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RESUMO

Nobre, Aretha Brito. Avaliacdo do status mutacional do éxon 15 do BRAF e sua relagéo
com fatores prognésticos histopatoldgicos no melanoma acral de pacientes de instituicao
referéncia em oncologia. Rio de Janeiro, 2023. Tese (Doutorado em Medicina — Anatomia
Patolégica) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2023.

INTRODUCAO: Melanoma é a neoplasia cutanea mais letal. O melanoma acral é um
subtipo de melanoma, definido como melanoma de palmas, de plantas e da regido
subungueal, sendo o tipo de melanoma cutaneo com pior prognostico. Os melanomas
devem ser testados para mutacdo no gene BRAF, devido a existéncia de medicamentos
direcionados a estas proteinas, a denominada terapia alvo. Nao ha dados robustos acerca
da frequéncia destas mutacdes neste tipo de neoplasia, no Brasil. OBJETIVOS:
Caracterizar o perfil molecular do éxon 15 do BRAF de melanoma acral em pacientes
matriculados no Instituto Nacional de Cancer entre janeiro de 2003 e dezembro de 2013;
verificar se ha associacéo entre a presenca de mutacdes no éxon 15 do BRAF e fatores
progndsticos histopatoldgicos, variaveis clinicas e demograficas do melanoma acral;
verificar se ha relacdo entre a espessura de Breslow e a presenca ou ndo de TIL;
relacionar a presenca de mutagfes no éxon 15 do BRAF com o desfecho clinico dos
pacientes. MATERIAL E METODOS: Estudo retrospectivo. Foram revistas as laminas de
HE para avaliagdo dos fatores prognosticos histopatolégicos segundo a AJCC oitava
edicdo. Foi realizada desparafinizacdo, extracdo de DNA, reacdo de PCR e
sequenciamento Sanger do éxon 15 do BRAF. Os prontudrios foram revistos para
anotacao de variaveis clinicas. RESULTADOS: Foram estudados 368 pacientes, 184
tumores sequenciados. Vinte e trés neoplasias apresentaram mutacdo em BRAF,
correspondente a 12,5 % da amostra; destas, 26% eram V600E. A mediana de idade dos
pacientes com melanoma mutado foi maior do que a dos pacientes com melanoma
selvagem, sendo 73,1 anos e 66 anos, respectivamente (p=0,026). Dentre os mutados,
sete (30,4%) apresentavam invasdo angiolinfatica, enquanto que 14 (8,7%) selvagens
exibiam esta caracteristica (p=0,006). A mediana da espessura de Breslow das
neoplasias com TIL foi de 5,4 mm, enquanto que a mediana desta espessura para
neoplasias sem TIL foi de 4,3 mm (p=0,009847). A mediana de sobrevida para os
pacientes portadores de melanoma com TIL (TIL presente) foi de 89,6 meses, enquanto
gue para os pacientes portadores de melanoma sem TIL foi de 46 meses (p=0,038). A
mediana de sobrevida dos pacientes com melanoma selvagem foi de 62,8 meses e dos
pacientes com melanoma mutado foi de 33,3 meses (p=0,2). A mediana de sobrevida dos
pacientes com melanoma palmo-plantar foi de 61,3 meses e dos pacientes com melanoma
subungueal foi de 130 meses (p=0,037). CONCLUSOES: A frequéncia de mutacées em
BRAF foi de 12,5%. Os pacientes com melanoma BRAF mutado apresentaram a mediana
de idade maior do que a mediana de idade dos pacientes com melanoma BRAF selvagem.
Invasdo angiolinfatica esteve mais presente no grupo dos melanomas BRAF mutado.
Pacientes com melanoma com TIL tiveram maior sobrevida do que aqueles com
melanoma sem TIL. Pacientes com melanoma subungueal tiveram maior sobrevida do
gue aqueles com melanoma palmo-plantar.

Palavras-chave: melanoma acral; BRAF; histopatologia; fatores prognosticos.



ABSTRACT

Nobre, Aretha Brito. Evaluation of the mutational status of BRAF exon 15 and its
relationship with histopathological prognostic factors in acral melanoma patients from a
reference oncology institution. Rio de Janeiro, 2023. Thesis (Doctorate in Medicine -
Pathological Anatomy) - School of Medicine, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2023.

INTRODUCTION: Melanoma is the most lethal cutaneous neoplasm. Acral melanoma is a
subtype of melanoma, defined as melanoma of the palms, soles and subungual region,
and is the type of cutaneous melanoma with the worst prognosis. Melanomas should be
tested for mutations in the BRAF gene, due to the existence of drugs directed at these
proteins, known as target therapy. There is no robust data on the frequency of these
mutations in this type of neoplasm in Brazil. OBJECTIVES: To characterize the molecular
profile of BRAF exon 15 of acral melanoma in patients enrolled at the National Cancer
Institute between January 2003 and December 2013; to verify whether there is an
association between the presence of BRAF exon 15 mutations and histopathological
prognostic factors, clinical and demographic variables of acral melanoma; to verify whether
there is a relationship between Breslow thickness and the presence or absence of TIL; to
relate the presence of BRAF exon 15 mutations to the clinical outcome of patients.
MATERIAL AND METHODS: Retrospective study. HE slides were reviewed to assess
histopathological prognostic factors according to the AJCC eighth edition.
Deparaffinization, DNA extraction, PCR reaction and Sanger sequencing of BRAF exon 15
were performed. Medical records were reviewed to record clinical variables. RESULTS:
Three hundred and sixty-eight patients were studied and 184 tumors were sequenced.
Twenty-three neoplasms had a BRAF mutation, corresponding to 12.5% of the sample; of
these, 26% were V600E. The median age of patients with mutated melanoma was higher
than the median age of patients with wild-type melanoma, 73,1 years and 66 years,
respectively (p=0.026). Among the mutated patients, seven (30.4%) had angiolymphatic
invasion, while 14 (8.7%) out of wild-type had this characteristic (p=0.006). The median
Breslow thickness of neoplasms with TIL was 5.4 mm, while the median Breslow thickness
for neoplasms without TIL was 4.3 mm (p=0.009847). The median survival for melanoma
patients with TIL (TIL present) was 89.6 months, while for melanoma patients without TIL
was 46 months (p=0.038). The median survival for patients with wild-type melanoma was
62.8 months and for patients with mutated melanoma it was 33.3 months (p=0.2). The
median survival of patients with palmoplantar melanoma was 61.3 months and that of
patients with subungual melanoma was 130 months (p=0.037). CONCLUSIONS: The
frequency of BRAF mutations was 12.5%. Patients with BRAF mutated melanoma had a
higher median age than patients with BRAF wild-type melanoma. Angiolymphatic invasion
was more present in the BRAF-mutated melanoma group. Patients with melanoma with
TIL had longer survival than those with melanoma without TIL. Patients with subungual
melanoma had longer survival than those with palmoplantar melanoma.

Keywords: acral melanoma; BRAF; histopathology; prognostic factors.
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1. INTRODUCAO

O melanoma cutédneo é uma neoplasia rara quando comparada a outros tipos de cancer
de pele, mas que apresenta alta taxa de letalidade, sendo responsavel pela maioria das
mortes relacionadas a céancer de pele, no Brasil (MARTA et al., 2020) e no mundo.

(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2020).

O melanoma acral € um subtipo de melanoma, definido como melanoma de palmas, de
plantas e da regido subungueal (ELDER et al., 2018a), sendo mais frequente em negros
e asiaticos. (BRADFORD et al., 2009) (MARKOVIC et al., 2007). No estudo de De Melo et
al, os melanomas acrais lentiginosos (tipo histopatolégico mais frequente nestas
topografias) correspondiam a apenas 2,8% da populacdo com melanoma, no Brasil. (DE
MELO et al., 2018). Além de ser pouco frequente, 0 melanoma acral € o tipo de melanoma

cutédneo com pior prognéstico. (DAFTARY et al., 2023) (BIAN et al., 2021).

Nos ultimos anos, tornou-se consenso que o0s melanomas sejam testados para
mutacdes em BRAF, devido a existéncia de medicamentos direcionados para as proteinas
provenientes de mutacdes neste gene, os inibidores de BRAF, constituindo a denominada

terapia alvo. (SETH et al., 2020).

Devido a existéncia de diversos estudos mostrando associacdo entre fendtipo
histopatoldgico e variantes genéticas, (ALOS et al., 2020)(KIM et al., 2020)(SAMARA et
al., 2015) (MOON et al., 2018) e a auséncia de informacdes sobre a frequéncia de
mutacdes em BRAF, em melanoma acral, no Brasil, realizamos um estudo explorando a
correlacdo entre histopatologia e esta alteragdo molecular nesta neoplasia pouco

estudada no mundo todo.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Epidemiologia

O cancer de pele é o grupo de cancer mais comumente diagnosticado na populacao
mundial. Mais de 1,5 milhdes de novos casos de cancer de pele foram estimados em
2020, em todo o mundo. Aproximadamente um em cada cinco casos de cancer de pele, é
melanoma, com cerca de 325 mil casos estimados globalmente em 2020. (ARNOLD et al.,

2022).

Segundo os dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), a estimativa de novos
casos de melanoma cutaneo, no Brasil, para 2023, é de 4.640 casos em homens e de
4.340 casos em mulheres, 0 que corresponde a uma taxa bruta de 4,37 casos novos para
cada 100 mil homens e 3,90 para cada 100 mil mulheres. A titulo de comparacéo, a
estimativa, para 2023, de casos novos de cancer de pele ndo melanoma é de 101.920 em
homens e de 118.570 em mulheres, correspondendo a uma taxa bruta de 96,44 casos
novos para cada 100 mil homens e 107,21 casos novos para cada 100 mil mulheres.

(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER (BRASIL), 2022).

Estudos mostram que, no Brasil, as taxas de incidéncia de melanoma cutaneo vém
aumentando. Entre 2000 e 2013, a taxa de incidéncia média entre homens, ajustada para
a populacdo mundial cresceu de 2,52 para 4,84 por 100.000 habitantes, enquanto que
entre mulheres, no mesmo periodo, o aumento foi de 1,93 para 3,22 por 100.000
habitantes. (DE MELO et al., 2018). Esta ndo é apenas uma tendéncia local, sua incidéncia
também vem aumentando nos Estados Unidos, na Europa e na Australia, por exemplo.

(GUY et al., 2015) (ERDMANN et al., 2013).
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Entre os anos 2000 e 2016, foram registrados 22.963 6bitos por melanoma no Brasil.
A andlise seriada temporal nesta populagcdo mostrou tendéncia crescente na taxa bruta
de mortalidade, passando de 0,61 para 0,87/100.000. A taxa ajustada pela populacéo
brasileira e a taxa ajustada pela populacdo mundial apresentaram a mesma tendéncia

crescente. (DE MELO et al., 2019).

Em 2020, houve 1.923 mortes por melanoma cutaneo, no Brasil, sendo 1120 entre
homens e 803 entre mulheres, de acordo com o Sistema de Informacdo de Mortalidade

(SIM). (Atlas On-line de Mortalidade (inca.gov.br), acesso em 12/09/2022).

Tem sido demonstrado um aumento significativo nas taxas de mortalidade por
melanoma entre homens e na populacdo com idade superior ou igual a 60 anos,
enfatizando a necessidade de expandir 0 acesso da populacdo a terapias eficazes.

(MARTA et al., 2020).

Assim, apesar de pouco frequente, o melanoma € uma neoplasia com impacto

importante devido a seu potencial de letalidade.

2.2 Principais tipos histopatolégicos de melanoma cutaneo

Dentre os diversos tipos de melanoma, 0s principais sao:

2.2.1 Extensivo superficial (baixo grau de dano solar cumulativo)

Corresponde a dois tergcos de todos os melanomas de pacientes com pele clara, e €,
portanto, o subtipo de melanoma mais frequente. E significativamente menos comum em
pacientes de pele escura. Pode aparecer em qualquer parte do corpo, particularmente em

areas com exposicéo solar intermitente. (ELDER et al., 2018b).
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E definido pela presenca de uma fase de crescimento radial microinvasiva ou in situ
(intraepidérmica) que € composta por melandcitos grandes epitelioides com arranjo em
padrdo pagetoide na epiderme. Um componente de fase de crescimento vertical pode ou
nao estar presente. (ELDER; MURPHY, 2010). Esta forma de melanoma era chamada de
melanoma pagetoide por McGovern, (MCGOVERN, 1970) devido a sua caracteristica

histopatoldgica mais exuberante.

Sua analise genGmica revelou alta carga mutacional com assinatura de mutagdo por

radiacdo ultravioleta. (HOCKER; TSAO, 2007).

2.2.2 Nodular

Por definicdo, € um subtipo de melanoma desprovido de fase de crescimento radial
prévia. Ja surge em fase de crescimento vertical. Na maioria das regiées do mundo, € o
segundo subtipo mais comum de melanoma, correspondendo a 10 a 15% de todos os

melanomas de caucasianos. (ELDER et al., 2018c).

