied Biosystems (Applied Biosystem, Foster City, EUA). As
amostras de DNA foram amplificadas em reacdes com volume final igual a
15pL, utilizando TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e
TagMan® Mutation Detection Assay (Applied Biosystems) em termociclador
7500 fast PCR System, Applied Biosystems. A amplificacéo foi realizada por
40 ciclos, sendo 93 °C por 15 segundos para a desnaturacédo, seguido de 60
°C por um minuto para o0 anelamento dos pares de bases em suas

sequéncias complementares e extensao.

3.4.4. Detecc¢édo de mutacdes KIT

As amostras foram submetidas a PCR para a amplificacdo dos éxons 9, 11,
13 e 17 do gene KIT. As amostras de DNA foram amplificadas em reacdes
com volume final igual a 25uL. A DNA polimerase utilizada foi U Platinum
Tag polimerase e a reacao foi realizada em termociclador MJ Research

PTC-200 (Global Medical Instrumentation, Ramsey, EUA), com
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desnaturacao inicial a 94 °C por trés minutos, seguida por 44 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, anelamento dos oligonucleotideos a
54 °C por 20 segundos e extensao a 72 °C por 30 segundos. A amplificacéo
dos éxons foi realizada utilizando as sequéncias de oligonucleotideos

descritas por Corless et al. (2002) (Tabela 2).

Tabela 2 — Descricdo das sequéncias dos iniciadores utilizados na
amplificacdo dos éxons 9, 11, 13 e 17 do gene KIT

Exons do gene KIT Sequéncia Amplificacéo

KIT_éxon 9_Foward 5'-ATGCTCTGCTTCTGTACTGCC-3' 238pb
KIT_éxon 9_Reverse 5-CAGAGCCTAAACATCCCCTTA-3

KIT_éxon 11_Foward 5-CCAGAGTGCTCTAATGACTG-3’ 236pb
KIT_éxon 11_Reverse 5-ACCCAAAAAGGTGACATGGA-3’

KIT_éxon 13_Foward 5-CATCAGTTTGCCAGTTGTGC-3’ 174pb
KIT_éxon 13_Reverse 5-ACACGGCTTTACCTCCAATG-3

KIT éxon 17 _Foward 5-TGTATTCACAGAGACTTGGC-3’ 218pb
KIT éxon 17_Reverse 5-GGATTTACATTATGAAAGTCACAGG-3’

pY

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 7%. Com base no sucesso da amplificacdo das amostras-
controles e tamanho dos produtos, os casos em estudo foram submetidos ao
sequenciamento direto. Os produtos foram sequenciados em ambas as
direcdes utilizando-se BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster
City, EUA). O sequenciamento foi realizado no equipamento ABI PRISM®
3130 (Applied Biosystem, Foster City, EUA) e a analise das sequéncias
obtidas foi efetuada por inspecéo visual e com o software Mutation Surveyor

v.2.2 (SoftGenetics, State College, EUA).
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3.5. Andlise estatistica

Foi realizada a analise descritiva de todas as variaveis pesquisadas.
Para as variaveis discretas foi levantada a distribuicdo de frequéncias e para

as quantitativas (idade e medida de Breslow), as médias e desvios.

Na avaliacdo de nivel de espessura (medida de Breslow),
empregamos a técnica de analise de variancia — ANOVA —, com emprego da
estatistica F-Fischer. A mesma técnica foi empregada na comparacédo das

meédias das idades por sexo.

Para avaliacdo do efeito do sexo em relacdo a localizacdo do
melanoma e a mutagdo do gene BRAF foram elaboradas tabelas de
contingéncia (dupla entrada) e a associacdo foi avaliada por meio da

estatistica Qui-quadrado de Pearson.

A avaliacdo da sobrevida para subgrupos definidos foi feita por meio
da criacdo de tdbuas de vida e determinacdo das curvas de sobrevida. O
teste comparativo das curvas foi elaborado através da metodologia de

Kaplan & Meier, usando a estatistica de Breslow.

O nivel de significancia adotado em todos os testes foi de 5%, sendo
qgue, para todas as estatisticas observadas, o valor do nivel descritivo-p foi

calculado e apresentado no texto.
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4.1. Descricdo geral dos resultados das variaveis clinicas,

anatomopatoldgicas e moleculares

A amostra deste estudo foi constituida por 132 pacientes com
melanoma cutaneo primario na faixa etaria entre 18 e 30 anos (média de
25,9 anos). Em 15 (11,3%) pacientes, houve relato de alteracédo de cor e/ou
simetria da lesdo. Em um caso, houve alteracdo no crescimento em nevo
pré-existente durante o periodo gestacional. Em 20 casos com historico
familiar, quatro pacientes relataram melanoma em parentes (dois em avos e
dois em tios). Houve um caso de melanoma que se originou em nevo

melanocitico gigante.

4.1.1. Distribuicdo quanto ao sexo e idade

A amostra dividiu-se em 81 (61,4%) pacientes do sexo feminino e 51
(38,6%) do sexo masculino, numa proporcdo de 1,5 mulheres para cada
homem. A idade média dos pacientes do sexo feminino foi de 26,36

(mediana 28) e de 25,31 (mediana 26) no sexo masculino (Tabela 3).
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Tabela 3 — Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo ao

sexo
Sexo N % Idade média (mediana)
Feminino 81 61,4 26,36 (28)
Masculino 51 38,6 25,31 (26)
Total 132 100,0 25,9 (27)

4.1.2. Distribuicdo quanto a localizacdo anatdmica da lesao
priméria
Informacé&o sobre o sitio primario foi obtida em 120 dos 132 casos. O
tronco foi a localizagdo mais comum, ocorrendo em 53 casos (44,3%),
seguido de membros inferiores (34 casos; 28,3%). No sexo masculino, a
neoplasia foi encontrada mais frequentemente no tronco (45,8%), seguido de
cabeca/pescoco (27,1%), enquanto que no sexo feminino, tronco (43,1%) e
membros inferiores (36,1%), nesta ordem, foram os sitios anatdmicos mais
comuns. A distribuicdo da localizacdo anatdmica, geral, ou seja, em ambos

0S sexos, dos 120 casos esta representada na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicdo de 120 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relagdo a
localizag&o anatdmica em ambos os sexos

Localizacéo N %
Tronco 53 44,2
Membros inferiores 34 28,3
Membros superiores 17 14,2
Cabecal/pescogo 16 13,3

Total 120 100,0
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4.2. Descricéo das variaveis histopatoldgicas

4.2.1. Tipos histologicos

Melanoma extensivo superficial foi o tipo histolégico mais comum,
encontrado em 105 casos (79,5%), incluindo 11 casos de melanoma in situ.
Melanoma nodular foi observado em 23 casos (17,5%), melanoma
lentiginoso acral em dois casos (1,5%) e dois casos (1,5%) foram

inclassificaveis (Tabela 5). Ndo houve caso de lentigo maligno melanoma.

Tabela 5 — Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relagdo ao
tipo histolégico

Tipo Histolégico N %
Extensivo superficial 105 79,5
Nodular 23 17,5
Lentiginoso acral 2 1,5
N&o classificavel 2 15
Total 132 100,0

4.2.2. Distribui¢cdo quanto aos niveis de Clark

A maioria dos casos apresentou nivel Il de Clark (48,5%), seguido do
nivel Il (31,1%). A distribuicdo quanto aos niveis de Clark se encontra na

Tabela 6.
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Tabela 6 — Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relagdo aos
niveis de Clark

Nivel de Clark N %
I 11 8,3

Il 64 48,5

Il 41 31,1

\Y 13 9,8

\Y 3 2,3

Total 132 100,0

4.2.3. Distribuicdo quanto a espessura tumoral (Breslow)

A espessura nos melanomas invasivos variou de 0,2 a 11,5 mm
(média de 1,65 +1,31 mm). A média da espessura de Breslow foi maior no
sexo masculino (2,06 mm) em relacdo ao sexo feminino (1,17 mm). A
distribuicdo dos casos, em relacdo a medida de Breslow, preconizada pela
AJCC (American Joint Committee on Cancer, 2009), estd demonstrada na

Tabela 7.

Tabela 7 — Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a
espessura de Breslow

Espessura de Breslow N %
In situ 11 8,3
0,1-1,0 mm 68 51,5
1,01-2,0 mm 23 17,4
2,01 a4,0 mm 22 16,7
>4,0mm 8 6,1

Total 132 100,0
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4.2.4. Distribuicdo quanto a fase de crescimento

A maioria dos pacientes apresentou-se em fase de crescimento
vertical. A Tabela 8 apresenta a distribuicdo em relacdo a fase de

crescimento tumoral.

Tabela 8 — Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacao a fase
de crescimento

Fase de crescimento N %
Vertical 78 59,1
Radial 54 40,9
Total 132 100,0

4.2.5. Distribuicdo quanto a presenca de ulceracéao

A maioria dos casos nao apresentou sinais de ulceragdo. A
distribuicdo dos casos, em relacdo a presenca ou nao de ulceracdo, pode

ser observada na Tabela 9.

Tabela 9 - Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a
presenca de ulceracao

Ulceracao N %
N&o 104 78,8
Sim 28 21,2

Total 132 100,0
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4.2.6. Distribuicdo quanto a presenca de figura de mitose no
componente intradérmico nos casos de melanoma

cutaneo invasivo

A presenca de pelo menos uma figura de mitose no componente

intradérmico foi encontrada em 56,2% dos casos (Tabela 10).

Tabela 10 — Distribuicdo de 121 casos de melanoma cutaneo invasivo,
em pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relagédo a
presenca de figuras de mitose no componente
intradérmico

Figura de mitose no

componente N %
intradérmico
Presente 68 56,2
Ausente 53 43,8
Total 121 100,0

4.2.7. Distribuicdo quanto a presenca de invasdo angiolinfatica

A distribuicdo dos casos em relagdo a presenca de invasao

angiolinfatica apresenta-se na Tabela 11.

Tabela 11 - Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relagdo a
presenca de invasdo angiolinfatica

Invasdo angiolinfatica N %
Ausente 129 97,7
Presente 3 2,3

Total 132 100,0
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4.2.8. Distribuicdo quanto a presenca de infiltrac&do perineural

A distribuicdo dos casos em relacdo a presenca de infiltracdo

perineural apresenta-se na Tabela 12

Tabela 12 - Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a
presenca de infiltracao perineural

Infiltrac@o perineural N %
Ausente 129 97,7
Presente 3 2,3

Total 132 100,0

4.2.9. Distribuicdo quanto a presenca de elastose solar

A presenca de elastose solar foi observada em apenas trés casos

(Tabela 13).

Tabela 13 - Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a
presenca de elastose solar

Elastose solar N %
Presente 3 2,3
Ausente 129 97,7

Total 132 100,0
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4.2.10. Distribuicdo quanto a presenca de satelitose

A maioria dos casos hao apresentou satelitose (Tabela 14).

Tabela 14 - Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a
presenca de satelitose

Satelitose N %
Ausente 130 98,5
Presente 2 15

Total 132 100,0

4.2.11. Distribuicdo quanto a intensidade do infiltrado

inflamatorio peritumoral

A maioria dos casos (56%) apresentou infiltrado inflamatorio

peritumoral discreto, como consta na Tabela 15.

Tabela 15 - Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdao a
intensidade do infiltrado inflamatério peritumoral

Infiltrado inflamatério peritumoral N %
Ausente 7 53

Discreto 74 56

Moderado 44 33,4

Intenso 7 5,3

Total 132 100,0
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4.2.12. Distribuicdo quanto a intensidade do infiltrado

inflamatorio intratumoral

Em relacdo aos 121 casos de melanoma invasivo, a frequéncia

guanto ao infiltrado inflamatadrio intratumoral esta relatada na tabela abaixo.

Tabela 16 — Distribuicdo de 121 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a
intensidade do infiltrado inflamatério intratumoral

Infiltrado inflamatorio

intratumoral N %
Ausente 48 39,7
Presente e inativo 52 43
Presente e ativo 21 17,3
Total 121 100,0

4.2.13. Distribuicdo quanto a presenca de nevo melanocitico
associado
25 (18,9%) casos de melanoma apresentaram nevo melanocitico

associado (Tabela 17).

Tabela 17 - Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a
presenca de nevo melanocitico

Nevo melanocitico N %
Ausente 107 81,1
Presente 25 18,9

Total 132 100,0
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4.2.14. MutacOes em NRAS

Blocos de parafina de 102 casos foram disponiveis para a avaliacao
das mutagbes Q61R, Q61L, Q61K no gene NRAS, cbédon 2, éxon 61. A
amplificacdo falhou em 26 desses casos, devido a ma qualidade do DNA. Do
material amplificado com sucesso (76 casos), foram observados trés casos
com mutagdo no gene NRAS. As trés mutagdes encontradas foram do tipo
Q61K (Tabela 18). Os trés pacientes eram do sexo masculino, em regido de
cabeca e pescoco. Dois casos apresentaram ulceracdo. As espessuras
tumorais foram 0,6, 4,0 e 5,5 mm. Todos esses trés casos apresentaram

BRAF %% selvagem (Tabela 19).