Pode ocorrer em qualquer parte do corpo, mas, assim como o extensivo superficial, &

mais comum no tronco, cabeca e pescog¢o e membros inferiores.

Histopatologicamente, os melanomas nodulares apresentam-se como agregados
coesos de melandcitos neoplasicos na derme. Existe frequentemente um envolvimento
epidérmico sobrejacente, adjacente ao componente dérmico, constituido por melandcitos
dispostos como células individuais ou ninhos, ocasionalmente com dispersao pagetoide.
Existe frequentemente um colarete epidérmico circunjacente a um nodulo exofitico.

(BARNHILL et al., 2023).
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2.2.3 Lentigo maligno

E frequentemente diagnosticado na fase de melanoma in situ em pele cronicamente
exposta ao sol de pessoas idosas, principalmente na face, mas, também, menos
frequentemente, no pescoco, dorso superior e antebraco. Caracteriza-se
histopatologicamente por proliferacéo linear e em ninhos de melandcitos atipicos ao longo
da juncdo dermo-epidérmica, do epitélio folicular e das glandulas sudoriparas. Esta
associado com acentuado dano solar, manifestado por epiderme delgada e elastose solar.
Quando a invasdo da derme por melandcitos atipicos (malignos) ocorre em associagao

com lentigo maligno, o termo lentigo maligno melanoma é usado. (ELDER et al., 2018d).

2.2.4 Acral-lentiginoso

E uma variante distinta de melanoma cutaneo, que ocorre em palma, planta e regi&o
subungueal. (ELDER et al., 2018a). Foi descrito pela primeira vez em 1977, por Arrington
e colaboradores (ARRINGTON lll et al., 1977) e representa cerca de 2 a 3% de todos 0s

melanomas (BRADFORD et al., 2009), sendo uma neoplasia pouco estudada no mundo.

Ha diferencas raciais na incidéncia e sitios de predilecdo dos melanomas em geral. Isto
€ particularmente importante para o melanoma acral. O melanoma acral lentiginoso (tipo
histopatolégico mais frequente de melanoma acral) corresponde a 4-6% dos melanomas
em caucasianos (BRADFORD et al., 2009)(MARKOVIC et al., 2007), sendo o tipo mais
comum em negros e asiaticos. (ZELL et al., 2008)(PILIANG, 2011)(CHANG; KARNELL,;

MENCK, 1998).

Em paises onde ndo-caucasianos predominam, o melanoma acral pode ser a forma
mais comum deste tipo de doenca. Considerando a miscigenacédo do povo brasileiro,

(PENA et al., 2011) (ALVES-SILVA et al., 2000) este tipo de neoplasia pode apresentar
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frequéncia aumentada neste pais, quando comparada a paises onde predominam

caucasianos.

No estudo de Chang e colaboradores (CHANG; KARNELL; MENCK, 1998), melanomas
do tipo nodular e do tipo acral lentiginoso foram reportados como mais agressivos de
acordo com o seu estadio de apresentacdo. Para os tipos nodular e acral lentiginoso, a
apresentacdo mais comum foi o estédio Il. Além disso, tanto as lesfes nodulares como as
lesdes lentiginosas acrais apresentaram percentagens mais elevadas de doenga nos

estadios Ill e IV em comparacdo com os tipos extensivo superficial e lentigo maligno.

Bello et al e Bradford et al observaram que a sobrevida doencga-especifica de cinco anos
e de dez anos, igualados os estadios, € significativamente pior no melanoma acral do que

no melanoma cutaneo nao acral. (BELLO et al., 2013)(BRADFORD et al., 2009).

7

Histopatologicamente, este subtipo é caracterizado por acantose, hiperceratose,
alongamento dos cones epidérmicos (caracteristicas da pele glabra) e proliferacéo de
melandcitos atipicos ao longo da camada basal da epiderme. Esses melandécitos
frequentemente sédo dendriticos. Em suas fases mais iniciais, os melandcitos podem néo
estar proliferados lado a lado, de forma contigua. (BARNHILL; PIEPKORN; BUSAM,
2014). Além disso, ndo héa tanta migracao de melandécitos para as camadas superiores da
epiderme, como ocorre no tipo extensivo superficial. Esta migracdo passa a ocorrer com
mais frequéncia em lesdes mais avancadas. Os melanocitos podem se estender
profundamente na derme, ao longo dos ductos écrinos. A invasdo da derme é
caracterizada por melandcitos epitelioides e/ ou fusiformes isolados ou agrupados,

podendo haver reacdo desmoplasica, neurotropismo e invasao angiolinfatica.
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2.3 Fatores prognosticos histopatologicos do melanoma cutaneo

Os fatores progndsticos histopatolégicos mais importantes sdo: espessura de
Breslow, nivel de Clark, ulceracao, indice mitético, infiltrado linfocitico tumoral, regresséao,

microssatelitose, invaséo angiolinfatica e infiltracdo perineural.

A espessura de Breslow € medida em milimetros, da camada granulosa até a célula
maligna localizada mais profundamente na derme ou na hipoderme. Pode ser aferida por
régua milimetrada ou por ocular milimetrada é o mais forte preditor progndstico do
melanoma cuténeo. Para os melanomas in situ, em que as células malignas estéo restritas

a epiderme, esta medida néo se aplica.

Os niveis de Clark sédo definidos como:

Nivel I.: melanoma confinado a epiderme; nivel Il: as células de melanoma estéo
presentes na derme papilar, que pode estar expandida mas nao preenchida pelo tumor;
nivel lll: o tumor preenche e expande a derme papilar; nivel IV: as células tumorais infiltram
a derme reticular; nivel V: as células tumorais infiltram a hipoderme. (CROWSON;

MAGRO; MIHM, 2006) (AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2018).

Ulceracéao é definida como auséncia de toda a espessura da epiderme acima do tumor
primario, com depésito de exsudato fibrino-necro-leucocitario nesta regido. (AMERICAN

JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2018).

O indice mitotico € definido pelo numero de figuras de mitose vistas no componente
intradérmico por milimetro quadrado (mm?2), contadas na area de maior quantidade de
figuras de mitose observadas (hotspot). (AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER,
2018). Para que o numero de mitoses seja relatado por milimetro quadrado, deve-se
calcular a area do campo de grande aumento do microscopio utilizado, medindo o

didmetro do campo de maior aumento com régua milimetrada ou com ocular milimetrada,
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para o calculo da area do circulo (area do circulo = 11 X raio?), sabendo-se que o raio € a
metade do diametro. Com esta equacao, obtém-se a area do campo de maior aumento
do microscoépio utilizado, para que depois se possa calcular quantos campos de grande

aumento sdo equivalentes a um milimetro quadrado.

O infiltrado linfocitico ativo é definido tanto como infiltrado difuso de linfécitos por toda a
fase de crescimento vertical ou como presenca de linfcitos ao longo de 90% da base
lesional. O infiltrado linfocitico inativo corresponde a infiltracdo focal da neoplasia.
Infiltrado linfocitico ausente é assim designado quando os linfocitos ndo estdo misturados
com as células neoplasicas ou quando estdo de fato ausentes. (AMERICAN JOINT

COMMITTEE ON CANCER, 2018).

Regressdo ativa é reconhecida pela presenca de um infiltrado linfocitico denso na
derme, com perda ou degeneracdo das células tumorais. Este infiltrado pode ter
caracteristicas liquenoides (de interface), obscurecendo a maior parte da lesdo. A medida
gue a regressao evolui, a derme papilar torna-se expandida, com fibroplasia dérmica
proeminente, células inflamatérias dispersas, um aumento de melandfagos e
auséncia/perda de melandcitos, tanto na derme como na epiderme. A fase final da
regressao é caracterizada por fibrose com ou sem melanéfagos e um infiltrado linfocitico

variavel. (PATTERSON; HOSLER; PRENSHAW, 2021).

Microssatélite € uma metastase microscopica cutanea e/ou subcutanea adjacente ou
profunda a um melanoma primario no exame histopatologico referente a exérese do tumor
priméario. As células tumorais metastaticas devem ser descontinuas em relagdo a
neoplasia primaria. Se o tecido entre o nédulo aparentemente separado e o tumor primario
for apenas uma cicatriz fibrosa e/ou inflamacéo, isso ndo indica um microssateélite, porque

as alteracdes podem representar regressao do tumor interveniente. Nao existe um limite
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minimo de tamanho ou de distancia do tumor primario para definir microssatélites. A
presenca de microssatélites indica um mau progndéstico; mesmo na auséncia de
metastase linfonodal, obriga a uma designacao clinica de estadio Ill. (AMERICAN JOINT

COMMITTEE ON CANCER, 2018).

Invasdo angiolinfatica deve ser reportada como presente ou ausente e refere-se a
presenca de células neoplasicas dentro de vasos sanguineos ou linfaticos. (AMERICAN

JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2018).

Infiltrac&o perineural deve ser reportada como presente ou ausente e € definida pela
presenca de células de melanoma adjacentes as bainhas nervosas, geralmente de forma
circunferencial (invasdo perineural) ou dentro dos nervos (invasdo intraneural).

(AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2018).

Dessa forma, o estudo da peca cirlrgica referente a exérese completa de um
melanoma cuténeo deve ser feito tendo em mente esses diversos fatores histopatolégicos,
gue sdo a forma mais facil e direta de determinar o progndstico do paciente, no momento

da retirada desse tipo de neoplasia.

2.4 Perfil mutacional

A partir do inicio do seéculo 21, diferencas moleculares entre o0s subtipos
histopatoldgicos comecaram a ser registradas, corroborando as observacdes clinico-

patologicas de que o melanoma ndo é uma doenca homogénea.

Os genes BRAF e NRAS codificam constituintes da via da proteina cinase mitdégeno-
ativada (MAPK). Essa via € importante em varios processos celulares cruciais como

proliferacéo e diferenciacdo. (DAVIES et al., 2002) Estudos subsequentes mostraram que
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a frequéncia de mutacédo desses genes difere entre os subtipos de melanoma. (DAVIES

et al., 2002) (MALDONADO et al., 2003)(CURTIN et al., 2005).

O estudo de Davies e colaboradores reportou mutagbes em BRAF em 66% dos
melanomas, enquanto que mutagfes em NRAS ocorriam em varios dos casos restantes,

ou seja, naqueles que ndo apresentavam mutacdo em BRAF. (DAVIES et al., 2002).

No artigo de Curtin e colaboradores, foram encontradas mutacées em BRAF em 7
(23%) dos 36 melanomas de pele glabra avaliados. Os autores observaram diferencas
significativas nas frequéncias de alteracdes regionais no numero de copias de DNA e nas
frequéncias de mutacdo em BRAF entre os quatro grupos de melanomas estudados —
melanoma de mucosa, melanoma acral, melanoma de pele cronicamente exposta ao sol
e melanoma de pele sem sinais de exposic¢ao solar crénica. Concluiram que as alteracdes
genéticas identificadas em melanomas de sitios com diferentes niveis de exposi¢cao solar
indicam que ha vias genéticas distintas para o desenvolvimento de melanoma. (CURTIN
et al., 2005) Em outro trabalho, o mesmo autor encontrou mutagcdes em BRAF em 10 de

28 melanomas de pele glabra, equivalente a 36%. (CURTIN et al., 2006).

Em uma meta-andlise publicada em 2011, (LEE; CHOI; KIM, 2011) os autores citam
gue as mutacBes em BRAF e em NRAS sédo excludentes. A mutacdo em NRAS esta
relacionada a melanomas de pele com dano solar cronico e, em BRAF, a melanomas de
pele sem dano solar crénico. E importante salientar que a Organiza¢édo Mundial da Satde
classifica os melanomas de acordo com o grau de dano solar, sendo o extensivo
superficial o principal tipo de melanoma sem dano solar cronico e os lentigo maligno e
desmoplasico os principais tipos de melanoma com dano solar cronico. (ELDER et al.,
2018b) (ELDER et al., 2018d) O melanoma acral ndo se enquadra em nenhuma das duas

categorias, sendo tratado a parte, assim como 0s melanomas de mucosa.
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Em uma revisédo sistematica publicada em 2012, caracteristicas genéticas de melanoma
de maos e de pés foram analisadas. Foram incluidos no estudo melanomas cutaneos
localizados em pele desprovida de pélos (palmas, plantas ou regido subungueal)
independente do subtipo histopatolégico, ou apenas melanoma acral-lentiginoso. A
frequéncia de mutagbes em BRAF variou de 9,5% a 23%. Quando comparado a
melanoma de pele sem dano solar crbnico ou a melanoma de outros subtipos
histopatolégicos, as mutagcdes em BRAF estavam sub-representadas no grupo de

melanoma de maos e pés/ melanoma acral-lentiginoso. (DURBEC et al., 2012).