Tabela 18 - Distribuicdo de 76 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a
presenca de mutacdo no gene NRAS

Mutacdo NRAS Positivo (N) Negativo (N) Total (N)
Q61R 0 76 76
Q61L 0 76 76

Q61K 3 76 76




Tabela 19 — MutacGes do gene NRAS em trés casos de melanomas em pacientes jovens

Referéncia Idade Sexo Local Breslom E. Clark . T|p,0_ Ulceracao I%,';)'S‘EF NRAS KIT
(mm) solar histologico

CB 5058/05 27 M CP 4 Nao \Y; NC Sim Selvagem Mut. 61K NR

CB 3468/09 18 M CP 0,6 N&o Il ES Sim Selvagem Mut. 61K  Mut. V489

RR11-16347 29 M CP 55 Nao V ES Nao Selvagem Mut. 61K NR

E. solar: Elastose solar, F. crescimento: Fase de crescimento, M: masculino, CP: cabeca e pescoco, NC: ndo classificavel, ES: extensivo superficial, NR: ndo

realizado, Mut.: mutagéo.

sopejnsay

€9
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4.2.15. Mutacdo BRAF?%F

Blocos de parafina estavam disponiveis para a analise molecular em
112 casos. A amplificacdo do DNA foi obtida, com sucesso, em 93 casos (86
melanomas invasivos e sete melanomas in situ). A mutacdo V600E no éxon
15 do gene BRAF (BRAFY®%F) foi encontrada em 36 casos (38,7%): 24 de
59 (40,7%) pacientes do sexo feminino e 12 de 34 (35,3%) do sexo
masculino. A tabela 20 mostra a distribuicdo dos casos em relacdo a

presenca da mutacdo BRAFY®%%F,

Tabela 20 - Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a

presenca da mutacdo BRAFY®%E
Mutacdo BRAF'®E N %
Selvagem 57 61,3
Mutado 36 38,7
Total 93 100,0

4.2.16. MutagOes em KIT

102 blocos de parafina foram disponiveis para a analise molecular do
gene KIT. A amplificagdo do DNA foi obtida com sucesso em 27 casos. A
Tabela 21 descreve a avaliagcdo das mutacdes do KIT nos éxons 9, 11, 13 e
17. Saliente-se, conforme demonstrado, que em alguns casos nao foi
possivel realizar avaliacdo mutacional em todos os quatro éxons. A mutacéo
KIT foi detectada em trés casos, sendo dos seguintes tipos: G498S, G510D
e V489I, todas localizadas no éxon 9. Dois casos eram do sexo feminino,
ambos com 28 anos de idade, localizados em membro inferior e tronco. O
terceiro caso foi encontrado em homem, 18 anos, em regido de cabeca e
pescoco. Em um caso houve mutagcdo concomitante com gene NRAS e

outro com BRAF (Tabela 22).
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Tabela 21 - Distribuicdo dos casos 32 de melanoma cutaneo, em
pacientes com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a
presenca da mutacao no gene KIT

Referéncia Exon 9 Exon 11 Exon 13 Exon 17
CB 23823/09 Selv. Selv. Selv. Selv.
CB 27892/10 Mutado G498S Selv. Selv. Selv.
CB 172/11 Selv. Selv. Selv. Selv.
CB 8029/12 Selv. Selv. Selv. Selv.
CB 8683/12 Selv. Selv. Selv. Selv.
CB 13355/12 Selv. Selv. Selv. Selv.
CB 20108/12 Selv. Selv. Selv. Selv.
RR 26731/09 Selv. Selv. Selv. Selv.
RR 16540/08 Selv. Selv. Selv. Selv.
CB 8978/12 Selv. Selv. Selv. Selv.
SP 5835/10 Selv. Selv. Selv. Selv.
CB 19321/12 Selv. Selv. Selv. Selv.
CB 18525/12 Selv. Selv. Selv. Selv.
RR 1441/12 Selv. Selv. Selv. Selv.
RR 26016/08 Selv. NA Selv. Selv.
RR 6137/11 Selv. NA Selv. Selv.
RR 17231/11 Selv. NA Selv. Selv.
RR 16347/11 Selv. NA Selv. Selv.
RR 6235/09 Mutado G510D NA Selv. Selv.
CB 9080/01 Selv. NA Selv. NA
CB 3468/09 Mutado V489l NA Selv. NA
CB 29607/10 Selv. NA Selv. NA
RR 1399/12 Selv. Selv. NA Selv.
RR 6624/10 Selv. NA NA NA
RR 3211/10 Selv. NA NA NA
RR 19016/10 Selv. NA NA NA
RR 2664/12 Selv. NA NA NA

Selv: selvagem, NA: ndo amplificado.




Tabela 22 — Mutacbes do gene KIT em trés casos de melanomas em pacientes jovens

Referéncia Idade Sexo Local Breslow Elastose Clark Tipo KIT BRAF NRAS
(mm) solar histolégico V60OE
CB 3468/09 18 M CP 0,6 N&o I ES Mutado  Selvagem Mutado
V489 61K
CB 27892/10 28 F Tronco 1,65 N&o [l ES Mutado  Selvagem  Selvagem
G498S
RR09-6235 28 F MMII 0,5 N&o I ES Mutado Mutado Selvagem
G510D

M: masculino, F: Feminino, CP: cabega e pescoc¢o, MMII: membros inferiores, ES: extensivo superficial.

99
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4.3. Correlacdo entre as variaveis clinicas, histopatologicas e

moleculares
4.3.1. Sexo e idade

O teste comparativo das médias de idade teve estatistica F = 2,284,
com p = 0,133, indicando que nao houve diferenca significativa entre os

sexos (Tabela 23).

Tabela 23 — Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo gquanto ao
sexo em relacdo a idade

Sexo Idade média Desvio N
Masculino 25,31 3,61 51
Feminino 26,26 3,43 81

Total 25,89 3,51 132

p=0,133

4.3.2. Sexo e localizacdo anatémica

O teste de associacao teve estatistica igual a y* = 16,445 com p <

0,001, evidenciando associacdo significativa entre a localizacdo anatémica
dos melanomas e o0 sexo dos pacientes. Pode-se notar maior frequéncia de
melanoma cutdneo da regido de cabeca e pescoco no sexo masculino

(27,1%) em comparacao ao sexo feminino (4,2%). (Tabela 24 e Gréfico 1).
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Tabela 24 — Distribui¢cdo de 120 casos de melanoma cutaneo quanto ao
sexo em relagéo a localizagcdo anatémica

Localizacao Feminino Masculino Total
N % N % N %
Cabeca/pescogo 3 4,2 13 27,1 16 13,3
MMSS 12 16,6 5 10,4 17 14,2
MMII 26 36,1 8 16,7 34 28,3
Tronco 31 43,1 22 45,8 53 44,2
Total 72 100,0 48 100,0 120 100,0
p < 0,001
100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0% a31% 8% [ grem
40,0% 36,1% M masc
30,0% 271%
20.0% J 167%  16,7%
10,4%
10,0% | 4,2%
0,0% ‘
Cabecae Membros Membros Tronco
pescogo Inferiores superiores

Gréfico 1 — Distribuicdo de 120 casos de melanoma cutaneo, em pacientes
com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a localizagdo anatémica e sexo

4.3.3. Sexo e espessura tumoral (Breslow)

N&do houve diferenca entre as classes da medida da espessura
tumoral e o sexo. Contudo, quando avaliada a média da espessura tumoral,
pacientes do sexo masculino apresentaram espessura média
significativamente maior do que pacientes do sexo feminino (p = 0,018). As
distribuicbes dos sexos em relacdo a espessura tumoral (Breslow) e

espessura média estao relacionadas nas Tabelas 25 e 26.
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Tabela 25 — Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo quanto ao
sexo em relagcdo a espessuratumoral (Breslow)

Breslow Feminino Masculino
N % %
in situ 7 8,65 4 7,85
até 1,0 mm 48 59,25 20 39,22
1,01-2,0 mm 13 16,05 10 19,60
2,01-4,0 mm 10 12,35 12 23,53
>4,0mm 3 3,70 5 9,80
Total 81 100,00 51 100,00
p=0,141

Tabela 26 — Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo quanto ao
sexo em relacdo a espessura média

Sexo Espessura média Desvio Nﬂ;igosde
Masculino 2,06 2,408 51
Feminino 1,17 1,246 81

Total 1,51 1,83 132

p =0,018

4.3.4. Sexo e nivel de Clark

O teste de associagéo teve estatistica igual a y? = 4,812 com p =
0,307, ou seja, nado foi evidenciada associagdo significativa entre o nivel de
Clark e o sexo dos pacientes. A comparacao entre sexo e nivel de Clark esta

detalhada na Tabela 27.
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Tabela 27 — Distribuicdo de 132 casos de melanoma cutaneo quanto ao
sexo em relacdo ao nivel de Clark

Nivel de Clark Feminino Masculino Total
N % N % N %
I 7 8,6 4 7,8 11 8,3
Il 43 53,1 21 41,2 64 48,5
1l 25 30,9 16 314 41 31,1
v 5 6,2 8 15,7 13 9,8
\% 1 1,2 2 3,9 3 2,3
Total 81 100,0 51 100,0 132  100,0
p = 0,307

4.4. Relacdo entre mutacdo BRAF® e as variaveis clinico-patolégicas
4.4.1. BRAFV®F ¢ sexo
Em relacdo ao sexo, a mutacdo BRAF'®%F esteve presente em 35,3%
dos pacientes do sexo masculino e em 40,7%, no sexo feminino. O teste de
associacao teve estatistica igual a 2 = 0,085, com p = 0,770, indicando que

FV6OOE

a distribuicdo da mutacdo BRA pode ser considerada independente do

sexo (Tabela 28).

Tabela 28 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto ao

sexo em relagédo & mutacdo BRAFY%F
Sexo BRAF %% Total
Mutado Selvagem

Feminino N 24 35 59
% 66,7 61,4 63,4

Masculino N 12 22 34
% 33,3 38,6 36,6

Total N 36 57 93
% 100,0 100,0 100,0

p=0,770
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4.4.2. BRAF'®°E ¢ sitio anatémico

Em relacdo aos sitios anatdmicos, houve uma tendéncia dos

melanomas de cabeca e pescogo a ndo apresentarem a mutagio BRAFY%

(Tabela 29).

Tabela 29 — Distribuicdo de 84 casos de melanoma cutaneo quanto a

localizacdo anatémica em relacdo a mutacdo BRAF'0F

Sitio anatémico BRAF00%¢ Total
Mutado Selvagem

Cabeca/pescoco N 2 12 14

% 6,5 22,6 16,7

Membros inferiores N 11 13 24

% 35,5 24,5 28,6

Membros superiores N 5 4 9

% 16,1 7,5 10,7

Tronco N 13 24 37

% 41,9 45,3 44,0

Total N 31 53 84

% 100,0 100,0 100,0

p=0,128

4.4.3. BRAF'*®F e tipo histolégico

De 74 casos de melanoma extensivo superficial, a mutacdo foi

detectada em 26 (35,1%). Em relacéo ao tipo nodular, dez (58,8%) de 17

casos apresentaram a mutacdo. O teste de associacdo teve estatistica igual

a y2 = 4,561, com p = 0,207. Nao foi evidenciada associacéo significativa

entre a mutacdo BRAF®%F e ¢ tipo histolégico (Tabela 30).
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Tabela 30 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto o

tipo histolégico em relacédo & mutacdo BRAFY?F
Tipo histoldgico BRAFY0%E Total
Mutado Selvagem

Extensivo superficial N 26 48 74
% 72,2 84,2 79,6
Nodular N 10 7 17
% 27,8 12,3 18,3
Acral N 0 1 1
% 0,0 1,8 11
N&o classificavel N 0 1 1
% 0,0 1,8 11
Total N 36 57 93
% 100,0 100,0 100,0

p = 0,207

4.4.4. BRAFV®E g nivel de Clark

O teste de associacdo entre BRAF'®®F e nivel de Clark teve
estatistica igual a y?2 = 3,041, com p = 0,551, ndo havendo associacao

significativa entre as duas variaveis (Tabela 31).
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Tabela 31 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto ao
nivel de Clark em relagdo & mutagido BRAF'®%%F

Nivel de Clark BRAF00%F Total
Mutado Selvagem

N 1 6 7

% 2,8 10,5 7,5

1 N 19 29 48

% 52,8 50,9 51,6

i N 12 13 25

% 33,3 22,8 26,9

v N 3 7 10

% 8,3 12,3 10,8

Vv N 1 2 3

% 2,8 3,5 3,2

Total N 36 57 93

% 100,0 100,0 100,0

p = 0,551

4.45. BRAFY®E ¢ indice de Breslow

Em relacdo a espessura tumoral, dos 36 casos mutados, 19 (52,8%)

apresentaram medida < 1,0 mm. O teste de associacao teve estatistica y2 =

2,838, com p = 0,417, ou seja, ndo foi evidenciada associacao significativa

entre a mutacdo BRAF'’F e o indice de Breslow (Tabela 32). Quando os

casos foram divididos em melanomas finos (£ 1,0 mm) e melanomas

grossos (> 1,01 mm), também ndo houve associacdo estatistica significante

(x?2=0,897 com p = 0,344) (Tabela 33).
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Tabela 32 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto a
medida de Breslow em relagédo & mutagédo BRAF'?F

Breslow BRAFFV60E Total

<10 N 19 37 56

1,01-2,0 N 5 o] 14

2,01-4,0 N 7 8 15

> 4,0 N 5 3 8

Total N 36 57 93

p=0417

Tabela 33 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutéaneo quanto a
espessura em relacdo & mutacdo BRAFY®%F

Breslow BRAFV600E Total

< 1,0 mm (fino) N 19 37 56

> 1,0 mm (grosso) N 17 20 37

Total N 36 57 93

p=0,344
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4.4.6. BRAF®E ¢ fase de crescimento

75% dos casos mutados apresentaram-se em fase vertical de
crescimento. O teste de associacado teve estatistica igual a y2 = 6,919, com p
= 0,009, indicando haver associacéo significativa entre a mutagdo BRAF*%°F

e a fase de crescimento vertical (Tabela 34).

Tabela 34 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto a
fase de crescimento em relacdo & mutacdo BRAFV%F

Fase de crescimento BRAF6%E Total
Mutado Selvagem
Radial N 9 30 39
% 25,0 52,6 41,9
Vertical N 27 27 54
% 75,0 47,4 58,1
Total N 36 57 93
% 100,0 100,0 100,0
p = 0,009

4.4.7. BRAF'*®F e infiltrado inflamatério peritumoral

A distribuicdo do infiltrado inflamatdrio peritumoral esté relatada na

Tabela 35. Houve diferenca estatisticamente significante entre os tipos de
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infiltrado inflamatdrio e a mutagcédo BRA apresentando o infiltrado

discreto maior nUmero de casos mutados.
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Tabela 35 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto ao
infiltrado inflamatério peritumoral em relacdo a mutacéao

BRA FV600E

Infiltrsgroitiunrggrrr;zlitério BRAF600E Total
Mutado Selvagem

Ausente N 0 4 4

% 0,0 7,0 4,3

Discreto N 27 28 55

% 75,0 49,1 59,1

Moderado N 8 20 28

% 22,2 35,1 30,1

Intenso N 1 5 6

% 2,8 8,8 6,5

Total N 36 57 93

% 100,0 100,0 100,0

p = 0,029

4.4.8. BRAFV®E ¢ infiltrado inflamatdrio intratumoral

A distribuicdo do infiltrado inflamatério intratumoral esta relatada na

Tabela 36. Nao houve associacao significativa entre essas duas variaveis.
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Tabela 36 — Distribuicdo de 86 casos de melanoma cutaneo quanto ao
infiltrado inflamatério intratumoral em relagdo a mutacao

BRA FV600E
Infiltrado inflamatério BRA V600 Total
intratumoral

Mutado Selvagem

Ausente N 13 17 30

% 37,1 33,3 34,9

Presente/inativo (nonbrisk) N 15 23 38

% 42,9 45,1 44,2

Presente/ativo (brisk) N 7 11 18

% 20,0 21,6 20,9

Total N 35 51 86

% 100,0 100,0 100,0

p=0,935

4.4.9. BRAF'*F ¢ elastose solar

Os trés casos de melanoma associado a elastose solar de moderada
a intensa, submetidos a analise molecular, ndo apresentaram a mutacao. O
teste de associagao teve estatistica igual a x2 = 0,635 com p = 0,426, ou
seja, nao foi evidenciada associacgao significativa entre a elastose solar e a

mutacdo BRAF®F (Tabela 37).
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Tabela 37 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto a
presenca de elastose solar em relacdo a mutacdo

BRA V600E

Elastose solar BRAF %% Total
Mutado Selvagem

Ausente N 36 54 90

% 100,0 94,7 96,8

Presente N 0 3 3

% 0,0 5,3 3,2

Total N 36 57 93

% 100,0 100,0 100,0

p = 0,426

4.4.10. BRAF'*%E e ulceracéo

A associacdo entre mutacdo BRAF®F e ulceracéo esta descrita na
Tabela 38. O teste de associagdo teve estatistica igual a y2 = 3,704 com p =
0,054. Ou seja, ha forte indicio de associacdo entre a mutacdo BRAF®F e

a presenca de ulceracéo.