De acordo com Akbani e colaboradores, os melanomas cutaneos podem ser
geneticamente classificados com base nos genes condutores (driver genes) mutados mais
prevalentes e mutuamente exclusivos, em quatro subgrupos: mutacdes em BRAF,
mutacOes em N/H/KRAS, mutacdes em NF1 e um grupo triplo selvagem, ou seja, sem
mutacdes nos trés genes citados. (AKBANI et al., 2015) Nesse trabalho, foram utilizados
apenas melanomas de pele ndo glabra e metastases (sem especificar o tipo

histopatolégico do tumor priméario) de uma populacéo predominantemente branca.

Em uma revisao sistematica e meta-analise sobre alteracfes gendmicas em melanoma
acral, publicada em 2022, os autores relataram que os genes BRAF, NRAS e NF1 também
estdo alterados no melanoma acral, mas em frequéncias diferentes. As mutacfes em
BRAF estariam presentes em 21% dos casos de melanoma acral, enquanto que nos
melanomas cutaneos ndo acrais estariam presentes em 55% dos casos. (BROIT et al.,

2022).

Borkowska e colaboradores encontraram mutacdo em BRAF em apenas um dos 31
casos de melanoma subungueal estudados, equivalente a 3%. (BORKOWSKA et al.,

2020).
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Zebary et al encontraram mutacées em BRAF em 15 (17%) dos 88 casos de melanoma
acral lentiginoso estudados. (ZEBARY et al.,, 2013) Neste mesmo artigo, os autores
fizeram uma compilacdo de dados da literatura, registrando um valor de 14,8% de casos

de melanoma acral com muta¢gdes em BRAF publicados até aquela data.

No estudo de Dika e colaboradores, foram estudados 31 casos de melanoma acral de
pacientes brancos. A frequéncia de mutagdes em BRAF, KIT e NRAS foi de 12,9%, 17,2%

e 30% dos casos, respectivamente. (DIKA et al., 2020).

2.4.1. A proteina BRAF e a via de sinalizagdo da MAPK/ ERK

As proteinas Raf fazem parte de um moddulo de sinalizagdo que transduz sinal da
superficie celular para o nucleo, e estdo sujeitas a uma regulagcdo complexa, que é
refletida pela presenca de numerosos sitios de fosforilagdo distribuidos pelas proteinas.

(WELLBROCK; KARASARIDES; MARAIS, 2004).

A via de transducdo de sinal envolvendo a proteina cinase ativada por mitdbgeno
(MAPK) constitui uma plataforma de sinalizagédo através da qual os sinais extracelulares
sdo encaminhados da membrana para alvos intracelulares a fim de engendrar diferentes
resultados bioldgicos. A MAPK ativada tem muitos substratos de membrana, citosélicos e
citosqueléticos cuja fosforilacdo provoca rapidas alterac6es de curta duracdo na forma
celular ou no metabolismo. Além disso, a MAPK ativada pode translocar-se para o nucleo
e estimular a transcricdo, alterando assim o padrdo de expressao génica e causar
alteracdes duradouras no comportamento da célula. (NIAULT; BACCARINI, 2010)(GUO

et al., 2020) Esta via de sinalizacédo esta esquematizada na figura 1. (GUO et al., 2020).

Foram descritas quatro MAPK distintas, definidas com base nos componentes das

camadas da via: cinase regulada por sinal extracelular (ERK); c-jun N-terminal cinase
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(INK); p38 e ERK5/Big MAPK (BMK). (GUO et al., 2020). A via ERK foi a primeira cascata
de transducéao de sinal a ser desvendada e delineada desde a membrana celular até ao
nucleo, e a sua estrutura é o paradigma para a sinalizacao disparada por MAPKs em geral.
A cascata ERK ¢€ iniciada pela proteina G Ras, que recruta o MAP3K Raf do citosol para
a membrana celular, causando a sua ativacdo. Raf encaminha o sinal para a proteina
cinase mitdgeno ativada MAP2K/ cinase regulada por sinal extracelular (MEK) que, por
sua vez, ativa a ERK (cinase regulada por sinal extracelular). E evidente que a regulagéo
espaco-temporal e a especificidade do sinal sdo questdes-chave na sinalizagéo
Ras/Raf/MEK/ERK. A propagacéo do sinal pela via ERK é facilitada pela ligacdo direta

dos componentes da via uns aos outros. (NIAULT; BACCARINI, 2010).

Extracellular
B R2R2E V) A
R D D R TRA e R R E R R DR B DR EEE

Intracellular

RAS mutant
BRAF mutant

Tumor

RAS-GTP

Normal @0

Nucleus

Growth/Migration/Differentiation

Figura 1. Via de sinalizacdo ERK MAPK. A sinalizacdo ERK MAPK mediada por cinase é ativada
sequencialmente por fosforilacdo. A ERK1/2 na sinalizac&o terminal de kinases em MAPK pode translocar
para o nucleo para regular programas de transcri¢cao, e mediar o crescimento, migragéo e diferenciacdo. As
formas fosforiladas de MEK e ERK sdao indicadas por circulos brancos. Os receptores de membrana sao
apresentados por formas cinzentas. Os ligandos sdo representados por triangulos brancos. O receptor
citoplasmatico € indicado por uma espessa seta preta. SOS,son of sevenless; GRB2, proteina de ligacédo
do receptor do fator de crescimento 2; p, fosforilado. Retirado de (GUO et al., 2020).
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No cancer, os mecanismos de seguranca que regulam a sinalizacdo ERK néo
funcionam, resultando na ativacdo constitutiva da via. A ativacdo ERK é comum em
tumores malignos em que um receptor de tirosina-cinase, tipicamente o receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR), é constitutivamente ativo como resultado de mutacéo
somatica e/ou sinalizacdo autdcrina e é quase invariavelmente observado em tumores

com mutacfes somaticas Ras ou Raf. (NIAULT; BACCARINI, 2010).

A proteina B-Raf € uma serina/treonina cinase codificada no cromossomo 7q34,
(cromossomo 7, brago longo, regido 3, banda 4) que ativa a via de sinalizacdo da MAPK/
ERK. (ASCIERTO et al., 2012). B-Raf € o membro da familia Raf mais facilmente ativado
por Ras e é a mais ativa em fosforilar MEK. (NIAULT; BACCARINI, 2010). Além disso,
sua atividade basal € maior do que de outros membros da familia Raf, o que talvez possa
explicar a frequente ativagdo mutacional de BRAF observada em tumores humanos.

(WELLBROCK; KARASARIDES; MARAIS, 2004).

Ao longo dos anos, o gene BRAF tem estado cada vez mais associado ao
desenvolvimento do cancer. O gene foi encontrado mutado, duplicado ou aberrantemente
partido em subconjuntos especificos de neoplasias malignas. (DAVIES et al.,

2002)(PFISTER et al., 2008)(BAITEI et al., 2009).

2.5 BRAF e melanoma

A melanomagénese ocorre apds eventos mutacionais que produzem vias de
sinalizacdo criticas para a sobrevivéncia celular. A MAPK é uma via de transducao de
sinal, envolvida numa variedade de programas fisiolégicos, tais como a proliferacéo

celular, diferenciacéo, desenvolvimento, migracéo, apoptose e transformacéo, sendo a
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mais relevante no desenvolvimento do melanoma. A via MAPK ¢ ativada pela ligacao de
um fator de crescimento a um receptor tirosina cinase (RTK) na superficie celular e
estimula a atividade da guanosina trifosfatase (GTPase) do RAS. O sinal propaga-se
através da cascata RAF, da proteina cinase mitdgeno ativada 1 (MAP2K1) e da cinase
relacionada com o sinal extracelular (ERK), que entra no ndcleo para ativar fatores de
transcricao e promover o ciclo celular. No melanoma, a sinalizagdo MAPK desregulada e
a ativacao sustentada de ERK podem levar a hiperatividade da cascata e subsequente
proliferacdo celular, sobrevivéncia, invasdo, metastase e angiogénese. Outras vias que
fazem parte da melanomagénese séo a via PISK-AKT, a via MITF, a via NFKB, a via WNT
e alteracbes no gene CDKN2A. (TEIXIDO et al.,, 2021) (SINI et al., 2008) (GAJOS-

MICHNIEWICZ; CZYZ, 2020).

E sabido que pacientes com melanoma BRAF mutado tém pior prognéstico. (LONG et
al., 2011). No trabalho de Davies e colaboradores, foi observado que a atividade cinase
basal do BRAF mutado € dez vezes maior que a do BRAF selvagem. (DAVIES et al.,

2002).

As mutagbes em BRAF podem ser classificadas em trés classes, de acordo com a
atividade da BRAF cinase e ativacdo constitutiva da via. (DANKNER et al., 2018). A
delimitacdo das mutagcbes patogénicas em trés classes distintas pode servir de modelo
para orientar as estratégias terapéuticas. (OWSLEY et al., 2021). As mutacdes da classe
| situam-se no cédon V600 e apresentam uma atividade cinase extremamente forte,
estimulando a ativacdo monomérica do BRAF. As mutacdes da classe Il sdo mutacdes
nao V600 que ativam o BRAF para sinalizar como um dimero independente do RAS, com
uma atividade cinase e efeitos de fosforilagcdo a jusante mais fracos do que os observados
na classe I. Por ultimo, as mutacdes da classe 1l sdo consideradas "kinase-dead” ou de

baixa atividade em comparagcdo com o tipo selvagem. As mutacdes da Classe Ill ndo
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podem fosforilar diretamente a MEK, mas mantém a atividade de ligacdo do CRAF de uma
forma dependente do RAS e podem ainda contribuir para a oncogénese através da

ativacdo do CRAF. (OWSLEY et al., 2021).

2.5.1 Terapia alvo

A terapia sistémica para melanoma mudou bastante desde a introducdo do
ipilimumab, um inibidor de CTLA4, em 2011. (STEPHEN HODI et al., 2010). A partir de
entdo, surgiram algumas drogas para o tratamento do melanoma, com aumento da
sobrevida global. (PULTE et al., 2019) (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). Em menos de
dez anos, nove novas drogas foram aprovadas para o tratamento do melanoma
irressecavel, junto com outras quatro novas aprovac¢des no cenario adjuvante. (SETH et

al., 2020).

Em 2020, foi publicada uma orientacdo (guideline) da American Society of Clinical
Oncology (ASCO) acerca da terapia sistémica para melanoma. Foi recomendado que,
para pacientes com melanoma metastatico, seja feita a avaliacdo acerca da presenca ou
ndo de variantes em BRAF. (SETH et al.,, 2020). Isto se deve a existéncia de
medicamentos direcionados a neoplasias com BRAF mutado, a assim chamada terapia
alvo. (CHENG et al., 2018). A mesma orientacdo foi publicada pela NCCN (National

Comprehensive Cancer Network). (SWETTER et al., 2021).

Como citado por Ito T. et al (ITO et al., 2021), a presenca de mutacdo em BRAF prediz
a resposta a inibidores de BRAF/MEK. Considerando os diferentes algoritmos de
tratamento baseados no status mutacional de BRAF, todos os pacientes com melanoma
metastatico devem ser testados para a presenca ou auséncia de mutacdo em BRAF. O

principal alvo dessas novas drogas séo as proteinas oriundas de mutagées no locus V600,
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sendo a mais frequente delas a V600OE. (OWSLEY et al., 2021) (LOKHANDWALA et al.,

2019).

A descoberta de que muitos melanomas contém mutacdes em BRAF (DAVIES et al.,
2002) levou ao desenvolvimento do vemurafenibe, do dabrafenibe e do encorafenibe,
inibidores seletivos da cinase mutada BRAF V600, e do trametinibe, do cobimetinibe e do
binimetinibe, inibidores da cinase MEK a jusante. A terapéutica combinada com inibidores
BRAF e MEK (por exemplo, dabrafenib mais trametinibe, vemurafenibe mais cobimetinibe,
encorafenibe mais binimetinibe) resultou em melhores taxas de sobrevida global e de
sobrevida sem progressdo de doenca em pacientes com melanoma avancado
apresentando variantes BRAF V600.(CHENG et al., 2018) (MCARTHUR et al., 2014)

(LARKIN et al., 2014) (GRANGE et al., 2015) (LONG et al., 2016) (DUMMER et al., 2018).

Dada a importancia da terapia alvo para pacientes com melanoma metastatico, a

identificacdo de mutacdes neste tipo de neoplasia torna-se primordial.
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando os beneficios que a terapia alvo pode trazer aos pacientes com
melanoma, caracterizar um perfil molecular de pacientes com melanoma acral pode ser
benéfico para a populagédo. Muitas das padroniza¢gBes e analises de custo/efetividade
levam em consideracédo a incidéncia na populacao, preco do medicamento e seu efeito,
tornando necessario conhecer a real incidéncia de pacientes trataveis com terapia alvo
para estudar, inclusive, o impacto econdmico do uso do medicamento. Pacientes com
melanoma acral sdo mais comuns em paises onde ndo predominam caucasianos e tais
estudos devem e sempre serdo capitaneados por iniciativas locais. O conhecimento desta
populacédo e suas reais necessidades de tratamento podem balizar politicas publicas para
estes pacientes. Esse tipo de estudo € pioneiro no Brasil e pode servir de estudo-piloto
para determinacéao de parte do perfil molecular de pacientes com melanoma acral em uma

populacdo expandida.
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4. OBJETIVOS

4.1 Primério

Caracterizar o perfil molecular restrito ao éxon 15 do BRAF do melanoma acral em
pacientes matriculados no Instituto Nacional de Céancer entre janeiro de 2003 e dezembro

de 2013.