Tabela 38 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto a
presenca de ulceracdo em relacdo a mutacéao BRAFV600E

Ulceragéo BRAF Y% Total
Mutado Selvagem

Ausente N 25 49 74

% 69,4 86,0 79,6

Presente N 11 8 19

% 30,6 14,0 20,4

Total N 36 57 93

% 100,0 100,0 100,0

p = 0,054
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4.4.11. BRAF'*E e regresséo

O teste de associacéo entre as variaveis acima teve estatistica igual a
¥2 = 12,146, com p < 0,001, apontando a existéncia de associacao
significativa entre a BRAF'®® selvagem e o fendmeno de regressao.
Enquanto ndo foi observada regressao nos casos mutados, ela ocorreu em
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31,6% dos pacientes do grupo BRA selvagem (Tabela 39).

Tabela 39 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto a

presenca de regressdo em relacdo a mutacdo BRAF'%%F
Regressao BRAFY6%F Total
Mutado Selvagem
Ausente N 36 39 75
% 100,0 68,4 80,6
Presente N 0 18 18
% 0,0 31,6 19,4
Total N 36 57 93
% 100,0 100,0 100,0
p < 0,001

4.4.12. BRAFV®*® e satelitose

N&o houve associacao entre satelitose e a mutacdo BRAF?F, ou
seja, essas variaveis podem ser consideradas independentes. O teste de

associacao teve estatistica igual a 2 = 0,107, com p = 0,774 (Tabela 40).
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Tabela 40 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto a

presenca de satelitose em relacdo & mutacdo BRAFY®%F

Satelitose BRAF V0% Total
Mutado Selvagem

Ausente N 35 56 91

% 97,2 98,2 97,8

Presente N 1 1 2

% 2,8 1,8 2,2

Total N 36 57 93

% 100,0 100,0 100,0

p=0,774

4.4.13. BRAF'*%F e invaséo angiolinfatica

Com base nos dados disponiveis, ndo foi possivel evidenciar
associacdo entre a invasdo angiolinfatica e a presenca de mutacéo
BRAFY%E O teste de associacao teve estatistica igual a y2 = 0,638, com p =

0,424 (Tabela 41).

Tabela 41 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto a
presenca de invasao angiolinfatica em relagcdo a mutacao

BRA [ 600E

Invasdo angiolinfatica BRAFY60E Total
Mutado Selvagem

Ausente N 36 56 92

% 100,0 98,2 98,9

Presente N 0 1 1

% 0,0 1,8 1,1

Total N 36 57 93

% 100,0 100,0 100,0

p=0,424
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4.4.14. BRAFY*®E e infiltrac&o perineural

O teste de associacao teve estatistica igual a x2 = 0,635, com p =
0,426. Nao foi evidenciada associacdo significativa entre a mutacéo

BRAFY%E ¢ infiltracdo perineural (Tabela 42).

Tabela 42 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto a
presenca de infiltracdo perineural em relacdo a mutacéo

BRA [ 600E

Infiltrac&o perineural BRAFYeYE Total
Mutado Selvagem

Ausente N 36 54 90

% 100,0 94,7 96,8

Presente N 0 3 3

% 0,0 53 3,2

Total N 36 57 93

% 100,0 100,0 100,0

p=0,426

4.415. BRAFY™& e presenca de mitose no componente

intradérmico

O teste de associacdo teve estatistica igual a 2 = 9,990, com p =
0,004, ou seja, foi evidenciada associacéo significativa entre a presenca da
mutacdo BRAF®°F e figuras de mitose no componente intradérmico (Tabela

43).
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Tabela 43 — Distribuicdo de 86 casos de melanoma cutaneo invasivo
qguanto a presenca de figuras de mitose no componente
intradérmico em relacdo & mutacédo BRAFY®%%F

Figuras de mitose

intradérmica BRAF"™ Total
Mutado Selvagem

Ausente N 9 29 38

% 25,7 56,9 44,2

Presente N 26 22 48

% 74,3 43,1 55,8

Total N 35 51 86

% 100,0 100,0 100,0

p = 0,004

4.4.16. BRAFV%°E & nevo melanocitico associado

A maioria dos casos mutados (29 casos; 80,6%) ndo apresentou
associacdo com nevo melanocitico. O teste de associagdo teve estatistica
igual a x2 = 0,002, com p=0,986, ou seja, essas variaveis podem ser

consideradas independentes (Tabela 44).

Tabela 44 — Distribuicdo de 93 casos de melanoma cutaneo quanto a
presenca de nevo melanocitico associado em relagdo a
mutacdo BRAFY60E,

Nevo mela_nocmco BRAFV600E Total
associado

Mutado Selvagem

Ausente N 29 46 75

% 80,6 80,7 80,6

Presente N 7 11 18

% 19,4 19,3 19,4

Total N 36 57 93

% 100,0 100,0 100,0

p = 0,986
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4.4.17. BRAFY*®E e evolucdo clinica
A Tabela 45 mostra a associacdo entre a mutacdo BRAF'®F e a

evolucdo clinica (prognostico favoravel/desfavoravel),

significante.

Tabela 45 — Distribuicdo de 50 casos de melanoma cutaneo invasivo

a qual

nao foi

guanto ao prognostico em relagio & mutagdo BRAFY°%F

Progndstico BRAFYeYE Total
Mutado Selvagem
Favoréavel N 13 26 39
% 72,2 81,3 78,0
Desfavoravel N 5 6 11
% 27,8 18,8 22,0
Total N 18 32 50
% 100,0 100,0 100,0
p=0,464

4.5. Curvas de sobrevida

O Grafico 2 ilustra a curva de sobrevida geral, considerando todos os

pacientes estudados que apresentaram melanoma invasivo. O tempo de

sobrevida esta representado em meses.
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Gréafico 2 — Curva de sobrevida geral dos pacientes com melanoma
cutaneo invasivo com idade entre 18 e 30 anos (N = 61)

O Grafico 3 ilustra a curva de sobrevida dos casos de melanoma

cutaneo invasivo, considerando a presenca ou ndo da mutacdo BRAFY®%%F,

O tempo esta tabulado em meses.
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Grafico 3 — Curva de sobrevida de pacientes com melanoma cutaneo
invasivo com idade entre 18 e 30 anos, em relacdo a presenca ou nao
de mutacdo BRAF?F (N = 45)

N&do héa diferenca significativa quando se compara a sobrevida de
pacientes com melanoma BRAF'*®F mutado ou selvagem, ou seja, as

sobrevidas sdo semelhantes.
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Melanoma cuténeo é o tipo mais letal de cancer de pele e o segundo
cancer mais comumente diagnosticado entre adolescentes e adultos jovens,
com idade abaixo de 30 anos, precedido apenas pelos linfomas (Bleyer, Viny
et al. 2006). Embora raro, a incidéncia de melanoma cutaneo, em jovens,
tem aumentado em varias partes do mundo (Marrett, Frood et al. 2002;
Alston, Rowan et al. 2007; Purdue, Freeman et al. 2008). Contudo, pouco
ainda se sabe sobre o comportamento bioldgico e as alteracdes moleculares
do melanoma cutdneo nessa faixa etaria. Diante dessa realidade,
estudaram-se, no presente trabalho, 132 casos de melanoma cutaneo em
pacientes na faixa etaria entre 18 e 30 anos, analisando 0s aspectos clinico-
patolégicos e moleculares, incluindo a avaliagdo de mutagcdes nos genes

NRAS, BRAF e KIT.

Neste estudo, observou-se predominio da populacdo feminina
(61,4%). Tal achado estd em conformidade com estudos prévios que
avaliaram melanoma cutdaneo em populacdo jovem (Pratt, Palmer et al.
1981; Mackie, Watt et al. 1991; de Sa, Rezze et al. 2004; Bleyer, Viny et al.
2006; Jemal, Saraiya et al. 2011; Weir, Marrett et al. 2011), porém difere do
padrdo encontrado nos pacientes idosos, em que o predominio € do sexo
masculino (Jemal, Saraiya et al. 2011). A inversdo de incidéncia entre 0s
sexos nessa faixa etaria sugere que diferencas na etiologia do melanoma
podem ser influenciadas pelo sexo (Weir, Marrett et al. 2011). Além disso,
comportamentos sexo-especificos podem levar a diferencas na exposicao a
radiacdo ultravioleta. Mulheres jovens, por exemplo, s&o mais propensas a
participarem de atividades que aumentam o risco de melanoma, como é o

caso da exposicéo a radiacao ultravioleta pelo bronzeamento artificial (Chol,
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Lazovich et al. 2010; Coelho and Hearing 2010). Em estudo prévio,
Robinson et al. (1997) constataram que, apesar do aumento da consciéncia
publica em relacdo aos danos da exposicdo a radiacdo ultravioleta, tem
havido aumento na frequéncia de queimaduras graves e no uso de
bronzeamento artificial, principalmente entre as mulheres (Robinson, Rigel et
al. 1997). Embora controverso, outro fator que pode estar relacionado a esse
padrdo idade-especifico € o horménio sexual feminino, incluindo uso de
contraceptivos orais e terapia de reposi¢cdo hormonal, os quais podem estar
associados ao aumento do risco de melanoma (Holly, Cress et al. 1994,
Feskanich, Hunter et al. 1999). Gendétipos especificos, como o MDM2
SNP309, tém sido relacionados com aumento da incidéncia de melanoma
entre mulheres jovens e podem ter um papel crucial no desenvolvimento
dessa neoplasia no referido grupo (Firoz, Warycha et al. 2009). No presente
estudo, quando correlacionado o sexo com a presenca da mutacéo
BRAFY®E n3o se observou associacdo significativa. Saliente-se, contudo,
que diferentes estudos na literatura, baseados na populacdo geral, tém
demonstrado resultados conflitantes, ou seja, maior incidéncia da mutacéo
tanto no sexo feminino (Shinozaki, Fujimoto et al. 2004) quanto no sexo

masculino (Thomas, Alexander et al. 2004) s&o descritas.

Em relacdo a localizacdo anatbmica, no presente estudo tronco foi o
sitio mais frequentemente envolvido em ambos o0s sexos, achado
semelhante a outros estudos sobre melanoma cutaneo nessa faixa etaria
(Robinson, Rigel et al. 1997; de Sa, Rezze et al. 2004; Weir, Marrett et al.
2011; Reed, Brewer et al. 2012). No sexo masculino, cabeca/pescoco foi a

segunda localizacdo mais comum e, no sexo feminino, os membros
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inferiores. E possivel que a elevada frequéncia de melanomas em regido de
cabeca e pescogo, nos pacientes do sexo masculino, esteja relacionada aos
habitos ocupacionais, visto que praticamente metade dos casos dessa
casuistica é de populacdo da Regido Sul do pais, onde é frequente a

atividade agricola e consequente exposicdo solar nesta regido anatémica.

Melanoma extensivo superficial foi o tipo histolégico mais frequente no
presente estudo (79,6%), assim como em outras publicacdes prévias
estudando melanomas em jovens (Rhodes, Wood et al. 1981; Ceballos,
Ruiz-Maldonado et al. 1995; Robinson, Rigel et al. 1997; Sander, Karlsson et
al. 1999; Livestro, Kaine et al. 2007; Paradela, Fonseca et al. 2011; Weir,
Marrett et al. 2011; Reed, Brewer et al. 2012). Contrariamente, outras séries
demonstraram que o melanoma nodular foi o tipo mais comum entre
adolescentes e adultos jovens (Davidoff, Cirrincione et al. 1994; Bittencourt,
Marghoob et al. 2000; de Sa, Rezze et al. 2004; Reed, Brewer et al. 2012).
Melanoma lentiginoso acral é raro nessa faixa etaria, dado confirmado neste
estudo. Em relacdo ao lentigo maligno melanoma, ndo € surpreendente a
sua raridade entre os pacientes jovens, pois esse tipo de melanoma
encontra-se intimamente relacionado a exposi¢ao solar crénica, achado que
corrobora essa interpretacdo € a infrequente presenca de elastose solar nos

casos de melanomas estudados nos pacientes jovens.

Dados de estudos prévios revelaram que melanomas em criangas
apresentam tumores iniciais mais espessos (> 1,5 mm) comparados aos
adultos (Ceballos, Ruiz-Maldonado et al. 1995; Spatz, Ruiter et al. 1996). A
espessura média dos melanomas invasivos, neste estudo, foi de 1,65 mm. A

maioria dos casos (59,1%) apresentou-se em fase vertical de crescimento. A
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razao para a elevada frequéncia de lesdes espessas, em pacientes jovens,
pode ser explicada pela falta de suspeita clinica em lesdes iniciais, devido a
raridade do melanoma nessa faixa etaria e consequente atraso no
diagnoéstico. Observou-se, ainda, que a média de espessura tumoral foi
maior nos pacientes do sexo masculino. A consciéncia estética da mulher
deve influenciar no diagndstico mais precoce de melanomas, podendo

explicar, em parte, essa diferenca nas espessuras tumorais.