4.2 Secundarios

Verificar se ha associacao entre a presenca de mutacdes no éxon 15 do BRAF e fatores
prognodsticos histopatologicos (espessura de Breslow, nivel de Clark, indice mitético,
infiltrado linfocitico tumoral, regresséo, microssatelitose, ulceracédo, invasao angiolinfatica

e infiltracao perineural), variaveis clinicas e demogréaficas do melanoma acral.

Verificar se ha relacdo entre a espessura de Breslow e a presenca ou ndo de infiltrado

linfocitico tumoral (TIL).

Caracterizar os fatores de risco e de protecdo para Obito, considerando as variaveis

clinicas, demograficas e histopatolégicas.

Relacionar a presenca de mutag¢des no éxon 15 do BRAF com o desfecho clinico dos

pacientes.

Comparar a sobrevida dos pacientes com melanoma ungueal e com melanoma palmo-

plantar.
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5. MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo retrospectivo, baseado na avaliagdo de amostras de pacientes
matriculados no Instituto Nacional de Cancer (INCA), no periodo de 01 de janeiro de 2003
a 31 de dezembro de 2013. As laminas coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina
(HE) foram revisadas pela pesquisadora principal, patologista com mais de dez anos de
experiéncia em dermatopatologia, para confirmagédo do diagndstico de melanoma e para
avaliacdo dos fatores prognésticos histopatolégicos. O bloco de parafina com volume de
tumor adequado (no minimo cerca de 70% de representatividade tumoral) foi utilizado para

realizacdo de estudos moleculares.

5.1 Calculo amostral, gerenciamento de dados e analises estatisticas

Por ser um estudo descritivo, sem hipotese estatistica a ser testada, nao foi realizado
calculo amostral. Trata-se de amostra por conveniéncia; foram incluidos pacientes
consecutivamente matriculados entre 2003 e 2013, no Instituto Nacional de Cancer, com

diagndstico de melanoma acral.

Um banco de dados foi criado no sistema RedCap®, validado e licenciado para uso
no INCA. Este sistema € baseado em internet com o nivel de seguranca apropriado para
gue o pesquisador possa inserir todas as informacfes necessarias, em concordancia com
as Boas Préticas Clinicas. (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2005). O
banco de dados foi idealizado pela pesquisadora principal e customizado pelos gerentes
de dados da Area Representativa de Pesquisa Clinica (ARPC/INCA). As variaveis
coletadas foram: data do diagndstico no INCA; idade no momento do diagnéstico (por
bidpsia); sexo (masculino, feminino); cor da pele auto-referenciada (branca, preta, parda
e amarela); localizacdo da lesdo (palmar, plantar, subungueal méo, subungueal pé);

estadiamento clinico (0 a IV, tendo sido agrupados posteriormente em O all e lll a IV para
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fins comparativos); data do 6bito ou data da ultima consulta; tipo de amostra (excisional
ou incisional); espessura de Breslow; nivel de Clark; indice mitotico (em mitoses/ mm2);
infiltrado linfocitico tumoral (presente ou ausente); status do infiltrado linfocitico tumoral
(ativo, inativo); graduacado do infiltrado linfocitico tumoral (leve, moderado, acentuado);
regressdo; microssatelitose; tamanho da microssatelitose (maior eixo em milimetros);
ulceracéo; tamanho da ulceracgéo; tipo de célula predominante (epitelioide ou fusiforme);
tipo histopatolégico da neoplasia; se a lesé@o era polipoide ou néo; invasado angiolinfatica;
invasdo perineural; presenca ou ndo de necrose; graduacédo da quantidade de melanina
(ausente, leve, moderada, acentuada); fase de crescimento da neoplasia (radial X

vertical); alteracdo molecular encontrada.

Os dados clinicos foram coletados dos prontuarios médicos e do sistema de Anatomia
Patol6gica da Divisédo de Patologia do INCA. A data de 6bito foi consultada nos prontuarios
médicos e também no Sistema de Informacé&o de Mortalidade da Cidade do Rio de Janeiro
(SIM). A coleta de dados clinicos e insercdo no banco de dados foi realizada pela
pesquisadora principal e por profissional de sua equipe por ela delegado. A pesquisadora

principal foi responsavel pela preciséo e veracidade dos dados clinicos coletados.

Ao final do estudo, os dados foram extraidos e exportados para o programa de
estatistica R (R CORE TEAM, 2020), versdo 4.0.3, para realizacdo das analises

estatisticas. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Foi realizada uma analise descritiva das variaveis clinicas e demogréficas, que foram
resumidas em uma tabela. O teste de Shapiro foi utilizado para verificar a hipotese nula
de normalidade para as variaveis continuas idade, espessura de Breslow, tamanho da
ulceragdo e numero de mitoses. As variaveis continuas foram descritas por média e

desvio-padrao (DP) ou, quando a distribuicdo da variavel ndo era normal, por mediana e
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intervalo interquartilico (ligq). As variaveis categoricas foram descritas por frequéncias

absolutas e relativas.

Para verificar associacdo entre status da mutacdo e os fatores prognésticos foi
construido um modelo multiplo de regressao logistica. Primeiramente foi obtido o odds
ratio (razdo de chances - OR) bruto para cada variavel. A seguir, as variaveis com p valor
menor que 0,20 foram inseridas no modelo multiplo em modo passo a passo (forward
stepwise). Os valores de OR brutos e ajustados foram apresentados com seus respectivos

intervalos de confianca (IC 95%).

Para verificar se havia diferenca no valor da espessura de Breslow entre os grupos de

TIL ausente e TIL presente, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Para verificar se havia diferenca no valor da mediana da espessura de Breslow entre
os grupos de melanina ausente e melanina presente, foi utilizado o teste ndo paramétrico

de Mann-Whitney.

Para verificar se havia diferenca na mediana de idade entre os pacientes com neoplasia
gue apresentava a variante V600E e os demais pacientes cujas neoplasias apresentaram
sequenciamento satisfatério (ndo V600E e selvagens), foi utilizado o teste ndo paramétrico

de Mann-Whitney.

A sobrevida global (SG) foi calculada do momento do diagndstico até o 6bito ou até o
ultimo contato registrado. Os pacientes vivos ao final do seguimento foram censurados. O
método de Kaplan-Meier foi empregado para estimar as curvas de sobrevida, as medianas
de sobrevida (com os respectivos IC 95%) e probabilidades de sobrevida em 60 meses. O
tempo mediano de seguimento foi calculado pelo método de Kapplan-Meyer reverso. As

curvas de sobrevida foram comparadas pelo teste de log-rank.
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Para verificar associacao entre os fatores prognosticos histopatolégicos, demograficos
e clinicos e sobrevida global foi construido um modelo multiplo de riscos proporcionais de
Cox. Primeiramente foi obtido o hazard ratio (raz&o de risco - HR) bruto para cada variavel.
A seguir, as variaveis com p valor menor que 0,20 foram inseridas no modelo multiplo em
modo passo a passo (forward stepwise). Os valores de HR ajustados foram apresentados
com seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%). Seguindo o pressuposto de que
as variaveis de exposicao devem ser independentes entre si, algumas variaveis nao foram
incluidas no modelo, por apresentarem forte associacdo com o estadio clinico, sendo elas:
espessura de Breslow, ulceracédo, tipo histopatolégico nodular e fase de crescimento
vertical. Outra condicdo para a inclusao de varidveis no modelo multiplo foi o pressuposto
de proporcionalidade, que foi verificado visualmente, para cada variavel, nas curvas de
sobrevida. A variavel invasao perineural, cujos riscos nao se mostraram proporcionais ao

longo do tempo, foi incluida no modelo como variavel de estratificacao (strata).

5.2 Ciitérios de inclusao

1 — Pacientes matriculados consecutivamente no Instituto Nacional de Cancer, entre

janeiro de 2003 e dezembro de 2013, com diagndstico de melanoma acral.

2 - Presenca de bloco de parafina com volume de material adequado (no minimo cerca de

70% de representatividade tumoral) para realizacao das analises propostas.

3 - Prontuario médico disponivel para coleta de informagdes.

4 -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelo paciente.

5 - Idade acima de 18 anos.

6 — Paciente brasileiro.
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5.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo casos em que s0 havia bloco de parafina referente a recidiva

local ou a metastase.

5.4 Métodos

Foi realizado levantamento dos casos de melanoma acral, no sistema de Anatomia
Patoldgica da Divisdo de Patologia do INCA, utilizando-se os cddigos para melanoma de
maos e de pés, de membros inferiores e de membros superiores, totalizando 816 casos

correspondentes a 537 pacientes.

Todos os 816 casos, referentes a 537 pacientes, foram acessados no sistema de
Anatomia Patologica da Divisdo de Patologia do INCA para confirmacao da localizagcédo
(incluidos apenas os casos de palmas, de plantas e subungueais) e da verificacdo da
existéncia do bloco de parafina no arquivo. Posteriormente, as laminas coradas em
hematoxilina e eosina (HE) dos casos de localizagdo acral (incluidas bidpsias incisionais
e excisionais) foram revistas para confirmacdo do diagnéstico de melanoma, totalizando

405 pacientes.

Os prontuarios médicos e o Sistema de Informacao de Mortalidade da Cidade do Rio
de Janeiro (SIM) foram acessados para verificacdo de possiveis Obitos e anotacdo das
datas da ultima consulta e/ou de consulta agendada destes 405 pacientes. Foram
encontrados 150 6bitos nos prontuarios médicos e mais 38 6bitos no SIM, totalizando 188

pacientes que foram a ébito.

by by

Houve perdas devido a auséncia de bloco de parafina e a auséncia de prontuério
meédico disponivel. Ao final da busca, foram obtidos 368 pacientes que preenchiam todos

0s critérios de inclusao.
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As laminas de HE dos 368 pacientes, considerando suas biopsias incisionais e
excisionais, foram revistas pela pesquisadora principal e a area com maior
representatividade tumoral demarcada (no minimo cerca de 70% de representatividade

tumoral).
5.5 Avaliacéo histopatoldgica

Foram utilizadas no estudo apenas as neoplasias primarias. Nao foram utilizadas
amostras referentes a recidiva local ou a metastase, por exemplo. Todas as laminas de
HE foram revistas pela pesquisadora principal para confirmacdo do diagnéstico e
determinacdo dos fatores progndésticos histopatologicos. Os fatores progndsticos
histopatoldgicos foram anotados de acordo com a AJCC oitava edicdo (AMERICAN JOINT
COMMITTEE ON CANCER, 2018), conforme descritos anteriormente em “2.3 Fatores
prognodsticos histopatologicos do melanoma cutaneo”. Além dos fatores progndsticos
preconizados pela AJCC, foram incluidas no estudo caracteristicas como: grau de
atividade do TIL (leve, moderado e acentuado), tipo de célula predominante na neoplasia
(epitelioide, fusiforme e outro); lesdo polipoide (sim ou ndo), tamanho da microssatelitose;
tamanho da ulceracdo; necrose (sim ou ndo) e quantidade de melanina (ausente, leve,

moderada e acentuada).

E importante ressaltar que a avalia¢do histopatolégica foi realizada sem o conhecimento

das caracteristicas clinicas ou dos resultados de sequenciamento.

A graduacédo da atividade do TIL foi realizada de forma subjetiva pela pesquisadora

principal.

O tipo de célula predominante foi avaliado da seguinte forma: se a neoplasia

apresentava mais de 50% de um determinado subtipo, este foi considerado predominante.
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Se havia quantidades similares dos subtipos principais (epitelioide e fusiforme), esta
neoplasia era encaixada no campo “ndo se aplica”, ou seja, ndo havia predominio de

determinado tipo celular.

Foram consideradas lesbes polipoides aquelas lesbes sobrelevadas cuja base era

menor que sua superficie.

O tamanho da microssatelitose foi medido com régua milimetrada, no maior eixo do
depdsito tumoral. Nos casos em que havia mais de um depdsito tumoral

(microssatelitose), foi medido o maior.

O tamanho da ulceracdo foi medido com régua milimetrada, na lamina com maior
representatividade de ulceracdo. Considerou-se ulceracdo a solugcao de continuidade do

epitélio com sua substituicdo por exsudato fibrino-necro-leucocitario.