Até o presente momento, ndo ha, na literatura, estudos relatando a
frequéncia de mutacdo BRAF especificamente em pacientes com melanoma
na faixa etaria entre 18 e 30 anos. Neste estudo, 36 de 93 casos avaliados
apresentaram mutacdo BRAFY®°F (Estrozi, Machado et al. 2014). A
frequéncia observada (38,7%) foi semelhante em dois estudos que
avaliaram a populacdo geral (Deichmann, Thome et al. 2004; Saldanha,
Potter et al. 2006), respectivamente, porém, menor que em outros estudos
(Davies, Bignell et al. 2002; Omholt, Platz et al. 2003; Pollock, Harper et al.
2003; Thomas, Alexander et al. 2004; Goydos, Mann et al. 2005; Goel, Lazar
et al. 2006; Liu, Kelly et al. 2007; Viros, Fridlyand et al. 2008). Frequéncias
menores também ja foram descritas (Dong, Phelps et al. 2003; Maldonado,
Fridlyand et al. 2003; Deichmann, Thome et al. 2004; Sasaki, Niu et al. 2004;
Shinozaki, Fujimoto et al. 2004; Lang and MacKie 2005; Poynter, Elder et al.
2006; Saldanha, Potter et al. 2006; Si, Kong et al. 2012). A Tabela 46 aponta

0s principais estudos avaliando o gene BRAF e as frequéncias encontradas.
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Tabela 46 — Principais estudos avaliando o gene BRAF e as frequéncias
de mutacdes

Autores Nzl e N Gl EEEEE Tipo de mutacéo
casos mutados (%)

Deichman et al. (2004) 50 19 (38) Exon 15
Saldanha et al. (2006) 59 22 (37,3) Exon15
Davies et al. (2002) 9 6 (66,6) Exon 15
Omholt et al. (2003) 71 42 (59) Exons 15 e 11
Pollock et al. (2003) 5 4 (80) Exon 15 (V600E)
Thomas et al. (2004) 37 17 (46) Exon 15
Goydos et al. (2005) 36 25 (69,4) Exon 15 (V600E)
Goel et al. (2006) 58 33 (57) Exon 15 (V600E)
Liu et al. (2007) 251 112 (45)  Exon 15 (V600E)
Viros et al. (2008) 286 135 (47,2) Exon 15
Dong et al. (2003) 28 7(25) Exon 15
Maldonado et al. (2003) 115 32 (27,8) Exon 15 (V600E)
Sasaki et al. (2004) 35 9 (26) Exon 15 (V600E)
Shinozaki et al. (2004) 59 18 (30) Exoni15e11
Lang et al. (2005) 52 13 (25)  Exon 15 (V600E)
Poynter et al. (2006) 81 19 (23,4) Exon 15
Sietal. (2012) 432 110 (25,5) Exoni15e 11
Estrozi et al. (2013) 93 36 (37,8)  Exon 15 (V600E)

A ampla variacdo na frequéncia de mutacées no gene BRAF,
encontrada na literatura, pode ser explicada, em partes, devido a diferencas
na selecdo das amostras (numero de casos analisados, tipos histolégicos
selecionados, sitios anatdmicos, caracteristicas da populacéo) e pelos tipos
de mutacbes analisadas envolvendo o gene BRAF, assim como as
metodologias aplicadas. De forma geral, a maioria dos estudos ndo mostra
elevada frequéncia de mutacdo do gene BRAF em melanomas cutaneos,

sugerindo que essas mutacdes possam ndo ser um fator determinante na
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tumorigénese do melanoma e que deve haver mdultiplas vias genéticas
alternativas relacionadas a esta neoplasia. Ou seja, mutacdes especificas no
gene BRAF devem representar apenas uma das alteracdes genéticas que

contribuem para o desenvolvimento do melanoma cutaneo.

A maioria dos artigos avaliando a populacdo geral, ndo mostra
correlacao significativa entre mutacdes no gene BRAF e parametros clinicos
e histologicos (Omholt, Platz et al. 2003; Shinozaki, Fujimoto et al. 2004;
Thomas, Alexander et al. 2004; Libra, Malaponte et al. 2005; Saldanha,
Potter et al. 2006). Neste estudo, néo foi observada relacdo entre mutacao
BRAFY®%E e sexo (p = 0,770), tipo histolégico (p = 0,207), nivel de Clark (p =
0,551), medida de Breslow (p = 0,417), invasao angiolinfatica (p = 0,424),
infiltracdo perineural (p = 0,426), satelitose (p = 0,774), infiltrado inflamatério
intratumoral (p = 0,935), nevo melanocitico associado (p = 0,986) e presenca

de elastose solar (p = 0,426).

Nos trés casos em que houve, histologicamente, a presenca de

elastose solar moderada ou intensa, indicando dano solar crbnico, a

FVGOOE FVGOOE

mutacado BRA nao foi identificada. A frequéncia da mutagédo BRA
foi baixa nos melanomas de cabeca e pescoco (p = 0,128), regibes
constantemente expostas a radiagdo solar. Essa associagdo inversa entre
mutac&o no gene BRAF, areas de exposicao solar cronica e elastose solar ja
foi descrita em estudos prévios relacionados a populacdo geral (Maldonado,
Fridlyand et al. 2003; Curtin, Fridlyand et al. 2005), demonstrando que

mutacfes BRAF sdo mais frequentes em regides anatbmicas onde o

melanoma sugere, epidemiologicamente, papel patogenético de exposi¢do
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solar intermitente (Holman, Armstrong et al. 1986; Bulliard 2000). Além
disso, o cédon 600 (GTG) do gene BRAF ndo é hotspot 6bvio de radiacao
ultravioleta, mas € um sitio especifico para ativacbes mutacionais com a
forma oncogéncia do gene, o que explica a presenca de mutacbes nesse
gene em neoplasias nao relacionadas a exposi¢ao solar, como o carcinoma
papilifero de tireoide, carcinoma de pancreas, carcinoma colorretal e
tumores ovarianos borderlines. Processos inflamatérios e danos oxidativos,
resultantes da inflamacéo, foram fatores sugeridos por Saldanha et al.
(2006) como responsaveis pelas mutacdes BRAF em outros sitios néo
cutaneos e que o dano causado pela radiacdo ultravioleta seria apenas um
dos diversos meios que originam uma resposta inflamatéria (Saldanha,
Potter et al. 2006). Embora, neste estudo, o niumero de casos com dano
solar importante seja baixo, o fato de ndo haver mutacdo BRAF*°F |evanta
a consideracdo de que a exposicao solar cronica possa nado ter um papel
importante em relacdo a frequéncia de mutacdes BRAF em melanomas
cutdneos em pacientes jovens, assim como ja descrito na populacdo em
geral. Estudos adicionais com maior nUmero de casos sdo necessarios para

confirmar este achado.

Alguns autores observaram elevada frequéncia de mutacdo BRAF em
nevos melanociticos (Dong, Phelps et al. 2003; Pollock, Harper et al. 2003;

Uribe, Wistuba et al. 2003; Kumar, Angelini et al. 2004). Neste estudo, a

FV6OOE

mutacdo BRA nao foi avaliada nos nevos melanociticos, isoladamente.

FVBOOE

N&o se observou aumento na frequéncia de mutagbes BRA em

melanomas associados a nevos melanociticos (p = 0,98). Ao contrario,
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apenas sete de 18 (39%) casos de melanoma com nevo melanocitico
coexistente apresentaram a mutacdo. Esses dados estdo em concordancia
com o estudo de Maldonado et al. (2003), o qual concluiu que nem todos os
casos de melanoma associado a hevo melanocitico apresentam mutacao no
gene BRAF (Maldonado, Fridlyand et al. 2003), apoiando a evidéncia de que
a cascata MAPK est4 ativada em grande proporcao de lesdes melanociticas,
porém, essas mutacles, isoladamente, ndo seriam suficientes para a

transformacao maligna (Poynter, Elder et al. 2006) (Figura 3).

Normal Skin Nevus BRAF Melanoma
NRAS
BRS e B = INK4a/ARF
BRAF PTEN
NRAS c-Kit
INK4a/ARF NEDD9
5 i MITF

Fonte: DeVita VT, Lawrence TS, Rosenberg AS: DeVita, Hellman and Rosenberg’s Cancer:
Principles & Practice of Oncology, 9" Edition.

Figura 3 — Eventos genéticos associados a progressdo de melandcitos
normais para melanoma, como processo linear, embora a maioria dos
melanomas nao se originem a partir de nevo preexistente

A mutacdo BRAFY®YF foi significantemente associada a fase vertical
de crescimento (p = 0,01). Esse achado também foi observado em estudos
de pacientes na populacdo geral, sugerindo que mutacdes no gene BRAF

poderiam nédo estar correlacionadas, na maioria dos casos, com a iniciagéao
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da neoplasia, mas refletir um evento genético progressivo, podendo ter
implicacdes progndsticas importantes e até representar um biomarcador de
progressao desta neoplasia (Dong, Phelps et al. 2003; Greene, Johnson et
al. 2009). Todavia, quando avaliada a espessura tumoral (melanomas finos e
grossos), nado se observou relacdo dela com a presenca da mutacao
BRAFY®%E (p = 0,344). Ou seja, a mutacdo ocorreu tanto em melanomas
finos (£ 1,0mm), quanto em melanomas grossos (> 1,0mm), indicando que
essas mutacbes também ocorrem em estagios iniciais da doenca e
questiona o papel prognéstico da mutacdo do BRAF. Essa auséncia de
relacdo entre espessura e mutacdo BRAF também foi observada em estudo
realizado por Thomas et al., (2004), avaliando a populacédo geral (Thomas,
Alexander et al. 2004).

Liu et al. (2007) citam a associacdo entre mutagdo BRAFY®%%F

eo
indice mitotico. Esses autores observaram que tumores com poucas mitoses
no componente intradérmico (< 1/mm?) apresentaram maior porcentagem de
mutacdes (53,9%) do que aqueles com indice mitético = 10/mm? (35,5%). No

presente estudo, analisou-se ainda a associacdo entre mutacdo BRAF %%

e
presenca/auséncia de figuras de mitose no componente intradérmico,
notando-se associacdo significativa entre melanoma BRAF'*°F mutado e a
presenca de figuras de mitose intradérmica (p = 0,002). Esse achado

FV600E o 3 fase

corrobora a associagdo encontrada entre a mutacdo BRA
vertical de crescimento, visto que a presenca de mitose no componente
intradérmico é um dos critérios utilizados na definicdo da fase vertical de

crescimento, podendo também ter implicancia prognadstica.
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Houve associacdo significativa entre a presenca de infiltrado
inflamatério peritumoral discreto e a mutacdo BRAFY°F (p = 0,029).
Contudo, quando avaliado o infiltrado inflamatério intratumoral, ndo se
observou associacdo significativa com o estado mutacional (p = 0,935). A

mutacdo BRAFY®YE

nao foi identificada nos casos que apresentaram
fendmeno de regresséao (p = 0,001) e foi discretamente mais prevalente nos

casos que apresentavam ulceracao (p = 0,05).

N&o houve diferenca significativa nas curvas de sobrevida entre os
pacientes com melanoma BRAFY®® mutado e selvagem. Esse achado
também foi observado na maioria dos estudos avaliando a populacdo em
geral, sugerindo que mutacdes no gene BRAF nao apresentam papel
relevante em relacdo a sobrevida, pelo menos em melanomas cutaneos
(Maldonado, Fridlyand et al. 2003; Ombholt, Platz et al. 2003; Deichmann,
Thome et al. 2004; Shinozaki, Fujimoto et al. 2004; Akslen, Angelini et al.

2005; Edlundh-Rose, Egyhazi et al. 2006; Ellerhorst, Greene et al. 2011).

Alteracdes no cédon 600 do gene BRAF e no cdédon 61 do gene
NRAS sao as mutacdes pontuais mais frequentes em melanomas cutaneos.
Em geral, essas mutacées sdo mutuamente exclusivas (Omholt, Platz et al.
2003; Poynter, Elder et al. 2006), embora, raramente, possam ser
concomitantes (Edlundh-Rose, Egyhazi et al. 2006; Goel, Lazar et al. 2006).
O presente estudo ndo evidenciou mutacbées BRAF e NRAS concomitantes,
sugerindo que, embora esses genes sejam complementares na via de
ativacdo MAPK, provavelmente apresentam diferentes ativagdes

oncogénicas entre as formas mutantes.
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Enquanto mutagbes no gene BRAF sdo mais frequentes em sitios
anatdbmicos que sugerem exposicdo solar intermitente, mutacées no gene
NRAS acometem areas de exposi¢ao solar crénica, em especial a regido de
cabeca e pescoco e membros superiores (van 't Veer, Burgering et al. 1989;
Ball, Yohn et al. 1994; van Elsas, Zerp et al. 1995; Platz, Egyhazi et al. 2008;
Ellerhorst, Greene et al. 2011; Lee, Choi et al. 2011). No presente estudo,
encontrou-se mutacdo NRAS em trés de 76 (3,95%) melanomas analisados.
Nos trés casos detectou-se a mutacdo 61K, acometendo homens com
melanoma em regido de cabeca e pescoco, porém sem evidéncias
histolégicas de dano solar crénico. Apesar de o numero de casos no
presente estudo com mutacdo do NRAS ser pequeno, saliente-se que ha
outros autores que também ndo encontraram relacdo significativa entre
mutacdo NRAS e exposicao solar cronica (Carr and Mackie 1994; Deuvitt, Liu

et al. 2011).

KIT € um gene essencial para a sobrevivéncia e o desenvolvimento
dos melandcitos. Embora normalmente expresso por melandcitos, mutacdes
em KIT ndo sao frequentemente observadas em melanomas cutaneos
(Willmore-Payne, Holden et al. 2005; Curtin, Busam et al. 2006; Willmore-
Payne, Holden et al. 2006). Neste estudo, a avaliacdo de 27 casos
identificou trés (11,1%) melanomas cutaneos com mutacdo em KIT, todas
localizadas no éxon 9 (G498S, G510D e V489l). Essa frequéncia de
mutacdes KIT encontrada € relativamente alta, levando-se em consideragao
gue mutacdes nesse gene sdo mais frequentes em melanomas de mucosas,

melanomas acrais e melanomas associados ao dano solar crénico, tipos
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raros em pacientes jovens, objeto deste estudo (Curtin, Busam et al. 2006;

Beadling, Jacobson-Dunlop et al. 2008).

Os dois casos de melanoma acral e os quatro que apresentaram
elastose solar (indicativo de dano solar cronico), incluidos nesta casuistica,
ndo foram sequenciados para a pesquisa de mutacdes KIT devido a amostra
inadequada ou a indisponibilidade de bloco de parafina. A mutagéo KIT mais
frequentemente relatada nos melanomas encontra-se no éxon 11 (L576P).
Essa mutacdo néo foi encontrada no presente estudo, muito provavelmente

devido aos tipos de melanomas avaliados.