A quantidade de melanina foi avaliada apenas nas células neoplasicas, nao tendo sido
considerados melan6fagos para esta quantificacao, que foi realizada de maneira subjetiva,

da seguinte forma:

a) Melanina ausente: neoplasias sem pigmento melanico nas células neoplasicas,
apos analise minuciosa de todas as laminas da neoplasia;

b) Melanina leve: melanina presente no citoplasma de até 25% das células
neoplasicas;

c) Melanina moderada: melanina presente no citoplasma de 26% a 75% das células
neoplasicas;

d) Melanina acentuada: melanina presente no citoplasma de 76% a 100% das células

neoplasicas.
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5.6 Protocolo experimental

5.6.1 Extracdo de DNA gendmico, PCR e sequenciamento

O DNA gendmico de cada tumor incluido nesse estudo foi extraido de tecido fixado
em formol e embebido em parafina (formalin-fixed paraffin-embedded tissue — FFPE). A
area tumoral foi demarcada pela pesquisadora responsavel. Amostras com pelo menos
70% de representatividade tumoral (neoplasia viavel) foram utilizadas. Trés cortes de 10
Mm de tecido inserido em parafina foram colocados em um tubo Eppendorf e submetidos
ao processo de desparafinizacdo “one tube”, cujo protocolo esta no apéndice A. A
extracdo de DNA foi realizada com o kit QiAmp DNA FFPE tissue kit (50 preps), catalogo
namero: 56404 - Qiagen. A qualidade e concentragdo do DNA extraido foram avaliadas
por leitura de absorbancia em espectrofotometro Nanodrop (ThermoFisher Scientific). Em
seguida, o éxon 15 do gene BRAF foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando os reagentes do kit Tag High Fidelity, catdlogo niumero 11304011 e
desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTP), ambos da Invitrogen, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para cada reacdo de PCR de volume de 50 uL, foram utilizados
aproximadamente 100 ng de DNA. Utlizamos o iniciador forward 5'-
TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA-3' e reverse 5-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3'".
Os primers citados correspondem a uma regido de 224 pares de base, entre as posicdes
intrénicas 176.309 e 176.331 (5’- 3’) na sequéncia forward e 176.532 ¢ 176.511 (5’- 3’) na
sequéncia reverse, que incluem o éxon 15 do gene BRAF. A sequéncia NG_007873.3,
depositada no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) disponivel foi utilizada

como referéncia de DNA gendmico.

Aliquotas (2 ul a 5 ul) dos produtos de PCR foram submetidas a eletroforese em gel de

agarose a 2% contendo gel red, para confirmar a amplificagéo.
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Em seguida, os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit Purelink Quick PCR
Purification Kit (50 preps), catalogo nimero K310001- Invitrogen, para posterior confeccao
das placas de sequenciamento. No preparo das amostras para o sequenciamento foi
utilizado o kit Big-Dye Terminator (Applied Biosystems), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. As amostras foram transferidas para uma placa de 96 pocos para realizacéo
da reacdo de sequenciamento, no termociclador Veriti Thermal Cycler, 96 Well (Applied
Biosystems). O sequenciamento foi realizado no sequenciador automatico ABI 3130XL
DNA Analyzer (Applied Biosystems). Apos a realizacdo do sequenciamento, 0s arquivos
contendo os dados brutos foram exportados em formato .AB1 e importados para o
programa ChromasPro™ versdo 2.1.10 (Technelysium Pty Ltd) para analise. Os
eletroferogramas e suas respectivas sequéncias de bases nitrogenadas foram

visualizados e analisados neste programa.

Para a anotacdo das variantes genéticas encontradas, as sequéncias de bases
nitrogenadas obtidas foram alinhadas com as sequéncias de bases nitrogenadas relativas
ao gene BRAF depositadas no GenBank, (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/). Como
referéncia de DNA gendmico, utilizamos a sequéncia NG_007873.3. Como referéncia de
DNA complementar, utilizamos a sequéncia NM_004333.6. No caso de variantes do tipo
sentido trocado ou missense, que conferiram mudancas na sequéncia proteica, a
sequéncia NP_004324.2 foi utilizada como referéncia e as substituicbes foram analisadas

considerando as alteracdes no cdédon e consequente alteracdo no residuo de aminoéacido.

Posteriormente, as variantes identificadas foram classificadas quanto a sua
patogenicidade. Para isso, foram utilizadas informacdes da base de dados Ensembl, bem
como outras bases de dados relevantes, como o ClinvVar, o COSMIC e o dbSNP. Foram
considerados critérios como frequéncia na populagdo, impacto funcional predito e

associagdo com doencas conhecidas.
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A avaliacdo dos eletroferogramas foi realizada sem o conhecimento das caracteristicas

clinicas ou histopatolégicas.
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6. ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do INCA (parecer
namero 958.016). Trata-se de um estudo descritivo, retrospectivo, portanto ndo houve
nenhum tipo de intervencdo de qualquer natureza. Cada paciente incluido recebeu o
tratamento habitual da instituicdo, dentro ou fora de protocolos de estudos clinicos. Foi
estabelecida codificacdo de cada paciente, garantindo a confidencialidade das

informacdes.

Todos os aspectos éticos envolvidos encontram-se de acordo com a resolugdo CNS
466/12 (Publicada no DOU n° 12 — quinta-feira, 13 de junho de 2013 — Secéo 1 — Pagina
59), que dispde sobre diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo

seres humanos.

6.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O conteudo do TCLE pode ser visto no apéndice B.

Foi solicitada ao Comité de Etica em Pesquisa isen¢éo do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) para os pacientes cujos Obitos foram verificados nos
prontuérios médicos e no Sistema de Informacdo de Mortalidade da Cidade do Rio de
Janeiro (SIM). A solicitag&o foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em 27
de outubro de 2015, Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo FEtica (CAAE):
40068614.1.0000.5274. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado por
11 pacientes e um deles se recusou a participar do estudo. Apés trés tentativas frustradas
de contato por carta e/ou por telefone com o restante dos pacientes vivos, foi solicitada
isencdo do TCLE ao Comité de Etica em Pesquisa do INCA para estes pacientes. Esta

solicitacao foi aprovada em abril de 2018.



7. FINANCIAMENTO

O Laboratério de Pesquisa Translacional da Divisdo de Pesquisa Clinica do INCA
utilizou recursos préprios para o desenvolvimento do projeto.
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8. RESULTADOS

8.1 Dados clinicos e demogréficos

Os resultados descritos a seguir estdo resumidos na Tabela 1. Foram estudados 368
pacientes. A idade no momento do diagnostico variou de 18,8 anos a 110,8 anos, com
uma mediana de 67,5 anos e intervalo interquartilico (Ilg) de 57.2 a 76.0 anos. A
distribuicdo de pacientes femininos e masculinos estava homogénea, sendo 192 (52,2%)
do sexo feminino e 176 (47,8%) do sexo masculino. O teste de Shapiro rejeitou a hipotese
nula de normalidade para as variaveis continuas idade e espessura de Breslow, por isso,

utilizamos a mediana como medida de tendéncia central.

Com relacédo a cor da pele, duzentos e onze (57,3%) pacientes eram brancos, oitenta e

guatro (22,8%) pacientes eram pardos e setenta e trés (19,8%) eram negros.

Quanto a localizacdo da lesao, duzentos e noventa (78,8%) pacientes apresentavam
melanoma plantar, em quarenta e trés (11,7%) pacientes o melanoma estava localizado
na regido subungueal do pé, em vinte (5,4%) pacientes o melanoma estava localizado na
regido subungueal da mé&o e quinze (4,1%) pacientes tinham melanoma palmar. Ao
agruparmos as localizagOes, trezentos e cinco (82,9%) pacientes apresentavam
melanoma palmo-plantar e sessenta e trés (17,1%) eram portadores de melanoma

subungueal.

Considerando o estadio clinico, seis (1,6%) pacientes foram alocados no estadio O,
dezesseis (4,3%) correspondiam ao estadio IA, trinta e trés (9,0%) ao estadio IB, trinta e
oito (10,3%) ao estadio lIA, trinta e seis (9,8%) pacientes ao estadio IIB, oitenta e nove
(24,2%) ao estadio IIC, centro e trinta e trés (36,1%) foram alocados no estadio Ill e
dezessete (4,6%) estavam no estadio IV de doenca. Ao agruparmos os estadios, a

distribuicdo se apresenta da seguinte forma: cinquenta e cinco (14,9%) pacientes
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correspondiam aos estadios O e |, cento e sessenta e trés (44,3%) ao estadio Il, cento e
trinta e trés (36,1%) ao estadio lll e dezessete (4,6%) ao estadio IV. A definicdo dos

estadios pode ser vista no apéndice C.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinico-patologicas e status de BRAF

Caracteristicas Total

Total N (%)

368

Idade Mediana (llq) 67,5 (57,2 a 76,0)
Sexo Masculino 176 (47,8)
Feminino 192 (52,2)
Cor da pele Branca 211 (57,3)
Preta 73 (19,8)
Parda 84 (22,8)
Local da leséo Plantar 290 (78,8)
Palmar 15 (4,1)
Subungueal mdo 20 (5,4)
Subungueal pé 43 (11,7)
Local dicotomizado Palmo-plantar 305 (82,9)
Estadiamento 0 6 (1,6)
1A 16 (4,3)
IB 33 (9,0)
A 38 (10,3)
IIB 36 (9,8)
[[e: 89 (24,2)
1] 133 (36,1)
\Y; 17 (4,6)
Estadiamento Oel 55 (14,9)
agrupado
Il 163 (44,3)
1l 133 (36,1)
\Y, 17 (4,6)



Caracteristicas Total
Tipo de amostra Excisional 322 (87,5)
Incisional 46 (12,5)
Tipo histopatoldgico Acral-lentiginoso 303 (82,3)
Nodular 37 (10,1)
Nao avaliavel 28 (7,6)
Leséo polipoide Nao 309 (84,0)
Sim 59 (16,0)
Breslow Mediana (llq) 5,0 (2,4 a 10,0)
Clark I 9(2,4)
Il 15 (4,1)
1] 39 (10,6)
\Y, 198 (53,8)
Y, 107 (29,1)
TIL Presente 228 (62,0)
Ausente 140 (38,0)
Status TIL Inativo 140 (38,0)
Ativo 88 (23,9)
Ausente 140 (38,0)
Grau de atividade TIL Leve 146 (39,7)
Moderada 66 (17,9)
Acentuada 16 (4,3)
(TIL ausente) 140 (38,0)
Microssatelitose N&ao 353 (95,9)
Sim 15 (4,1)
Tamanho da Mediana (llq) 2,2(1,0a2,8)

microssatelitose

53



Caracteristicas Total
Ulceracao Nao 128 (34,8)
Sim 240 (65,2)
Tamanho ulceracgéo Mediana (llq) 10,0 (4,2 a17,0)
Regressao Nao 335 (91,0)
Sim 33(9,0)
Mitoses Mediana (llq) 3.0(1,0a7,0)
Tipo de célula Epitelioide 236 (64,1)
predominante
Fusiforme 103 (28,0)
Outro 3(0,8)
N&o se aplica 26 (7,1)
Invasdo angiolinfatica Nao 325 (88,3)
Sim 43 (11,7)
Invasao perineural Nao 316 (85,9)
Sim 52 (14,1)
Necrose Nao 291 (79,1)
Sim 77 (20,9)
Melanina Ausente 53 (14,4)
Leve 105 (28,5)
Moderada 73 (19,8)
Acentuada 137 (37,2)
Fase de crescimento Radial 55 (14,9)
Vertical 313 (85,1)
Status BRAF Selvagem 161 (43,8)
Mutado 23 (6,2)
(Nao avaliados) 184 (50,0)

llg: Intervalo interquartilico; TIL: Infiltrado linfocitico tumoral.
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8.2 Dados histopatolégicos

Os resultados descritos a seguir estdo resumidos na Tabela 1. A maioria das amostras
(322) eram excisionais, ou seja, referentes a exérese completa da neoplasia,
correspondendo a 87,5% dos casos. Quarenta e seis amostras eram incisionais, assim
sendo, a neoplasia ndo estava representada em sua totalidade, equivalentes a 12,5% dos

casos.

Considerando o tipo histopatoldgico, trezentos e trés (82,3%) casos eram acral-
lentiginoso e trinta e sete (10,1%) eram nodular. Vinte e oito (7,6%) ndo puderam ser
classificados quanto ao tipo histopatoldgico, devido a parcialidade da amostra (bidpsias

incisionais).

As neoplasias foram classificadas em polipoides ou nao polipoides. A maioria das

neoplasias ndo eram polipoides, correspondendo a 309 (84,0%) casos.

A espessura de Breslow variou de 0 mm a 65 mm, com uma mediana de 5,0 mm e

intervalo interquartilico (llq) de 2,4 a 10,0 mm.

O nivel de Clark 1V foi o mais prevalente, correspondendo a 198 (53,8%) neoplasias. A

distribuicdo dos niveis de Clark pode ser vista na Tabela 1.

O infiltrado linfocitico estava presente em 228 neoplasias (62%), sendo a maioria
inativo, em 140 (38%) casos. A maior parte exibia infiltrado linfocitico leve, em 146 (39,7%)
neoplasias. A caracterizacdo do infiltrado linfocitico tumoral esta ilustrada nas figuras 2 a

5.

A grande maioria dos casos (353 pacientes - 95,9%) néo tinha microssatelitose. O

tamanho da microssatelitose variou de 0,2 mm a 13,0 mm, com uma mediana de 2,2 mm.
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A maior parte dos casos nado apresentava regressdo (335 casos — 91,0%). A

caracterizacdo de regressao esté ilustrada nas figuras 6 e 7.

Duzentos e quarenta casos apresentavam ulceragdo, correspondendo a 65,2% da

amostra.

O namero de mitoses por milimetro quadrado variou de 0 a 37, sendo a mediana de 3,

comligdelav.

Predominou o subtipo de células epitelioides, em 263 (64,1%) casos. Trés casos foram
alocados no subtipo “outro”, sendo um de células pequenas, redondas e azuis, outro de

células claras e outro de células pleomorficas.

Trezentas e dezesseis neoplasias (85,9%) nédo tinham invasdo perineural. A

caracterizacdo de invasao perineural esta ilustrada na figura 8.

Trezentas e vinte e cinco neoplasias (88,3%) ndo apresentavam invasao angiolinfatica.

A caracterizacdo de invasao angiolinfatica esta ilustrada na figura 7.

Duzentos e noventa e um tumores (79,1%) ndo apresentavam necrose.

A maior parte das neoplasias apresentavam pigmento melanico acentuado (137 casos

- 37,2%). Cinquenta e trés (14,4%) melanomas eram amelanéticos (melanina ausente).

A fase de crescimento mais frequente era a vertical, em 313 (85,1%) casos.
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Figura 2 — Infiltrado linfocitico tumoral ativo. Fotomicrografia da neoplasia do paciente ID 33. O linfécitos
estdo presentes em toda a base da lesdo e também permeiam as células neoplésicas. Lamina escaneada,

corada em HE, equivalente a aumento aproximado de 200x.
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Figura 3 — Infiltrado linfocitico tumoral inativo. Fotomicrografia da neoplasia do paciente ID 93. O linfécitos
estdo presentes em parte da base da leséo, principalmente no canto inferior direito. LAmina escaneada,

corada em HE, equivalente a aumento aproximado de 100x.
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Figura 4 — Infiltrado linfocitico tumoral inativo. Fotomicrografia da neoplasia do paciente ID 93. Detalhe do
canto inferior direito ilustrado na figura 3, mostrando os linfdcitos em intimo contato com as células

neoplasicas. Lamina escaneada, corada em HE, equivalente a aumento aproximado de 200x.
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Figura 5 — Infiltrado linfocitico tumoral ausente. Fotomicrografia da neoplasia do paciente ID 89. Nao ha

linfécitos em toda a base da lesdo. Lamina escaneada, corada em HE, equivalente a aumento aproximado

de 100x.
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Figura 6 — Regresséo. Fotomicrografia da neoplasia do paciente ID 16. No centro (indicado pela seta), nota-
se auséncia de células neoplésicas. Ver figura 7, a seguir, para maiores detalhes. Lamina escaneada,

corada em HE, equivalente a aumento aproximado de 100x.
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Figura 7 — Regressédo. Fotomicrografia da neoplasia do paciente ID 16. Detalhe do centro ilustrado na figura
6. Nota-se auséncia de células neoplasicas, nesta regido. A derme subjacente mostra fibroplasia,
proliferacéo vascular e melan6fagos. Lamina escaneada, corada em HE, equivalente a aumento aproximado

de 200x.
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Figura 8 — Invaséo perineural. Fotomicrografia da neoplasia do paciente ID 75. As células neoplasicas estdo
presentes ao redor do nervo (indicado pela seta). LAmina escaneada, corada em HE, equivalente a aumento

aproximado de 400x.
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Figura 9 — Invasdo angiolinfatica. Fotomicrografia da neoplasia do paciente ID 93. As células neoplasicas
estdo presentes dentro de estrutura vascular (indicada pela seta). Lamina escaneada, corada em HE,

equivalente a aumento aproximado de 400x.

8.3 Variantes de BRAF

Foi realizada extracdo do DNA de 368 amostras. A quantificacdo de DNA foi realizada

por leitura de absorbancia em espectrofotébmetro, variando de - 2,3 ng/pl a 501,65 ng/ul.

Foram feitas reacBes para amplificagdo (reacdo em cadeia da polimerase — PCR) do
éxon 15 do BRAF destas 368 amostras, que foram avaliadas em gel de agarose a 2%

contendo gel red e consideradas satisfatérias em 261 amostras.

Apés revisdo de todos os casos no programa Chromas Pro, cento e oitenta e quatro
sequenciamentos apresentaram parametros satisfatorios para andlise. Destes, vinte e trés

apresentaram variantes em BRAF, o que correspondia a 12,5% das amostras com
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sequenciamento satisfatério. Destas, 26% eram V600E. A descricdo das variantes foi

resumida na Tabela 2.



Tabela 2 — Variantes do éxon 15 do BRAF
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ID DNA RNAmM PROTEINA AA DbSNP COSMIC ClinVAr
17 176344C>T INTRONICA INTRONICA

23 176444G>A,605S5>N  NM_004333.6:c.1814G>A  NP_004324.2:p.Ser605Asn p.S605N rs121913373 COSM1136 376283
23 176446G>GA,606G>R NM_004333.6:c.1816G>A  NP_004324.2:p.Gly606Arg  p.G606R COSM27640

26  176435C>T,602S>F NM_004333.6:c.1805C>T  NP_004324.2:p.Ser602Phe  p.S602F

42 176429T>TA,600V>V/E NM_004333.6:c.1799T>A  NP_004324.2:p.Val600Glu  p.V60OE rs113488022 COSMA476 13961
50 176448G>GC,606G>G/G NM_004333.6: ¢.1818G>T NP_004324.2:p.Gly606Gly  p.G606G COSM5805301

79 176398G>GA,590V>V/I NM_004333.6: c.1768G>A NP_004324.2:p.Val590lle p.V590l COSM51383

93 176429T>TA,600V>V/E NM_004333.6:c.1799T>A  NP_004324.2:p.Val600Glu  p.V600E rs113488022 COSM476 13961
96 176429T>TA,600V>V/E NM_004333.6:c.1799T>A  NP_004324.2:p.Val600Glu  p.V600E rs113488022 COSM476 13961
164 176372A>AG,581N>N/S NM_004333.6:c.1742A>G  NP_004324.2:p.Asn581Ser p.N581S rs121913370 COSM462

168 176429T>TA,600V>V/E NM_004333.6:c.1799T>A  NP_004324.2:p.Val600Glu  p.V60OE rs113488022 COSMA476 13961
202 176432A>AG,601K>K/R NM_004333.6:c.1802A>G  NP_004324.2:p.Lys601Arg  p.K601R COSM133625

204 176474G>GA,615G>G/E NM_004333.6:c.1843G>G/A NP_004324.2:p. Gly615Glu  p.G615E

223 176351C>CT INTRONICA INTRONICA

223 176419C>CT,597L>L/L NM_004333.6:c.1789C>T  NP_004324.2:p.Leu597Leu p.L597= rs121913369 COSM133632
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ID DNA RNAmM PROTEINA AA DbSNP  COSMIC ClinVAr
233 176469G>GA:613L>L/L NM_004333.6:c.1839G>A  NP_004324.2:p.Leu613Leu L0 COSM9158986

235 176477C>CT,616S>S/F NM_004333.6:c.1847 C>T NP_004324.2:p.Ser616Phe p.S616F COSM27373

247 176415T>TG:595F>F/L NM_004333.6:c.1785T>G  NP_004324.2:p.Phe595Leu p.F595L COSM468

265 176429T>TA:600V>V/E NM_004333.6:c.1799T>A  NP_004324.2:p.Val600Glu  p.V600E

278 176437C>CT:603R>R/X NM_004333.6:c.1807C>C/T NP_004324.2: p.Arg603X  p.R603X COSM33729

308 176500G>A INTRONICA INTRONICA

329 176437C>T:603R>X  NM_004333.6:c.1807C>C/T NP_004324.2:p.Arg603X p.R603X COSM33729

331 176320G>GC INTRONICA INTRONICA

361 176471C>CT,614S>S/F NM_004333.6:c.1841G>A  NP_004324.2:p.Ser603Phe p.S614F COSM6856709

371 176429T>TA,600V>V/E NM_004333.6:c.1799T>A  NP_004324.2:p.Val600Glu  pVB0OE rs113488022 COSM476 13961

ID: identificac&o do paciente; DNA: alteracdo no acido desoxirribonucleico; RNAm: alteragéo no acido ribonucleico mensageiro; AA: altera¢do do aminoacido;

DbSNP: Single Nucleotide Polymorphism database; COSMIC: Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer; ClinVar: Base de dados do National Institutes of

Health.
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8.3.1 Descricdo das variantes do éxon 15 do BRAF

1) ID 17 - 176344C>T — E uma variante intrénica, de significado incerto, néo

reportada nas bases de dados ClinVar, COSMIC ou DbSNP.
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Figura 10 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 17. “BRAF 15
sequencia ref’ refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a sequéncia
referéncia NM_004333.6. C06 representa a sequéncia da mesma parte do gene BRAF amplificada a
partir da amostra do paciente ID 17. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos indicados pelo
programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes nucleotideos desta
sequéncia. A seta indica a substituicdo de um C (azul) por um T (vermelho) na posicdo 176344, de
acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

2) ID 23 - 176444G>GA, 605S>S/N; 176446G>GA, 606G>G/R — Estas variantes
apareceram numa mesma amostra e determinam a troca do aminoacido Serina por
Asparagina no codon 605 e de Glicina por Arginina, no cédon 606, respectivamente.
A primeira, na base de dados DbSNP, esta identificada como rs121913373,
classificada como provavelmente patogénica. Na base de dados COSMIC esta
identificada como COSM1136. No ClinVar, esta identificada como 376283. Foi
descrita em melanoma extensivo superficial. (DEICHMANN et al., 2004)
(DEICHMANN et al., 2006). A segunda variante presente nesta amostra nao foi

encontrada no DbSNP e esta identificada no COSMIC como COSM27640,



69

classificada como patogénica. Foi descrita em adenocarcinoma pulmonar (KINNO et

al., 2014), em tumor papilifero muconodular ciliado pulmonar (KAMATA et al., 2016) e

em adenoma sebaceo cutaneo. (HARVEY et al., 2016).
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Figura 11 — Eletroferograma ilustrando as variantes encontradas na amostra do paciente ID 23. “BRAF

15 sequencia ref” refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a sequéncia

referéncia NM_004333.6. A0O5 e A06 representam a sequéncia da mesma parte do gene BRAF

amplificada a partir da amostra do paciente ID 23. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos

indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes

nucleotideos desta sequéncia. A seta da esquerda indica a substituicdo de um G (preto) por um A

(verde) na posicdo 176444, de acordo com NM_004333.6. A seta da direita indica a substituicdo de um

G (preto) por um A (verde) na posi¢do 176446, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina;

C: citosina; T: timina.

3)

ID 26 - 176435C>T; 602S>F — Determina a troca do aminoacido Serina por

Fenilalanina no codon 602. Esta variante ndo esta descrita em melanoma nas
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bases de dados consultadas (ClinvVar, DbSNP e COSMIC). Foi descrita em 2021,

em carcinoma mucinoso ovariano de duas pacientes. (CHAO et al., 2021).
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Figura 12 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 26. “BRAF 15
sequencia ref’ refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a sequéncia
referéncia NM_004333.6. BO1 e B0O2 representam a sequéncia da mesma parte do gene BRAF
amplificada a partir da amostra do paciente ID 26. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos
indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes
nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um C (azul) por um T (vermelho) na
posi¢do 176435, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

4) ID 42, ID 93, ID 96, ID 168, ID 265, ID 371 - 176429T>TA,600V>V/E —
Determina a substituicdo de Valina por Acido Glutamico no cédon 600. E a mais
importante variante encontrada em melanomas, sendo a mais prevalente dentre as

variantes de BRAF. (Sl et al., 2012)(LONG et al., 2011)(CHENG et al., 2018).
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Figura 13 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada nas amostras dos pacientes ID 42, ID 93,
ID 96, ID 168, ID 265 e ID 371. “BRAF 15 sequencia ref’ refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do
gene BRAF de acordo com a sequéncia referéncia NM_004333.6. GO1 e G02 representam a sequéncia
da mesma parte do gene BRAF amplificada a partir das amostras destes pacientes. As sequéncias da
figura ilustram os nucleotideos indicados pelo programa de andlise. Os picos de diferentes cores
representam os diferentes nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um T
(vermelho) por um A (verde) na posicao 176429, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina,
C: citosina; T: timina.