A frequéncia relatada de mutacfes no éxon 9, em melanomas, é
baixa, de aproximadamente 6% (Carvajal, Antonescu et al. 2011; Bello,
Ariyan et al. 2013). Até o presente momento, ndo ha, na literatura, descri¢ao
das mutacdes G510D e G498S. Ja a mutacdo V489l foi recentemente
descrita por Kong et al. (2011) em um paciente asiatico portador de
melanoma acral (Kong, Si et al. 2011). O Unico caso, no presente estudo,
com a mutacdo (V489l) ocorreu em paciente do sexo masculino, com
melanoma em regido de cabeca e pescoco, porém, sem evidéncias
histol6gicas de dano solar crbnico. Curiosamente, este caso apresentou
mutacdo NRAS 61K concomitante, achado incomum na literatura. Os outros
dois casos com KIT mutado dessa série ocorreram em membro inferior e
tronco, ambos também sem evidéncias de dano solar crénico a histologia.
Wu et al. (2009) foram os pioneiros a descrever um caso de melanoma em
tronco com mutacdo L576P (éxon 11) do gene KIT, sem relacdo com a

exposicdo solar crbnica. Esses achados sugerem que, em melanomas
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cutaneos, a presenca de mutacdo no gene KIT ndo esteja diretamente
relacionada ao dano actinico. Essa relacdo entre dano solar crénico e

probabilidade de mutacdo em KIT merece mais investigagoes.

A maioria dos estudos avaliando mutacbes BRAF e KIT, em
melanomas, indica que a presenca dessas mutacdes € mutuamente
exclusiva (Willmore-Payne, Holden et al. 2005; Beadling, Jacobson-Dunlop
et al. 2008; Wu, Alvarez et al. 2009). Por outro lado, Curtin et al. (2006), ao
analisarem melanomas com muta¢cdes KIT, encontraram um caso de
melanoma acral com mutagdo BRAF concomitante. A mutacéo KIT (K642E),
encontrada por esses autores, € rara e questiona-se o seu papel oncogénico
independente (Curtin, Busam et al. 2006). No presente estudo, encontrou-se
um caso com mutagdo em ambos 0s genes BRAF e KIT (G510D). Nao ha
informacdes, na literatura, a respeito do papel oncogénico das trés mutacoes

KIT encontradas no presente estudo.

Estudos analisando o perfil genético de melanoma em pacientes
jovens sao raros na literatura. Daniotti et al. (2009) pesquisaram alteracdes
em nivel somético dos genes KIT, BRAF e NRAS em uma coorte de 21
casos de melanomas em criancas e adolescentes (faixa etéria entre dois e
19 anos). Esses autores encontraram alteracées de sequenciamento do
gene KIT, assim como perda da proteina KIT, porém, ndo observaram
mutacOes no gene KIT e no gene NRAS. Ainda nesse estudo, a ocorréncia
de mutacdes BRAF’F (5/10; 50%) foi semelhante aquela descrita na

populacao adulta.
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Em um estudo avaliando melanomas em uma populacdo chinesa,
Kong et al. (2011) identificaram sobrevida global significativamente menor
em pacientes com mutagdes KIT do que nagueles com o gene selvagem.
Além disso, as mutacdes do KIT ndo apresentaram relacdo com a idade,

sexo, estagio, espessura e ulceracdo dos melanomas primarios.

Embora véarios autores tenham investigado mutacbes KIT em
melanomas, o pequeno ndmero de casos com mutacdo nesse genes, no
presente estudo, ndo permite correlacdo de mutacdes do KIT com fatores

prognasticos clinicos ou histolégicos.
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Os resultados apresentados neste estudo levaram as seguintes

conclusoes:

1. Em relacdo aos parametros clinicos e morfolégicos, houve
predominio de pacientes do sexo feminino, sendo o tronco a
regido anatdémica mais acometida em ambos os sexos. Melanoma
extensivo superficial foi o tipo histolégico mais frequente, com a

maioria dos casos em fase vertical de crescimento;

2. A frequéncia da mutacdo BRAF**F foi de 38,7%;

3. N&o houve correlagdo entre a mutagdo BRAFY?F

e sexo, tipo
histologico, nivel de Clark, medida de Breslow, invaséo
angiolinfatica, infiltracdo  perineural, satelitose, infiltrado
inflamatorio peritumoral, nevo melanocitico associado e presenca

de elastose solar;

FVGOOE

4. Houve relacao inversa entre a presenca de mutacdo BRA e

regidao anatébmica de cabeca e pescoco;
5. Melanomas com fendmeno de regressdo nao apresentaram
FVGOOE.

mutacdes em BRA

FV600E & fase

6. Houve associacao significativa entre mutacdo BRA
vertical de crescimento, presenca de figura de mitose no
componente intradérmico, infiltrado inflamatério peritumoral

discreto e presenca de ulceragdo, todos achados histopatolégicos

gue indicam pior prognaostico;
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7. Em relacéo a sobrevida, ndo houve diferenca significativa entre os

V600E
F

pacientes com melanoma BRA mutado e selvagem,;

8. A frequéncia de mutagbes NRAS foi de 3,95%. As trés mutacdes
encontradas foram do tipo 61K ocorreram em pacientes do sexo

masculino e em regido de cabeca e pescoco;

9. Quando presentes, as mutacbes BRAF'F e NRAS foram

mutuamente exclusivas;

10. A frequéncia de mutagOes KIT foi de 11,1%, todas localizadas no

éxon 9;

11. Houve concomitancia de mutacdo KIT tanto com NRAS, como

com BRAF V600E.

12. Este estudo € o primeiro a descrever as mutacdes G510D e

G498S no gene KIT em melanomas cutaneos.
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Apéndice



7.

Apéndice 1 - Informacgdes gerais dos 139 casos de melanoma cutaneo em pacientes jovens (18-30 anos).

N ident. | dade |Sexo | Local | Gbito | Sporevice [Breslow] Breslow] B C L Inflamateriol. Inflamatério| | 1. | Mitsse |yeyo|Clark | Regressio| Satelitose|,, T2 |uiceraio |Metistase| BRAF | NRaS | KT
1 CB 2423/00 20 M MMIL - - =1,01 1.7 néo Wertical n&o Discreto inative néo sim néo Il néo néo ES ndo - MR MR NR
2 CB 8209/01 19 M | Tronco - - =1,01 19 néo Wertical néo Moderado inative néo sim néo mn ndo néo ES sim MR Selv. NR
3 CB 9080/01 20 M |Tronco| ndo 1417 =1,01 11.5 ndo Wertical néo Ausente ausente ndo sim néo L ndo ndo Nodular nio ndo Selv. | Selv. | Selv.
4 | CB10s60M1 28 F | MMIl | ndo 140,3 =101 125 ndo Vertical ndo Discreto ausente ndo sim ngo | Il ndo ndo NC ndo ndo NR NR NR
5 CB 560/02 Py F | MMIl | ndo 122.2 01 4 ndo Vertical sim Discreto ausente sim sim ndo | IV ndo ndo Nodular ndo ndo Selv. | Selv. NR
6 CB 8750/02 28 F MMSS - - =10 055 ndo Radial nio Moderado inativo nic nao nio n nio nio ES néo NR NR NR
7 | CB 1175202 23 M | MMSS - - =1,01 15 néo Vertical néo Discreto ausente néo sim néo m néo néo Acral sim NR NR NR
8 CB 1313/03 30 F MM - =10 0 néo Radial néo Moderado néo aplica néo néo néo | néo néo ES ndo néo NR NR NR
9 | CB17075/04 27 F [Tronco| ndo 100,2 =1,0 05 néo Wertical n&o Moderado ativo néo né&o néo 1l sim néo ES ndo néo Selv. | Selv. NR
10 CB 3355/05 30 F MM - =1,01 5,6 ndo Wertical néo Discreto ausente ndo sim néo m ndo ndo Nodular sim Mut. MR NR
1 CB 4155/05 24 F MM - - =10 035 ndo Radial nio Discreto inativo nio nao nao Ll nio nio ES nédo - Selv. Selv. NR
12 CB 5058/05 7 M cP sim 250 21,01 4 néo Vertical n&o Ausente ausente néo sim néo n néo néo NC sim sim Selv. g‘ﬁ‘( NR
13 CB 5086/05 29 M |Tronco - - =0 36 ndo Vertical sim Ausente ausente nic sim nio m nio nio Nodular néo NR NR NR
14 CB 8144/05 22 F [Tronco| ndo 183 =10 0,35 néo Radial néo Moderado inativo néo néo néo 1l sim néo ES ndo néo Selv. | Selv NR
15 CB 9523/05 25 M [MMSS | ndo 68,1 =10 0,25 néo Radial néo Moderado ausente néo né&o néo 1l néo néo ES ndo néo NR NR NR
16 CB 9618/05 29 F_|Tronco| ndo 97,9 =10 0.8 néo Vertical nao Moderado ausente ndc sim sim mn nao néo ES néo nao MR MR NR
17 CB 9860/05 30 F MMSS - - =10 05 ndo Radial nio Moderado ausente nio nao nao Ll nio nio ES nédo NR NR NR
18 | CB 10563/05 30 M |Tronco| ndo 96,0 =10 0,35 néo Radial nao Intenso ativo néo néo n&o Il nio néo ES ndo néo Selv. NR NR
19 | cB1126205 | 23 | F |[Troneo| nde 955 <10 | 075 | nio | Vertical niio Intenso auserie nio ndo ndo [ sim néo ES niio nio NR | NR | NR
L axilar,
20 | CB 1215605 23 F |Tronco| sim 210 =1,01 4 ndo Wertical sim Discreto ausente ndo sim néo [ ndo ndo Nodular sim E-D:;?.e MR MR NR
figado
21 | CB 13621/05 26 M MM ndo =10 0 néo Radial néo Discreto néo aplica néo néo néo | néo néo ES ndo - Selv. | Selv NR
22 | CB 15587/05 30 F MM ndo 942 =10 07 néo Radial néo Ausente ausente néo néo néo 1l néo néo ES ndo néo NR NR NR
23 | CB18707/05 25 M | Tronco - 478 21,01 13 néo Wertical n&o Discreto ausente néo né&o néo n néo néo ES sim néo Selv. | Selv. NR
24 | CB 17759/06 27 F cP ndo 797 =1,0 0,6 ndo Wertical néo Discreto ativo ndo sim néo Il ndo ndo ES nio ndo Mut. | Selv. NR
25 CB 2840/07 30 F | Tronco - - =1,0 05 ndo Wertical néo Discreto inativo ndo n&o néo 1l ndo ndo ES nio - MR MR NR
26 CB 8909/07 20 F | Tronco - - =1,0 0,95 néo Vertical néo Discreto ausente néo sim néo [ néo néo ES ndo mgIIJTnal MR MR NR
27 | CB 1511207 29 F |Tronco| ndo 695 =10 0,7 ndo Vertical nio Discreto inativo nic sim nio n sim nio ES néo nio Selv. Selv. NR
28 | CB 20255/07 22 M - - =101 4 néo Vertical néo Moderado ativo néo sim néo m néo néo Nodular sim - Mut. Selv. NR
29 | CB22061/07 24 M MM sim 370 =101 1.7 néo Vertical néo Discreto inativo néo sim néo m néo néo ES ndo \ng;;gg\ e | Selv. | Selv. NR
30 CB 3073/08 29 M cP - =1,01 1.1 néo Wertical n&o Moderado inative néo sim sim mn gim néo ES ndo - Selv. | Selv. NR
3 CB 1787/09 25 M CcP ndo 853 =1,0 0,6 néo Radial néo Discreto ausente néo néo néo 1l ndo néo ES nio néo MR MR NR
32| cB346am9 | 18 | M | cP | ndo 52,2 =10 06 | ndo | Radal nio Discreto ausents ndo o ndo | ndio néo ES sim nio Selv. “é‘;‘;‘( \E?é\
3 CB 4987/09 29 F | Tronco - - =1,0 [X:] ndo Radial né Discreto ausente ndo n&o néo 1l ndo ndo ES nio Selv. | Selv. NR
34 | CB 1404309 22 M CP ndo 407 =1,0 0,2 ndo Radial néo Moderado inativo ndo n&o sim 1l ndo ndo ES nio ndo Selv. | Selv. NR
35 | B 15201/08 29 F MM 488 =10 0 ndo Radial né Discreto ndo aplica ndo nao sim | nao ndo ES ndo nao Selv. | Selv. NR
36 | CB 16025/08 26 F I - =10 04 ndo Radial nao Discreto ausente ndo n&o nao 1l nao nédo ES ndo MR MR MR
37 | CB22859/09 24 M cP n&o 46,1 =1,01 3.5 néo Wertical n&o Moderado inative néo sim néo mn néo néo MNodular sim néo Selv. MR NR
38 | CB23523/09 25 F MMl - - =1,0 0,75 ndo Wertical né Discreto inative ndo sim néo [ ndo ndo Nodular néo \nglli?a\ e | Selv. | Selv. | Selv.
mama
38 | CB26993/09 26 F - - - =10 0,65 néo Radial N Moderado ausente néo néo sim 1l néo néo ES ndo - NR NR NR
40 CB 1168/10 28 M |Tronco| ndo 40,9 =10 0,2 néo Radial nao Moderado ausente ndc nao sim Il sim néo ES néo MNio MR MR NR
41 CB 4975/10 24 M MM sim 31 =1,01 4 néo Vertical néo Ausente ausente néo sim néo n néo néo MNodular sim M?Ene Selv. | Selv. NR
Iméio
42 CB 5641/10 20 F CcP - - 21,01 3.3 gim Wertical néo Ausente ausente néo sim néo n ndo néo MNodular nio = - MR MR NR
43 | CBT179M0 23 F |Tronco| - - 31 néo Vertical ndo Discreto ativo ndo sim ndo | Il néo néo ES ndo - Selv. NR NR
44 | cB11987M0 | 29 M| M - - 10 ndo Vertical ndo Ausente ausente ndo sim ndéo | WV ndo ndo Acral sim Selv. | Selv. NR
45 SP 5835110 7 F MM ndo 357 12 néo Vertical néo Intenso inativo néo néo néo m sim néo ES ndo néo Selv. | Selv. | Selv.
46 | CB27892M10 25 F |Tronco| ndo 36 =1,01 1,65 ndo Vertical néo Discreto ausente ndo sim néo m ndo sim ES néo ndo Selv. | Selv. Gﬁ;‘a&‘
47 | cB27%40110 | 30 | F [Troneo| ndo 36,0 =10 [] ndo Radial néo Moderado nédo aplica néo néo ndo | | ndo néo ES néo néo Selv. [ sew. | NR
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Sobrevida