5) ID 50 - 176448G>GC,606G>G/G — Nomeada COSM5805301 no COSMIC.
Variante silenciosa, pois embora tenha havido troca de bases, ndo houve mudanca
no aminoacido codificado (Glicina). Isso € explicado devido ao cédigo genético ser
degenerado, ou seja, um mesmo aminoacido pode ser codificado por mais de uma
trinca de nucleotideos. Esta variante foi encontrada em microcarcinoma papilifero da
tireoide. (CAMESELLE-TEIJEIRO et al., 2009). Esta variante ndo esta descrita em

melanoma nas bases de dados consultadas (ClinvVar, DbSNP e COSMIC).
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Figura 14 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 50. “BRAF 15
REFERENCIA” refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a sequéncia
referéncia NM_004333.6. BO7 e B08 representam a sequéncia da mesma parte do gene BRAF
amplificada a partir da amostra do paciente ID 50. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos
indicados pelo programa de andlise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes
nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um G (preto) por um C (azul) na posi¢édo
176448, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

6) ID 79 - 176398G>GA,590V>V/I — Determina a substituicdo de Valina por
Isoleucina no cédon 590. Nomeada COSM51383 no COSMIC, classificada como
patogénica. Nao reportada no DbSNP ou no ClinVar. Foi descrita em um carcinoma
adenoide cistico de glandula salivar. (TETSU et al., 2010). Esta variante ndo esta

descrita em melanoma nas bases de dados consultadas (ClinVar, DbSNP e COSMIC).
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Figura 15 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 79. “BRAF 15
REFERENCIA” refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a sequéncia
referéncia NM_004333.6. EO1 e EO02 representam a sequéncia da mesma parte do gene BRAF
amplificada a partir da amostra do paciente ID 79. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos
indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes
nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um G (preto) por um A (verde) na posi¢éo
176398, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

7) ID 164 - 176372A>AG,581N>N/S — Nomeada COSM462 no COSMIC e
rs121913370 no DbSNP. Classificada como provavelmente patogénica.
Determina a substituicdo de Asparagina por Serina no codon 581. Descrita em
neoplasias de varios 6rgaos, inclusive melanoma. (SUEHIRO et al.,
2008)(BOTTILLO et al., 2009)(BOARD et al., 2009)(ZHANG et al., 2014)(VAN DE

NES et al., 2016)(BONHOMME et al., 2017).



74

F10 < i
BRAF 15 REFERENCIA T
FO9 T

RS

e
™ "
e
.
Lo EE
e
b
Lo EE
S
v
HE HeE e
e
-
o

am aaao

o
o
am [aa

A\

|

! ﬂ"‘ AR ARA A A U
b f \ | ANANE VA \ RYRY ”‘
\ / \ ;} \Lu‘# ‘I\ " ‘M‘ ‘\ A\/" \‘. I ‘\ ," \I“. "‘ H \' 4/\_/\})\ ," -‘.L (( U‘ \J

FO9

Figura 16 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 164. “BRAF
15 REFERENCIA’ refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a sequéncia
referéncia NM_004333.6. FO9 e F10 representam a sequéncia da mesma parte do gene BRAF
amplificada a partir da amostra do paciente ID 164. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos
indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes
nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um A (verde) por um G (preto) na posi¢édo
176372, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

8) ID 202 — AMOSTRA 303 - 176432A>AG,601K>K/R; COSM133625. Determina a
substituicdo de Lisina por Arginina no codon 601. Descrita em melanoma acral.
(CAMESELLE-TEIJEIRO et al., 2009)(LIN et al., 2011). Alguns estudos citam
outras variantes neste mesmo codon, em melanoma acral (DIKA et al,
2020)(YEH et al., 2019)(MOON et al.,, 2018), em melanoma de pele né&o

cronicamente exposta ao sol e em melanoma de mucosa. (LIN et al., 2011).
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Figura 17 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 202. “BRAF 15
sequencia ref” refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a sequéncia
referéncia NM_004333.6. FO5 e F06 representam a sequéncia da mesma parte do gene BRAF
amplificada a partir da amostra do paciente ID 202. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos
indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes
nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um A (verde) por um G (preto) na posi¢éo
176432, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

9) ID 204 - AMOSTRA 26 - 176474G>GA; 615G>G/E;
NM_004333.4:¢.1843G>G/A. Determina a substituicéo de Glicina por Acido Glutamico

no codon 615. Citada em carcinoma papilifero da tireoide. (KOWALIK et al., 2014). Nao
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reportada nas bases de dados consultadas.
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Figura 18 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 204. “BRAF 15
REFERENCIA’ refere-se & sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a sequéncia
referéncia NM_004333.6. GO3 e GO04 representam a sequéncia da mesma parte do gene BRAF
amplificada a partir da amostra do paciente ID 204. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos
indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes
nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um G (preto) por um A (verde) na posi¢éao
176474, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

10) ID 223 — Esta amostra apresenta duas variantes:
10.1) 176351C>CT. Variante intrénica. Nao encontrada nas bases de dados

consultadas.
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Figura 19 — Eletroferograma ilustrando uma das variantes encontradas na amostra do paciente 1D
223. “BRAF 15 REFERENCIA” refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo
com a sequéncia referéncia NM_004333.6. D07 e D08 representam a sequéncia da mesma parte do
gene BRAF amplificada a partir da amostra do paciente ID 223. As sequéncias da figura ilustram os
nucleotideos indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os
diferentes nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um C (azul) por um T
(vermelho) na posicdo 176351, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T:

timina.

10.2) 176419C>CT,597L>L/L; COSM133632; rs121913369. Variante silenciosa, pois
embora tenha havido troca de bases, ndo houve mudanca no aminoacido codificado
(Leucina). Descrita em carcinoma basocelular (LIN et al., 2011)(STAMATELLI et al.,
2011) e em carcinoma papilifero da tireoide. (TOUNSI GUETTITI et al., 2022). Uma
variante neste codon foi encontrada em melanoma cutadneo néo acral. (DUTTON-

REGESTER et al., 2013).
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Figura 20 — Eletroferograma ilustrando uma das variantes encontradas na amostra do paciente 1D
223. “BRAF 15 REFERENCIA’ refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo
com a sequéncia referéncia NM_004333.6. D07 e D08 representam a sequéncia da mesma parte do
gene BRAF amplificada a partir da amostra do paciente ID 223. As sequéncias da figura ilustram os
nucleotideos indicados pelo programa de andlise. Os picos de diferentes cores representam os
diferentes nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicAo de um C (azul) por um T
(vermelho) na posicao 176419, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T:

timina.

11) ID 233 - 176469G>GA:613L>L/L. Variante silenciosa, pois embora tenha havido
troca de bases, ndo houve mudanga no aminoacido codificado (Leucina).
Nomeada COSM9158986 no COSMIC. Variantes neste cdédon foram descritas
em mieloma multiplo. (TESSOULIN et al., 2018). Esta variante ndo esta descrita

em melanoma nas bases de dados consultadas (ClinvVar, DbSNP e COSMIC).
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Figura 21 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 233. “BRAF
15 REFERENCIA” refere-se & sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a
sequéncia referéncia NM_004333.6. GO3 e G04 representam a sequéncia da mesma parte do gene
BRAF amplificada a partir da amostra do paciente ID 233. As sequéncias da figura ilustram os
nucleotideos indicados pelo programa de andlise. Os picos de diferentes cores representam os
diferentes nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um G (preto) por um A (verde)

na posicéo 176469, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

12) ID 235 — 176477C>CT,616S>S/F. Nomeada COSM27373 no COSMIC.
Determina a troca do aminoacido Serina por Fenilalanina no codon 616. Descrita
em melanoma de mucosa (Sl et al., 2012), em carcinoma de tireoide (TOUNSI
GUETTITI et al., 2022) e em carcinoma ductal de pancreas. (SCHONLEBEN et

al., 2008).
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Figura 22 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 235. “BRAF
15 REFERENCIA” refere-se & sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a
sequéncia referéncia NM_004333.6. HO5 e HO6 representam a sequéncia da mesma parte do gene
BRAF amplificada a partir da amostra do paciente ID 235. As sequéncias da figura ilustram os
nucleotideos indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os
diferentes nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicAo de um C (azul) por um T
(vermelho) na posicao 176477, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T:

timina.

13) ID 247 — 176415T>G:595F>F/L. Determina a troca do aminoacido Fenilalanina
por Leucina no cédon 595. Nomeada COSM468, no COSMIC. Descrita em
sarcoma histiocitico (KORDES et al., 2016), em colangiocarcinoma
(TANNAPFEL et al., 2003), em carcinoma colorretal (DAVIES et al., 2002) em
leucemia de células cabeludas (RUTERING et al., 2016) e em adenocarcinoma
pulmonar (LEE et al., 2010). Esta variante ndo esta descrita em melanoma nas

bases de dados consultadas (ClinvVar, DbSNP e COSMIC).
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Figura 23 — Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 247. “BRAF
15 REFERENCIA” refere-se & sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a
sequéncia referéncia NM_004333.6. EO3 e E04 representam a sequéncia da mesma parte do gene
BRAF amplificada a partir da amostra do paciente ID 247. As sequéncias da figura ilustram os
nucleotideos indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os
diferentes nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um T (vermelho) por um G
(preto) na posigdo 176415, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T:

timina.

14) ID 278 e ID 329 - 176437C>CT:603R>R/X. Mutagdo sem sentido, ou seja, a
substituicdo das bases nitrogenadas resulta em um cédon de parada, encurtando
0 peptideo. Nomeada COSM33729 no COSMIC. Descrita em melanoma (PATEL
et al., 2013), em carcinoma de endométrio (FENG et al., 2005), em carcinoma
basocelular (BONILLA et al., 2016) e em adenocarcinoma géstrico (KOH et al.,

2019).
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Figura 24 - Eletroferograma ilustrando a variante encontrada nas amostras dos pacientes ID 278 e ID
329. “BRAF 15 REFERENCIA” refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo
com a sequéncia referéncia NM_004333.6. D05 e D06 representam a sequéncia da mesma parte do
gene BRAF amplificada a partir da amostra do paciente ID 329. As sequéncias da figura ilustram os
nucleotideos indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os
diferentes nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um C (azul) por um T
(vermelho) na posicdo 176437, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T:

timina.
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15) ID 308. 176500G>A. Variante intrénica. Nao encontrada nas bases de dados

consultadas.
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Figura 25 - Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 308. “BRAF
15 REFERENCIA” refere-se & sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a
sequéncia referéncia NM_004333.6. EO3 representa a sequéncia da mesma parte do gene BRAF
amplificada a partir da amostra do paciente ID 308. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos
indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes
nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um G (preto) por um A (verde) na

posi¢do 176500, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

16) ID 331. 171320G>GC. Variante intrbnica. Nao encontrada nas bases de dados
consultadas.
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Figura 26 - Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 331. “BRAF
15 REFERENCIA” refere-se a sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a
sequéncia referéncia NM_004333.6. A08 representa a sequéncia da mesma parte do gene BRAF
amplificada a partir da amostra do paciente ID 331. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos
indicados pelo programa de andlise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes
nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um G (preto) por um C (azul) na posicao

171320, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.
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17) ID 361. 176471C>CT,614S>S/F;, COSM6856709. Determina a troca do
aminoacido Serina por Fenilalanina no cédon 614. Descrita em melanoma uveal.