Breslow

Ereslow

E
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I. Inflamatorio

I. Inflamatario

Mitose

Tipo

+ LT LT | ke G (meses) 1 1l Solar | Crescimento Angiolilnfética Peritumoral | intratumoral | Perineural | Intradérmica | NE¥© | C1ark GipE E s Histologico Ulceragio | Metastase| BRAF | NRAS | KIT
48 | cB29528M0 | 22 F - - - =1,0 0.5 néo Radial néo Discreto ausente néo néo sim [ sim néo ES néo - NR NR NR
49 | CB29607M10 | 28 F |MMSS| - - =1,01 3 ndo Vertical néo Discreto inative néo sim ndo | IV nédo néo Modular néo Selv. | Selv. | Selv.
50 CB 172111 2 M | Tronco - - =1,0 ] ndo Radial néo Intenso néo aplica néo ndo ndo 1 =im néo ES nio néo Selv. | Selv. | Selv.
51 | CBa14ai11 24 F |Tronco| - - =1,0 045 ndo Radial néo Moderado inative néo néo sim Il néo néo ES néo - Selv. | Selv. | NR
52 | sP 1013311 24 F MMIl [ N3o 276 =1,0 05 ndo Radial néo Moderado ativo néo ndo ndo I néo néo ES ndo néo Selv. | Selv. NR
53 [ cB11573M11 | 29 F | Tronco| Néo - =1,0 0.8 néo ertical néo Discreto inative néo sim ndo | 1 néo néo ES néo néo Selv. | Selv. | NR
54 | CB12709M1 | 2 F |Tronco| - - =1,0 0.6 néo Radial néo Discreto ausente néo ndo ndo | I néo néo ES néo - Selv. | Selv. | NR
55 | CB 13928M1 30 M MM - - =1,0 ] ndo Radial néo Discreto néo aplica néo ndo ndo 1 néo néo ES ndo - MR MR NR
56 | CB 1420611 | 24 M CP ndo 26,7 =1,0 0,86 néo Radial néo Moderado ausente néo n&o sim I néo néo ES ndo ndo Selv. | NR NR
57 | CB 24108M1 28 F |MMSS| ndo 223 =1,0 0,75 ndo Vertical néo Moderado inativo néo sim ndo I =im néo ES ndo néo Selv. MR NR
58 | CB 24238M1 23 M CP = 229 =1,01 1.4 néo Vertical néo Moderado ativo néo néo ndo m sim néo ES néo jr;g!n%égao Selv. MR NR
55 | CBa02912 30 F |Tronco| ndo 16,7 =1,0 07 ndo Radial néo Discreto inativo néo ndo ndo I =im néo ES ndo néo Selv. | Selv. | Selv
60 | CB 868312 30 F |Tronco| ndo - 21,01 45 ndo Vertical ndo Discreto inative néo sim ndo | 1 néo néo ES sim néo Mut. | Selv. | Seh.
61 | CBag7aM2 29 F MMIl [ ndo 17,5 =1,0 ] ndo Radial néo Moderado néo aplica néo ndo ndo 1 néo néo ES ndo néo MR | Selv. | Selv
62 | CB 1335512 19 F |MMSS| ndo 379 =101 4 ndo Vertical néo Discreto ausente néEo sim ndo [ néo néEo Nodular sim LN adilar | Mut. | Selv. | Seh.
63 | CB 2969311 30 F | Tronco B B =101 1.2 ndo Vertical néo Discreto ativo néEo sim ndo [ IV néo néEo Nodular ndo - Mut. | Selv. NR
64 | RR12-2664 30 F |Tronco| - - =1,0 0.4 néo Radial néo Moderado ausente néo néo ndo [ sim néo ES néo - Selv. | Selv. | Selv
65 | RR12-1441 30 F |Tronco| ndo 196 =10 1.7 néo ertical néo Discreto auzente néo sim ndo | 1l néo néo ES néo LM axilar | Selv. | Selv. | Selv
66 | RR12-1399 30 M |Tronco| ndo 19,2 =1,0 05 ndo Vertical néo Intenso inativo néo sim ndo I =im néo ES nio néo Selv. | Selv. | Selv
67 | RR116137 28 F - - - =1,0 07 nég Vertical néo Moderado ativo néo sim néo [ néo néo ES ndo Mut. | Selv. | Selv.
68 | RR11-17231 28 F |Tronco| ndo 13,0 =1,0 1 ndo Vertical néo Moderado ativo néEo sim ndo m néo néEo ES sim néo Mut. | Selv. | Selv.
69 | RR11-16347 29 M CcP B = =101 5.5 ndo Vertical néo Discreto inativo =im sim ndo v néo néo ES ndo - Selv. r;'l:.l't( Selv.
70 [ RR10-3211 23 F |Tronco| ndo 30,7 =1,0 05 ndo Vertical néo Moderado inativo néEo sim ndo [ néo néEo ES ndo néo Mut. | Selv. | Selv.
71 | RR10-19016 | 30 F MMII - - =1,0 045 néo Radial néo Discreto inative néo néo ndo [ sim néo ES néo Selv. | Selv. | Selv
72 | RR10-6624 30 F B B = =1,0 0g ndo Vertical néo Discreto inativo néEo ndo =im [ néo néo ES ndo - Mut. | Selv. | Selv.
73 | RRO9-28053 | 23 F |Tronco| - - =1,0 0,3 ndo Radial néo Intenso ativo néo néo néo Il néo néo ES néo Selv. NR NR
T4 | RRD9-27626 a7 F MMIl | ndo 451 =1,0 06 ndo Radial néo Discreto ausente néEo ndo ndo [ néo néEo ES ndo néo Mut. | Selv. NR
75 | RRO9-26731 30 M | Tronco B B =1,0 03 ndo Radial néo Discreto ausente néEo ndo ndo [ néo néo ES ndo Mut. | Selv. | Selv.
76 | RR09-24524 | 26 M - - - =101 4 ndo Vertical ndo Discreto inativo nEo sim ndo [ | ndo nEo Modular sim - Mut. | Selv. [ NR
77 | RRO9-3353 29 M cP - - =1,01 37 néo ertical néo Discreto ativo sim sim ndo | IV néo néo ES sim - Selv. | Selv. | NR
78 RRO9-53 28 F | Tronco B B =1,0 06 ndo Vertical néo Moderado inativo néEo sim =im [ néo néo ES ndo - Mut. MR NR
79 | RRD9-6235 28 F MMIl | ndo 549 =1,0 05 ndo Radial néo Discreto inativo néEo ndo ndo [ néo néo ES ndo néo Mut. | Selv. Gg‘:?].D
80 | RRDB-27861 25 F MMII | ndo 58,0 21,01 2 ndo Vertical ndo Discreto ausente néo sim ndo | 1 néo néo ES néo néo Mut. NR NR
81 | RRO8-26016 | 20 F - - - =1,0 0,65 ndo Radial néo Moderado ausente néo néo néo Il sim néo ES néo Selv. | Selv. | Selv.
82 | RRO8-4579 26 M | MMSS - - =1,0 1 néo ertical néo Discreto ausente néo sim ndo | 1 néo néo ES néo NR NR NR
83 | RRD8-21154 20 M MMIl | ndo 56,3 =101 7 ndo Vertical néo Discreto ausente néEo sim ndo [ IV néo néEo Nodular sim néo Mut. | Selv. NR
84 | RRDB-17326 23 F MM B B =101 24 ndo Vertical néo Discreto ausente néEo sim =im m néo néo ES ndo Mut. | Selv. NR
85 | RRDB-16540 | 29 F = = = =101 23 nao ertical nao Discreto ausente n&Eo sim ndo | M nao néo ES ndo Mut. | Selv. | Selv.
86 | RRO7-24913 30 F MMIl | ndo 70,5 =1,0 06 ndo Vertical néo Moderado inativo néEo sim ndo [ néo néo ES ndo néo Mut. | Selv. NR
87 | RRO7-24250 | 29 F MMII - - =1,0 0,38 nég Vertical néo Discreto ausente néo sim sim [ néo néo ES ndo - Mut. | Selv. | NR
88 | RRO7-23784 30 M CcP ndo 527 =1,0 04 =im Radial néo Discreto ausente néo ndo ndo I néo néo ES ndo néo Selv. MR NR
&g RRO7-9993 7 F MMII - - =1,01 1.3 ndo Vertical ndo Intenso ativo néo sim néo 1 néo néo =3 ndo Mut. | Selv. NR
90 | RRO7-6943 a7 F | Tronco B B =1,0 05 ndo Radial néo Discreto inativo néEo ndo ndo [ néo néo ES ndo Mut. | Selv. NR
91 | RRDE-15662 26 F CcP ndo 871 =1,0 0,15 =im Radial néo Discreto inativo néo ndo ndo I néo néo ES ndo néo Selv. | Selv. NR
92 | RROB-19768 | 23 F |MMSS| - - =1,0 0.5 ndo Radial néo Discreto ausente néo ndo ndo | I néo néo ES néo - Selv. | Selv. | NR
93 | RRDB-7901 23 M | Tronco - 91,8 =101 1,2 ndo Vertical néo Discreto inativo néo sim =im m néo néo ES ndo néo MR MR NR
94 | RROG6-1003 19 F |Tronco| sim 80,2 =1,01 14 néo ertical néo Discreto inativo néo sim sim m néo néo ES sim MR MR NR
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N ident. | Idade |Sexo | Local | Obito s“’n':z:'s‘;a B'ef"""“ B“’ﬁ"’“’ 55"“ c = B "F;e:imm;ra'l" i n Perir'.'eural . m:‘é‘gf;ica Mevo | Clark | Regressiio| Satelitose Hist—":'ﬂ:;im Ulceragio |Metastase | BRAF | NRAS | KIT
95 | RRO5-5249 29 F - - - =1,0 0,7 ndo Radial n&o Moderado inativo néo néo néo Il sim néo ES néo - Selv. | Selv. | NR
96 | RROS-14341 28 F - - - =1,0 05 néo Radial ndo Discreto ausente néo néo néo [ sim néo ES ndo Selv. | Selv. NR
97 | RRD4-12775 23 F MMIl | ndo 1125 =101 5.1 ndo Vertical ndo Discreto ausente néo sim néo v ndo néEo MNodular =im néo Mut. | Selv. | NR
98 | RRO3-15404 | 19 M |Tronco| - B =1,0 1 ndo Vertical ndo Discreto ativo nEo sim sim | 1l néo néo ES ndo Mut. | Selv. [ NR
99 | RRO3-21686 28 F [MMmss = B =10 05 ndo Radial ndo Moderado ausente néo nao néo [ ndo néo ES ndo - Mut. MR NR
100 | RRO3-19452 | 20 M |Tronco = =10 06 ndo Radial néo Discreto inativo néo ndo nao [ nio néo ES ndo Mut. NR MR
101 | RRO2-22153 | 26 M cP ndo 1348 =1,0 0.8 sim ‘ertical néo Moderado inativo néo néo néo [ néo néo ES néo néo Selv. | Selv. | NR
102 | RRO2-21435 | 20 M |Tronco| nde 132,8 =1,0 045 néo Radial néo Discreto inativo néo néo néo [ sim néo ES néo néo Selv. | Selv. | NR
103 | RRO1-12746 | 30 M - - =1,0 05 néo Radial néo Moderado inativo néo néo néo [ néo néo ES néo - NR. NR NR
104 | RRO1-11855 18 F MMl | ndo 1494 21,01 13 néo ‘ertical néo Moderado ativo néo sim ndc | NI néo néo ES néo néo Selv. | Selv. | NR
105 | RRO1-6642 30 M |Tronco - 21,01 3 néo ‘ertical néo Discreto inativo néo sim néo [ sim néo Modular sim NR. NR NR
106 | RRO0-2044 | M |[Tronco| sim 242 =101 32 ndo Vertical ndo Discreto inativo néo sim ndo [ IV ndo =im ES =im SNC Mut. | Selv. | NR
107 | RRO0-7505 25 F |Tronco| ndo 1643 =1,0 0.6 ndo Radial néo Moderado ativo N0 néo sim | 1l sim néo ES mdo ndo Selv. | Selv. | NR
108 | RR99-5934 7 M |[Tronco| sim 736 =10 06 ndo Vertical ndo Discreto inativo néo sim néo [ ndo néEo ES ndo V. biliar Mut. [ Selv. | NR
109 | RR99-4869 28 F |Tronco| ndo 58,2 =1,01 18 nao Vertical nao Discreto inativo néo sim nao | I nio n&o Modular ndo néo Mut. NR NR
110 | RR9-8576 28 F |Tronco| ndo 1724 =1,0 03 néo Radial néo Moderado ativo néo néo sim [ néo néo ES néo néo Selv. | Selv. | NR
111 | RR99-4312 25 F [MMmss - - =1,0 ] ndo Radial ndo Moderado néo aplica néo néo =im 1 ndo néo ES nido - Selv. | Selv. NR
112 | RR99-1675 28 F - - - 21,01 11 néo ‘ertical néo Discreto inativo néo sim ndc | NI néo néo ES néo - Selv. [ NR NR
113 | RR99-18914 28 F MMII - - =1,0 0.8 néo Vertical néo Moderado inativo néo nao néo m nio néo ES nido - MR MR NR

LN axilar,
114 | RR93-16805 | 28 M |Tronco| sim 98 21,01 22 néo ‘ertical néo Discreto inativo néo sim ndc | NI néo néo ES sim ﬁZ:e;I:é, NR. NR NR
SNC
115 | RR99-16500 23 F [MMmss - 50,4 =101 1,2 ndo Vertical ndo Discreto ativo néo sim néo m ndo néo Nodular =im néo MR MR NR
116 | RR99-16468 | 29 F | MMIl | ndo 170,2 =1,0 035 | ndo Radial ndo Moderado inativo N0 ndo ndo [ |l néo néo ES mido ndo NR NR NR
117 | RR98-3513 28 M |[MMSS - - =1,0 ] ndo Radial ndo Discreto néo aplica néo néo néo 1 ndo néo ES nido - MR MR NR
118 [ RR38-2705 b M | Tronco - 21,01 32 ndo Vertical néo Discreto inativo ndo sim ndo | IV néo néo ES =im - NR NR MR
119 | RR98-8779 26 F |Tronco| ndo 186,2 =1,0 025 néo Radial néo Moderado ativo néo néo sim [ sim néo ES néo néo Selv. [ NR NR
120 [ RR9B-118 18 F | MMIl | ndo 1927 =101 3 néo Vertical néo Moderado ausente néo sim ndo | Il néo néo Modular méo néo NR NR NR
121 | RR97-11461 30 M |Tronco| nde 1958 =1,0 065 néo ‘ertical néo Discreto inativo néo néo ndc | NI néo néo ES néo néo NR. NR NR
122 | RR97-1478 28 F |MMSS| ndo 2036 =1,01 1.5 néo Vertical néo Moderado ativo néo sim néo m nio néo ES nido néo MR MR NR
123 | RRO7-1333 26 M CP sim 71,8 =1,01 45 nao Vertical nao Moderado inativo néo sim nao | I nio n&o Modular =im (I‘._e::\.'?;:‘al?r; Mut. NR NR
ubcutineo|
124 | RR96-5677 28 M |Tronco| sim 19,6 =101 1,2 néo Vertical néo Moderado inative néo sim sim m nio néo ES ndo sim NR. MR MR
125 | RR96-8593 24 M [MMSS| ndo 2093 =101 1,1 ndo Radial ndo Discreto ausente néo nao néo [ ndo néEo ES ndo néo Mut. [ Selv. | NR
126 | RRO5-10426 | 26 F |Tronco| ndo 2209 =1,0 0.9 ndo Vertical néo Moderado ativo ndo sim ndo | I néo néo ES =im ndo NR NR MR
127 | RR95-8574 28 M |Tronco| nde 2219 21,01 néo ‘ertical N&o Discreto inativo néo sim sim m néo néo Modular sim néo Selv. [ NR NR
128 | CB 1614512 | 29 F [MMSS - - =1,0 1] ndo Radial (NEL) Discreto néo aplica néo ndo ndo | néo néo ES ndo Mut. MR NR
129 | CB 1932112 | 22 M MMII | ndo B =10 03 ndo Radial Mo Discreto ausente néo nao =im [ ndo néEo ES nido néo Mut. MR | Selv.
130 | CB 1513912 | 19 F MM - - =1,0 ] ndo Radial Mo Discreto néo aplica néo néo =im 1 ndo néo ES nido Selv. | Selv. NR
131 | CB20108M2 | 23 F |MMSS = = =1,01 38 nao Vertical Nao Discreto inativo néo sim nao | I nio n&o Modular =im LN:?IIar Mut. | Selv. | Sehv.
itoral
132 | CB 1852512 | 26 Tronco| - - =1,0 07 néo Vertical N&o Discreto inative néo sim sim [ nio néo ES ndo = - Mut. | Selv. | Seh.

M — Masculino

Selv. — Selvagem

F — Feminino
Mut. — Mutado

CP — Cabeca e pescocgo

NR — Nao realizado

MMSS- Membros superiores
LN — Linfonodo

MMII — Membros inferiores
SNC - Sistema Nervoso Central

ES — Extensivo superficial
v. biliar — vesicula biliar
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa.

ISP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, em sessao de 11/07/2012, APROVOU o Protocolo de
Pesquisa n® 149/12 intitulado: “AVALIACAO ANATOMO-CLINICA E
MOLECULAR DO MELANOMA CUTANEO EM PACIENTES JOVENS
(IDADE = 30 ANOS)” apresentado pelo Departamento de PATOLOGIA

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-
FMUSP, os relatorios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucao do
Conselho Nacional de Saide n® 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra

"c").

Pesquisador (a) Responsivel: Carlos E. Bacchi
Pesquisador (a) Executante: Bruna Estrozi

CEP-FMUSP, 17 de Julho de 2012.

/ZC.LM,;LM pwan)

Prof. Dr. Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
e-mail: cep.fmusp@hcnet usp br
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Anexo 2 — Artigo Publicado.

RESEARCH ARTICLE

Clinicopathologic Findings and BRAF Mutation in
Cutaneous Melanoma in Young Adults

Bruna Estrozi, MD,*  Juliana Machado, RPh,* Rubens Rodriguez, MD,}
and Carlos E. Bacchi, MD, PhD*{

Abstract: Cutaneous melanoma in young patients is rare with
increasing incidence. It is not clear whether the etiology and
clinical outcome are similar to cutaneous melanoma in the el-
derly. Mutations in BRAF gene in patients with cutaneous
melanoma, in general, range in frequency from 20% to 80%;
however, the status and clinical significance of BRAF mutations
in the young population have not been evaluated. We inves-
tigated 132 cases of primary cutaneous melanoma in patients
aged between 18 and 30 years with emphasis on clinical char-
acteristics, pathologic features, and molecular evaluation of
mutation in the BRAF gene (BRAFY*®®). It was predominantly
seen in female individuals (61.4%), trunk was the most common
site of involvement (40.4%), and superficially spreading mela-
noma was the predominant histologic type (79.5%). Mutation in
BRAFY*™E wag analyzed successfully in 93 cases using an RT-
PCR. The BRAF *®F mutation was identified in 38.7% (36/93)
and was associated with vertical growth phase (P = 0.01) and
mild inflammatory infiltrate (P = 0.02). No case of melanoma
with regression phenomenon presented with BRAFYF muta-
tion (P < 0.05). There was no significant association between
BRAFYSE mutation and sex, histologic type, the Clark level,
the Breslow index, solar elastosis, angiolymphatic and peri-
neural invasion, satellitosis, and coexisting nevus. As in mela-
nomas in older patients, these results probably indicate that
BRAF mutation may not be the only key factor in melanoma
tumorigenesis, and that there should be multiple alternative
genetic pathways related to melanoma.

Key Words: melanoma, BRAF, mutation, young adults, skin,
molecular biology

(Appl Bnmunohistochem Mol Morphol 2014;22:57-64)

utaneous melanoma occurs predominantly in adults,
with a peak incidence around the sixth decade of
life; however, recently, melanoma has been diagnosed
increasingly in middle-aged adults and youth with a
considerable number of case reports in children and

From the *Consultoria em Patologia, Botucatu; + Department of Patho-
logy of Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, SP; and fInstituto de Patologia, Passo Fundo, RS, Brazil.

The authors declare no conflict of interest.

Reprints: Carlos E. Bacchi, MD, PhD, Consultoria em Patologia, Rua
Lednidas Cardoso 739, Botucatu, SP 18602-010, Brazl (e-mail:
bacchi@conspat.com.br).

Copyright © 2013 by Lippincott Williams & Wilkins
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adolescents.! The incidence of melanoma in prepubertal
patients is very low with estimates of 0.4% of all mela-
nomas.” In adolescents, the incidence is 2%, and in young
adults up to the age of 30 years the incidence is
3.3%.34

Although rare, cutaneous melanoma is the second
most commonly diagnosed cancer in patients under the age
of 30 years in the United States of America, surpassed only
by lymphomas.’ The main risk factors for melanoma in
young people have been attributed to the number of
atypical nevi, large congenital nevi, family history of mel-
anoma, xeroderma pigmentosum, immunosuppression, and
repeated or severe sunburn in childhood.® Some studies
have suggested that young patients may experience worse
outcomes with earlier recurrences compared with adults,
whereas a more favorable outcome in the young also has
been reported.”® Livestro et al'® demonstrated that the
survival of young patients with melanoma was similar to
the survival of adult thickness-matched control, and prog-
nostic factors in young patients were similar to those
identified in adult melanoma. It has been reported that
young patients have a higher percentage of thick melano-
mas, nodular histologic type, and increased risk of lymph
node metastasis compared with adult patients.®! These
findings suggest that melanoma may not be a homogenous
entity, and young patients may have a disease that differs
biologically from that occurring in older patients.

The recent identification of genetic alterations related
to the development and progression of melanoma supports
the concept of biologically distinct types of this disease.
The most common gene mutations described in cutaneous
melanomas involve the following genes: BRAF, NRAS,
and KIT. The mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway (RAS/RAF/MEK/ERK) is a critical growth
pathway in cutaneous melanoma.'? BRAF is a serine/
threonine protein kinase activated by the Ras-GTP pro-
tein.!3 The gene encodes a BRAF cascade serine/threonine
kinase through a RAS/RAF/MAPK pathway involved
with the mitogenic signal transduction receptor membrane
to the nucleus of cells.’® Mutations in the BRAF gene,
located on chromosome 7q, are the most frequent muta-
tions (60% to 80%) found in human melanomas.!>*
Eighty percent of these mutations are found in exon 15ina
single amino acid residue, usually a substitution of valine
for glutamic acid (V600E) (BRAFY'F) 13

In this study, we report 132 cases of cutaneous
malignant melanoma in patients between 18 and 30 years

www.appliedimmunohist.com | 57




Anexos

121

Estrozi et al

Appl Immunohistochem Mol Morphol * Volume 22, Number 1, January 2014

of age with the emphasis on clinical characteristics,
pathologic features, and the evaluation of the BRAFY60F
mutation.

MATERIALS AND METHODS

Patient Selection

This study was approved by the Department of
Pathology Scientific Committee of the Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo and by the
Ethical Committee for Research Projects of the Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (CAPPesq, process #149/12). As the study
was retrospective, informed patient consent was waived,
and any form of patient identification was abolished. The
study involved the analysis of 132 young adult patients
(aged between 18 and 30y), who were diagnosed with
primary cutaneous melanoma between 1995 and 2012 in 2
distinct pathology laboratories: Consultoria em Patologia
(68 cases), Botucatu, Sdo Paulo State and Instituto de
Patologia (64 cases), Passo Fundo, Rio Grande do Sul
State, both in Brazil. Demographic data (age at diagnosis
and sex) were recorded. The anatomic locations were
divided into 4 groups when the information was available:
trunk, head and neck, lower limbs, and upper limbs.

Histopathology

All slides of the primary lesions were reassessed by
at least one of the authors (B.E., C.E.B., and R.R.) and
reevaluated according to the criteria described by the
World Health Organization (2006). For cases with dis-
cordant interpretations with respect to the original report,
a consensus was determined by simultaneous examination
under a dual-head microscope (B.E. and C.E.B.). New
histologic sections were obtained from paraffin blocks
and stained with hematoxylin and eosin when necessary.
Histologic characteristics were reviewed, that is, histo-
logic type (superficial spreading, nodular, acral lentigi-
nous and lentigo maligna, and unclassifiable when a
specific subtype was not possible to be assessed), the
Clark level (through levels I to V), the Breslow index (in
mm), tumor growth phase (radial or vertical), size, ul-
ceration, mitotic index (number of mitoses/10 high-power
fields), regression, angiolymphatic invasion, perineural
infiltration, microscopic satellitosis, peritumoral and in-
tratumoral inflammatory infiltrate, associated nevus, and
solar elastosis.

Molecular Biology

DNA Extraction and Mutational Analysis of BRAF

All tumor specimens underwent microdissection
based on hematoxylin and eosin sections obtained from
native paraffin block findings before DNA was extracted
from formalin-fixed, paraffin-embedded tissues using a
saline method. A qualitative size range PCR assay was
performed to determine the DNA quality of formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue samples. The assay com-
prised 5 primers that amplify products of 100 throu%h 600
base pairs and has been used before successfully.!> The
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cases with adequately preserved DNA were evaluated for
BRAFYS™E mutation using real-time PCR allelic dis-
crimination. PCR amplification was performed in 15 puL
of reaction mixtures comprising 5Sng of template DNA,
1 x TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA), 1 x of each primer and a probe assay
(Custom Taqman SNP Genotyping assays), and H,O
gsp. The thermal cycling was initiated with a denatura-
tion step of 10 minutes at 95°C, followed by 40 cycles of
denaturation at 95°C for 15 seconds, and annealing at
60°C for 1 minute on a 7500 Fast Real-Time System
(Applied Biosystems).

Statistical Methodology

Descriptive analysis was made for all studied vari-
ables. For discrete variables, frequency distribution was
raised, and averages and SDs were calculated for the
quantitative variables (age and thickness). For the as-
sessment of thickness, we used the analysis of variance
technique ANOVA and the F-Fisher statistic. The same
technique was used in the comparison of the age averages
by sex. To evaluate the effect of sex on the melanoma
location and BRAFV®E mutation, contingency tables
were elaborated (double entry), and the association was
evaluated by the Pearson y~ statistic. The significance
level adopted in all tests was 0.05, and, for all observed
statistics, the values of descriptive level P were calculated
and presented in the text.

RESULTS

Clinical Findings

Of the 132 patients surveyed, 81 (61.4%) were fe-
male and 51 (38.6%) were male. The average age at di-
agnosis was 25.9 years (range, 18 to 30y). The median
male age was 26 (mean 25.31) years, whereas the median
female age was 28 (mean 26.36) years. In 15 (11.3%)
patients, there was a history of change of size and alter-
ation of color and/or symmetry of the lesion. Bleeding
was reported in 4 cases. In 1 case, there were changes in a
preexisting melanocytic lesion during pregnancy. One
patient reported a family history of melanoma in a
grandfather. A giant congenital melanocytic nevus at the
site of the subsequent melanoma was documented in 1
case. The distribution of anatomic location of all 132
cases evaluated is presented in Figure 1A. The most
common anatomic primary site of involvement was the
trunk in 32% of patients (42 cases), followed by the lower
limbs in 25% (33 cases). In 21% (28 cases) of the patients,
the site of involvement was not possible to determine. In
male patients, melanomas were located most frequently in
the trunk, followed by the head and the neck, whereas the
lower limbs followed by the trunk were the most common
anatomic locations in female patients (Fig. 1B).

Histopathology

The histologic classification was as follows: 105
(79.5%) cases of superficially spreading melanoma, in-
cluding 11 cases represented by “in situ” melanoma, 23

© 2013 Lippincott Williams & Wilkins




122 Anexos

Appl Immunohistochem Mol Morpho! « Volume 22, Number 1, January 2014

BRAF Mutation in Melanoma in Young Adults

A B 30
25

® Head and Neck —
S 20

® Lower Limbs i

v
® Upper Limbs 2 15

=

® Unknown o
& 10

® Trunk

5
0

bl

® Female
® Male

Head and
Neck

Lower Lims Upper Limbs Trunk

FIGURE 1. A, Distribution by anatomic sites of 132 cases of cutaneous melanoma in patients between 18 and 30 years of age.
B, Comparison of anatornic location in 104 cases of cutaneous melanoma in patients between 18 and 30 years of age by sex.

(17.5%) nodular melanomas, 2 (1.5%) acral lentiginous
melanomas, and 2 (1.5%) unclassifiable. There were no
cases of lentigo maligna melanoma. Most cases presented
with the Clark level II (48.5%), followed by level III
(31.1%). Tumor thickness in invasive lesions ranged from
0.2 to 11.5mm (average 1.65 £ 1.31 mm). With respect to
thickness evaluation, the results were: 79 (59.84%) cases
had 0 to 1.0mm-thick tumors (thin melanoma), 23
(17.42%) cases had 1.01 to 2.0mm-thick tumors, 22
(16.66%) cases had 2.01 to 4.0mm-thick tumors, and 8
(6.06%) cases had >4.0mm-thick tumors. The mean
Breslow thickness was greater in male patients (2.06 mm)
than in female patients (1.17 mm). The medium size of the
lesions was 7.85mm (£ 3.36mm). Ulceration was de-
tected in 28 (21.2%) cases. Radial growth phase was
found in 54 of 132 (40.9%) patients, whereas majority
(59.1%) of them presented with vertical growth. Mitotic
figures (at least 1) in the dermal component were found in
51.5% of the cases. Only 22 (16.7%) patients presented
with regression phenomenon. Angiolymphatic invasion
was detected in only 3 (2.3%), and perineural infiltration
also was detected in only 3 (2.3%) patients. Satellitosis
was seen in 2 (1.5%) patients. Most cases (74 cases; 56%)
had mild inflammatory infiltrate. Solar elastosis was
identified in 4 patients (3%). The presence of melanocytic
nevus was observed in 18.9% of the patients (25/132).

Clinicopathologic information in all patients is
detailed in Table 1.

Molecular Biology Findings

Figure 2 summarizes the algorithm used in this
study according to the availability of adequate DNA for
the evaluation of BRAFYS’® mutation. In 112 cases,
paraffin blocks were available for molecular genetic
analysis, and DNA amplification were obtained success-
fully in 93 cases (86 cases of invasive melanomas and 7
cases of in situ melanomas). BRAFY’F mutation was
found in 36 cases (38.7%). Figure 3 illustrates a case of
melanoma with mutation. The BRAF mutation was
detected in 26 (35.1%) of a total of 74 superficially

© 2013 Lippincott Williams & Wilkins

spreading melanomas and in 10 (58.8%) of 17 nodular
melanomas. Only 1 of 7 cases of in situ melanoma re-
vealed BRAF'S™F mutation. The majority of the cases
with BRAFYS"® mutation (29 cases, 80.6%) were not
associated with melanocytic nevus. The incidence of
BRAFV" mutation classified by anatomic sites was the
highest in the extremities (lower and upper limbs) (15 of
27 cases, 55.5%), followed by the trunk (11 cases, 40.7%})1
and the head and neck (1 case, 3.7%). The BRAF'SY
mutation was seen in 24 of 59 (40.7%) female patients
and in 12 of 34 (35.3%) male patients and in 18 cases
(50%) with tumor depth <1.0mm, 5 (13.9%) with 1.01 to
2.0mm, 7 (19.4%) with 2.01 to 4.0mm, and 5 (13.9%)
with >4.0mm. In 3 cases with moderate to intense
solar elastosis available for molecular study, BRAF ROE
mutation was not detected (Table 2).

DISCUSSION

Cutaneous melanoma is the most lethal form of skin
cancer and the second most commonly diagnosed cancer,
preceded only by lymphomas, among adolescents and
young adults under the age of 30 years.® The cutoff age
used to define melanoma in the young varies widely in
published reports. Although rare, the incidence of cuta-
neous melanomas in young ‘}Jatients has increased in
many parts of the world.L!&17 In the present study, we
report 132 cases of melanoma in patients aged between 18
and 30 years with respect to clinicopathologic findings
and mutational analysis of the BRAF gene, more specif-
ically, mutation in exon 15 in a single amino acid residue,
usually a substitution of valine for glutamic acid (V600E)
(BRAFVOOEy

In our patients, the clinical signs and symptoms
reported were change in size, alteration in color and shape
of the lesion, and bleeding. The incidence was greater in
the young female population (61.4%). This has been in
accordance with the previous studies examining melano-
ma within adolescent and young adult populations but
differs from the pattern of male predominance seen at
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TABLE 1. Clinicopathologic Information on 132 Cases of
Cutaneous Melanorma in Young

Total 132
Sex [n (%)]

Female 81 (61.4)

Male 51 (38.6)
Location [n (%)) (104)

Trunk 42 (40.4)

Upper extremity 15 (14.4)

Lower extremity 33 (31.7)

Head and neck 14 (13.5)
Melanoma type [n (%))

Superficial spreading 105 (79.5)

Nodular 23 (17.4)

Acral lentiginous 2018y

Lentigo maligna 00

Not specified 2(15)
Breslow thickness [n (%))

In situ F(5.3)

< 1.0mm 72 (54.5)

1.01-2.0mm 23 (17.4)

2.014.0mm 22 (16.7)

>4.0mm 8 (6.1)
Clark level [n (%)]

I 11 (8.3)

1L 64 (48.5)

LI 41 (31.1)

v 13 (9.8)

v 3(23)
Growth phase [n (%)]

Radial 54 (40.9)

Vertical 78 (39.1)
Solar elastosis [n (%)]

Yes 4 (3)

No 128 (97)
Perineural invasion [n (%)]

Yes 3(23)

Na 129 (97.7)
Angiolymphatic invasion [n (%)]

Yes 3(23)

Na 129 (97.7)
Regression [n (%)]

Yes 22 (16.7)

Na 110 (83.3)
Satellitosis [n (%))

Yes 2 (L.5)

Na 130 (98.5)
Uleeration [n (%)]

Yes 28 (21.2)

No 104 (78.8)
Inflammatory infiltrate [n (%)]

Absent 7 (5.3)

Mild 74 (56)

Moderate 44 (33.4)

Intense F(5.3)
Associated nevus [n (%)]

Yes 25 (18.9)

No 107 (81.1)

older ages.>'® 22 Differences between the pathways
mediated by sex in younger age versus older age patients
may be an explanation for this reversal in the incidence
among younger and older age groups2® Although con-
troversial, 1 factor that may be related to this observed
age-specific incidence pattern is the female sex hormones
related to the use of oral contraceptives or hormonal re-
placement therapy, which may be associated with an in-
creased risk of melanoma. Specific genotypes have been
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132 cases

20 cases

(no paraffin
block

112 cases

(paraffin block
avaiable)

93 cases
(preserved DNA)

19 cases (not
preserved DNA)

FIGURE 2. Algorithm of selected cases of cutaneous melano-
ma in patients between 18 and 30 years of age for the eval-
uation of BRAF mutation in this study.

found to be related to increased risk of melanoma among
young women and may play a crucial role in the devel-
opment of melanoma.”® More recently, tanning bed has
been implicated in the etiology of melanoma, and this risk
is greater among young women.

We found that the trunk was the most frequent
anatomic site of involvement for our cohort of patients,
as seen also in other studies.!$20.27.2% In male patients, the
head and neck region was the second most frequent site,
and lower limbs were the most frequent sites among fe-
male patients followed by the trunk. Unfortunately, there
were cases with unknown location due to the difficulty in
obtaining this information from clinicians.

The main risk factors for developing melanoma in
the young are large congenital nevi, family history of
melanoma, numerous nevi, Xeroderma pigmentosum.
dysplastic nevus syndrome, and immunosuppression. 2 3
Familial cases account for 5% to 10% of melanomas and
are associated with a younger age at diagnosis compared
with sporadic melanoma.?2 In our series, only 1 patient
reported a family history of melanoma with a grandfather.

© 2013 Lippincott Williams & Wilkins
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FIGURE 3. Multicomponent plot for normal and mutated alleles of the human BRAF“°%F. A segment of exon 15 was amplified.
Templates were a known homozygote for the T allele (VIC-labeled probe), a known homozygote for the A allele (FAM-labeled
probe), and a heterozygote. Fluorescence was monitored during the thermal cycling of PCR on the ABI PRISM 7700 and analyzed
using the Sequence Detection Systemn software. PCR cycle numbers are plotted against fluorescence. Red line refers to the ROX

passive reference.

It is possible, however, that if a more detailed pedigree
analysis was performed, we could have found more cases
with a family history.

In one of our cases, melanoma developed in a
background of giant congenital melanocytic nevi. The risk
of progression from congenital melanocytic nevi to mela-
noma is still controversial. In a recent review, Paradela
et al® observed that 11.8% of childhood melanoma arose
from congenital melanocytic nevi and only 3.5% of them
arose from giant lesions. The risk of melanoma in children
with giant congenital nevi has been estimated to be

© 2013 Lippincott Williams & Wilkins

between 2% and 13%, with 60% of melanomas arising in
the first decade of life.?® 37 There is no history of xero-
derma pigmentosum in any of our cases.

Superficially spreading melanoma was the predom-
inant histologic type in our series (79.6%), as in several other
studies, followed by nodular melanoma (17.4%).6710.20,38 40
Other series have shown that nodular melanomas are the
most common in adolescents and young adults. 15284142
The characteristic features—absence of lentigo maligna
histologic subtype, onset of the disease in young age, and
absence of solar elastosis—in the majority of our cases,
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TABLE 2. Correlation of BRAF Genotype to Clinicopathologic
Features of Melanoma

0,
Clinicopathologic m (%)
Features BRAF Mutated BRAF Wild P
Sex 0.77
Female 24 (40.7) 35(59.3)
Male 12 (35.5) 22 (64.7)
Location 0.07
Trunk 11 (40.7) 18 (40)
Upper extremity 4 (14.8) 4(8.9)
Lower extremity 11 (40.7) 12 (26.7)
Head and neck 137 11 (24.9)
Melanoma type 0.20
Superficial spreading 26 (72.2) 48 (84.2)
Nodular 10 (27.8) 7(12.3)
Acral lentiginous 0 (0) 1(1.75)
Lentigo maligna 0(0) 0(0)
Not specified 0 (0) 1(1.75)
Breslow thickness 0.35
In situ 128) 6 (10.5)
<1.0mm 18 (50) 31 (54.4)
1.01-2.0mm 5(13.9) 9 (15.8)
2.01-4.0mm 7(19.4) 8 (14)
> 4.0mm 5(13.9) 3(5.3)
Clark level 0.55
I 1(2.8) 6 (10.5)
II 19 (52.8) 29 (50.9)
III 12 (33.3) 13 (22.8)
v 3(8.3) 7(12.3)
v 1(2.8) 2(3.5)
Growth phase 0.016
Radial 9 (25) 30 (52.6)
Vertical 27 (75) 27 (47.4)
Solar elastosis 0.42
Yes 0 (0) 3(5.3)
No 36 (100) 54 (94.7)
Perineural invasion 0.42
Yes 0 (0) 3(5.3)
No 36 (100) 54 (94.7)
Angiolymphatic invasion 0.42
Yes 0 (0) 1(1.8)
No 36 (100) 56 (98.2)
Regression < 0.001
Yes 0 (0) 18 (31.6)
No 36 (100) 39 (68.4)
Satelitosis 0.77
Yes 1(2.8) 1(1.8)
No 35(97.2) 56 (98.2)
Ulceration 0.054
Yes 11 (30.6) 8 (14)
No 25 (69.4) 49 (86)
Inflammatory infiltrate 0.02
Absent 0 (0) 4(7)
Mild 27 (15 28 (49.1)
Moderate 8(22.2) 20 (35.1)
Intense 1(2.8) 5(8.8)
Associated nevus 0.98
Yes 7(19.4) 11 (19.3)
No 29 (80.6) 46 (80.7)

favor the supposition that chronic sun exposure may play
a less important role in the development of melanoma in
this age group. It is evident that the role of chronic sun
exposure in the development of melanomas in young
people needs further studies.

Interestingly, data from previous studies revealed
that melanoma in children have thicker tumors
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(> 1.5mm) at presentation compared with adult coun-
terparts.5* The thickness average in our invasive cases
was 1.65mm. The reason for the higher incidence of
thicker lesions in young patients may be explained by the
lack of awareness and a delay in diagnosis probably due
to the rarity of melanoma in this group age. The average
size of the lesions was 7.85 mm (+ 3.36 mm). The Clark
level was classified as T'in 11 (8.3%), II in 64 (48.5%), 111
in 41 (31.1%), IV in 13 (9.8%), and V in 3 patients
(2.3%). The majority of our cases (59.1%) presented with
vertical growth phase. In the invasive cases, at least 1
mitotic figure was found in the dermal component in 68/
121 cases (56.2%).

To the best of our knowledge, there is no study
evaluating BRAF mutations in melanomas occurring in
young adult patients. Mutations in BRAF codon 600 are
the most common point mutations detected in oncogenes
in human cutaneous melanoma with a frequency ranging
from 20% to 80% for BRAF mutations in melanomas of
all ages.**513.46-54 1 this study, 38.7% of cases showed
BRAFY®E mutation. These results led us to believe that
these mutations may not be a key factor in melanoma
tumorigenesis, and that there should be multiple alter-
native genetic pathways related to melanoma. Specific
mutations of BRAF can represent only one of the genetic
alterations that contribute to the development of this
neoplasm. Many studies observed hi;h frequency of
BRAF mutations in benign nevi as well. %% In our study,
we found no evidence of an increased frequency of
BRAFVS™E mutation in melanoma with a coexisting ne-
vus (P = 0.98). In contrast, only 7 of 18 (39%) cases of
melanoma with a coexisting nevus had a BRAFVSE
mutation. The case of melanoma associated with a giant
congenital nevus was BRAFVSE wild type. Our data are
in accordance with Maldonado et al*! who concluded that
not all melanomas with a preexisting nevus present with
BRAF mutation. No relationship was found between sex
and BRAFV°E mutation (P = 0.77). In addition, there
was no significant association between BRAFV6°6E mu-
tation and histologic type (P = 0.20), the Clark level
(P = 0.55), the Breslow index (£ = 0.35), solar elastosis
(P = 0.42), ulceration (P = 0.05), angiolymphatic and
perineural invasion (P = 0.42), and satellitosis (£ = 0.77).
We found no BRAF'S™E mutation in our 3 cases of
melanomas associated with moderate to intense solar
elastosis. Although this is a small number, the fact that no
mutation was seen in this group raises the consideration
that chronic sun exposure may not play a role in the
frequency of BRAF mutation in melanoma in the young
adult population as well. Moreover, BRAF codon 600
(GTG) is not an obvious UV hotspot but is a specific site
for mutational activation to the oncogenic form of the
gene. Further studies with a higher number of young
adults with melanoma may be needed to confirm this
finding.

A BRAFY®E mutation was associated (P = 0.01)
significantly with a vertical growth phase (75% of mu-
tated cases), a finding also seen in melanomas in all
ages.*’°% Moderate and intense inflammatory infiltrates
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were related significantly with wild-type BRAFYVE tn-

mors (P = 0.02). We found no cases of melanoma with
regression phenomenon that presented with BRAFVOOE
mutation (P = 0.001). Ulceration was slightly more
prevalent in cases with mutated BRAFYS®E (P = (0.05).
BRAFY™E mutation frequency was low in melanomas
that developed in the head and neck (P = 0.07). Inter-
estingly, this negative association also has been described
by others.>*7 This finding demonstrates that the BRAFV6F
mutation is most frequent in melanoma types for which
epidemiologic data suggest a pathogenetic role of inter-
mittent sun exposure, such as that in the trunk, as opposed
to chronic sun exposure.’

In conclusion, this study describes a large cohort of
young adults with primary cutaneous melanoma specially
related to the mutation analysis of the BRAF gene.
BRAFY"F was detected in 38.7% of the cases examined.
In addition, the presence of BRAFVSE mutation corre-
lates strongly with vertical growth phase, mild in-
flammatory infiltrate, and the absence of regression
phenomenon at least in melanomas in this age group.
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