(SCHNEIDER et al., 2019).
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Figura 27 - Eletroferograma ilustrando a variante encontrada na amostra do paciente ID 361. “BRAF
15 REFERENCIA” refere-se & sequéncia de parte do éxon 15 do gene BRAF de acordo com a
sequéncia referéncia NM_004333.6. H09 representa a sequéncia da mesma parte do gene BRAF
amplificada a partir da amostra do paciente ID 361. As sequéncias da figura ilustram os nucleotideos
indicados pelo programa de analise. Os picos de diferentes cores representam os diferentes
nucleotideos desta sequéncia. A seta indica a substituicdo de um C (azul) por um T (vermelho) na

posi¢do 176471, de acordo com NM_004333.6. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

8.4 Caracteristicas demogréficas e clinico-patologicas por status de BRAF

Os resultados das caracteristicas demograficas e clinico-patoldgicas dos

mutados e dos selvagens podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas demogréaficas e clinico-patoldgicas por status de BRAF

Caracteristicas WT Mutado Total
Total N (%) 161 (87,5) 23 (12,5) 184
Idade Mediana (llq) 66,0 (57,0a 73,1(64,0a 66,8(58,0a

75,6) 81,6) 75,9)
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Caracteristicas WT Mutado Total
Sexo Masculino 84 (52,2) 7 (30,4) 91 (49,5)
Feminino 77 (47,8) 16 (69,6) 93 (50,5)
Cor da pele Branca 94 (58,4) 17 (73,9) 111 (60,3)
Preta 33 (20,5) 3 (13,0) 36 (19,6)
Parda 34 (21,1) 3(13,0) 37 (20,1)
Local da leséao Plantar 127 (78,9) 16 (69,6) 143 (77,7)
Palmar 7 (4,3) 1(4,3) 8 (4,3)
Subungueal 10 (6,2) 3(13,0) 13 (7,1)
mao
Subungueal 17 (10,6) 3 (13,0) 20 (10,9)
pé
Local dicotomizado Palmo-plantar 134 (83,2) 17 (73,9) 151 (82,1)
Subungueal 27 (16,8) 6 (26,1) 33 (17,9)
Estadiamento 0 4 (2,5) 0 (0,0) 4(2,2)
IA 9 (5,6) 0 (0,0) 9 (4,9)
B 16 (9,9) 1(4,3) 17 (9,2)
A 21 (13,0) 2 (8,7) 23 (12,5)
1B 19 (11,8) 4 (17,4) 23 (12,5)
lc 33 (20,5) 8 (34,8) 41 (22,3)
1] 51 (31,7) 6 (26,1) 57 (31,0)
v 8 (5,0) 2 (8,7) 10 (5,4)
Estadiamento Oel 29 (18,0) 1(4,3) 30 (16,3)
agrupado
Il 73 (45,3) 14 (60,9) 87 (47,3)
1] 51 (31,7) 6 (26,1) 57 (31,0)
v 8 (5,0) 2 (8,7) 10 (5,4)
Tipo de amostra Excisional 144 (89,4) 18 (78,3) 162 (88,0)
Incisional 17 (10,6) 5(21,7) 22 (12,0)
Tipo histopatolégico Acral- 138 (85,7) 17 (73,9) 155 (84,2)
lentiginoso
Nodular 16 (9,9) 1(4,3) 17 (9,2)
N&o avaliavel 7 (4,3) 5(21,7) 12 (6,5)
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Caracteristicas WT Mutado Total
Leséo polipoide N&o 143 (88,8) 21 (91,3) 164 (89,1)
Sim 18 (11,2) 2 (8,7) 20 (10,9)
Espessura de Breslow Mediana (llg) 4,4(2,0a 50(@3,4a 45 (2,2 a
8,2) 6,5) 8,0)
Nivel de Clark I 5(3,1) 0 (0,0) 5(2,7)
Il 8 (5,0) 0 (0,0) 8 (4,3)
1] 16 (9,9) 1(4,3) 17 (9,2)
v 90 (55,9) 14 (60,9) 104 (56,5)
Vv 42 (26,1) 8 (34,8) 50 (27,2)
TIL Presente 99 (61,5) 13 (56,5) 112 (60,9)
Ausente 62 (38,5) 10 (43,5) 72 (39,1)
Status TIL Ativo 39 (24,2) 7 (30,4) 46 (25,0)
Inativo 60 (37,3) 6 (26,1) 66 (35,9)
(Ausente) 62 (38,5) 10 (43,5) 72 (39,1)
Grau de atividade TIL Leve 64 (39,8) 7 (30,4) 71 (38,6)
Moderada 31(19,3) 5(21,7) 36 (19,6)
Acentuada 4 (2,5) 1(4,3) 5(2,7)
(Ausente) 62 (38,5) 10 (43,5) 72 (39,1)
Microssatelitose N&o 152 (94,4) 22 (95,7) 174 (94,6)
Sim 9 (5,6) 1(4,3) 10 (5,4)
Ulceracgao N&o 67 (41,6) 8 (34,8) 75 (40,8)
Sim 94 (58,4) 15 (65,2) 109 (59,2)
Tamanho ulceracao Mediana (llg) 10,0(5,0a 10,5(58a 10,0 (5,0a
15,0) 15,0) 15,0)
Regresséao N&o 146 (90,7) 23 (100,0) 169 (91,8)
Sim 15 (9,3) 0 (0,0) 15 (8,2)
Mitoses Mediana (llg) 3,0(1,0a 40(1,0a 3,0(1,0a
7,0) 5,0) 6,2)
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Caracteristicas WT Mutado Total
Tipo de célula Epitelioide 103 (64,0) 19 (82,6) 122 (66,3)
predominante
Fusiforme 46 (28,6) 4 (17,4) 50 (27,2)
N&o se aplica 12 (7,5) 0 (0,0) 12 (6,5)
Nao 147 (91,3) 16 (69,6) 163 (88,6)
Invasdo angiolinfatica  Sim 14 (8,7) 7 (30,4) 21 (11,4)
Nao 139 (86,3) 19 (82,6) 158 (85,9)
Invasdo perineural Sim 22 (13,7) 4 (17,4) 26 (14,1)
N&o 132 (82,0) 16 (69,6) 148 (80,4)
Necrose Sim 29 (18,0) 7 (30,4) 36 (19,6)
Ausente 22 (13,7) 7 (30,4) 29 (15,8)
Melanina Leve 51 (31,7) 9(39,1) 60 (32,6)
Moderada 32 (19,9) 5(21,7) 37 (20,1)
Acentuada 56 (34,8) 2(8,7) 58 (31,5)
Radial 31(19,3) 1(4,3) 32 (17,4)
Fase de crescimento  Vertical 130 (80,7) 22 (95,7) 152 (82,6)

WT: Wild-type (selvagem); lig: Intervalo interquartilico; TIL: Infiltrado linfocitico tumoral.

Comparando os selvagens e mutados, chegamos a resultados interessantes. A

mediana de idade dos pacientes com melanoma mutado foi maior do que a mediana

de idade dos pacientes com melanoma selvagem, sendo 73,1 anos e 66 anos,

respectivamente.

A andlise multivariada mostrou que esta diferenca foi

estatisticamente significativa (p=0,026). No entanto, ao agruparmos apenas 0S

pacientes que apresentaram a variante V60OE, nota-se que a mediana de idade

destes pacientes foi menor que a dos pacientes cujas neoplasias nao apresentavam



88

esta mutacédo (ver Tabela 4). Esta diferenca nao foi estatisticamente significativa (p =

0,972).

Tabela 4. Comparacao das medianas de idade (V600E x restante do grupo)

Caracteristica N&o V600E V600E Total p

Total N (%) 178 (96,7) 6 (3,3) 184

ldade Mediana 67,0(579a 650(630a 66,8(580a 0,972
(llq) 76,0) 73,0) 75,9)

Outra caracteristica estatisticamente significativa foi a presenca de invaséo
neoplasica angiolinfatica. Dentre os mutados, sete (30,4%) apresentavam invasao
angiolinfatica, enquanto que 14 (8,7%) selvagens exibiam esta caracteristica. A

analise multivariada mostrou p=0,006.

A presenca de melanina se mostrou estatisticamente significativa na andlise
univariada (p=0,045), sendo 16 pacientes (69,6%) com melanoma melanotico mutado,
sete (30,4%) pacientes com melanoma amelanético mutado, 139 (86,3%) pacientes
com melanoma melandtico selvagem e 22 (13,7%) pacientes com melanoma
amelanodtico selvagem. Esta diferenca ndo se mostrou estatisticamente significativa

na analise multivariada.

Os resultados da associacdo entre as caracteristicas demogréficas, clinico-

patoldgicas e o status de BRAF foram resumidos na Tabela 5.
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Tabela 5. Associacdo entre os fatores demograficos, clinico-patoldgicos e o status

de BRAF
OR
Caracteristicas WT Mutado (univariada) OR (multivariada)
ldade Mediana 66,0 73,1 1,05 (1,01- 1,04 (1,01-1,09,
(llq) (57,0 (64,0a 1,09, p=0,026)
a 81,6) p=0,022)
75,6)
Sexo Masculino 84 7(30,4) - -
(52,2)
Feminino 77 16 2,49 (1,01- -
(47,8) (69,6) 6,79
p=0,057)
Cor da pele Branca 94 17 - -
(58,4) (73,9)
Preta 33 3(13,0) 0,50 (0,11- -
(20,5) 1,62,
p=0,296)
Parda 34 3(13,00 0,49 (0,21- -
(21,1) 1,57,
p=0,275)
Local Palmo- 134 17 - -
dicotomizado plantar (83,2) (73,9)
Subungueal 27 6 (26,1) 1,75(0,59- -
(16,8) 4,66,
p=0,281)
Estadiamento Oel 29 1(4,3) - -
(18,0)
Il 73 14 556 (1,04- -
(45,3) (60,9) 103,06,
p=0,105)
1] 51 6 (26,1) 3,41(0,55- -
(31,7) 66,11,
p=0,267)
v 8 28,7 7,25(0,62- -
(5,0) 168,38,

p=0,124)
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OR
Caracteristicas WT Mutado (univariada) OR (multivariada)
Estadiamento Oall 102 15 - -
dicotomizado (63,4) (65,2)
lelv 59 8(34,8) 0,92(0,35- -
(36,6) 2,26,
p=0,862)
Tipo de amostra Excisional 144 18 - -
(89.4) (78,3)
Incisional 17 5(21,7) 2,35(0,71- -
(10,6) 6,81,
p=0,131)
Tipo Acral- 138 17 - -
histopatolégico  lentiginoso (85,7) (73,9)
Nodular 16 14,3 051(0,03- -
(9,9) 2,74,
p=0,523)
N&o 7 5(21,7) 5,80 (157- -
avaliavel (4,3) 20,28,
p=0,006)
Leséo polipoide Néo 143 21 - -
(88,8) (91,3)
Sim 18 28,77 0,76 (0,12- -
(11,2) 2,89,
p=0,721)
Espessura de Mediana 4,4 50(3,4 1,01(0,95- -
Breslow (11q) (2,0a a6,5) 1,07,
8,2) p=0,677)
Nivel de Clark lalll 16 1(4,3) - -
agrupado (10,8)
v 90 14 2,49 (0,45- -
(60,8) (60,9) 46,64,
p=0,394)
Vv 42 8(34,8) 3,05(0,50- -
(28,4) 58,86,

p=0,311)
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OR
Caracteristicas WT Mutado (univariada) OR (multivariada)
TIL Presente 99 13 - -
(61,5) (56.5)
Ausente 62 10 1,23 (0,50- -
(38,5) (43,5) 2,96,
p=0,648)
Status TIL Inativo 60 6 (46,2) - -
(60,6)
Ativo 39 7(53,8) 1,79(0,56- -
(39,4) 5,96,
p=0,324)
Grau de Leve 64 7 (53,8) - -
atividade TIL (64,6)
Moderada 31 5(385) 1,47(041- -
(31,3) 4,99,
p=0,534)
Acentuada 4 1(7,7) 2,29 (0,11- -
(4,0) 18,45,
p=0,486)
Microssatelitose N&ao 152 22 - -
(94,4) (95,7)
Sim 9 1(4,3) 0,77 (0,04- -
(5,6) 4,39,
p=0,806)
Ulceracgao N&o 67 8(34,8) - -
(41,6)
Sim 94 15 1,34 (0,55- -
(58,4) (65,2) 3,49,
p=0,534)
Tamanho Mediana 10,0 10,5 1,00 (0,92- -
ulceracao (llq) (5,0a (b,8a 1,07,
15,0) 15,0) p=0,982)
Regresséao N&o 146 23 - -
(90,7) (100,0)
Sim 15 0(0,0) - -

(9.3)
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OR
Caracteristicas WT Mutado (univariada) OR (multivariada)
Mitoses Mediana 3,0 4,0(1,0 1,00(0,91- -
(lq) (1,0a ab,0) 1,08,
7,0) p=0,974)
Tipo de célula Epiteliéide 103 19 - -
predominante (64,0) (82,6)
Fusiforme 46 4(17,4) 0,47 (0,13- -
(28,6) 1,34,
p=0,193)
N&o se 12 0 (0,0) - -
aplica (7,5)
Invasao N&o 147 16 - -
angiolinfatica (91,3) (69,6)
Sim 14 7(30,4) 4,59(1,55- 4,55(1,50-13,19,
(8,7) 12,87, p=0,006)
p=0,004)
Invasao N&o 139 19 - -
perineural (86,3) (82,6)
Sim 22 4(17,4) 1,33(0,36- -
(13,7) 3,95,
p=0,632)
Necrose N&o 132 16 - -
(82,0) (69.6)
Sim 29 7(30,4) 1,99 (0,71- -
(18,0) 5,13,
p=0,166)
Melanina Ausente 22 7(30,4) - -
dicotomizada (13,7)
Presente 139 16 0,36 (0,14- -
(86,3) (69,6) 1,03,
p=0,045)
Fase de Radial 31 1(4,3) - -
crescimento (29,3)
Vertical 130 22 525(1,04- -
(80,7) (95,7) 95,73,
p=0,112)

WT:Wild-type (selvagem); OR: Odds ratio (raz&o de chances)
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8.5. Associacao entre espessura de Breslow e TIL

A mediana da espessura de Breslow das neoplasias com TIL (TIL presente) foi de
5,4 mm (llg: 8,40), enquanto que a mediana desta espessura para neoplasias sem TIL
(TIL ausente) foi de 4,3 mm (llg: 5,15). Assim sendo, neoplasias mais espessas tém
maior proporcéo de infiltrado linfocitico tumoral (TIL presente). Esta associacao foi
estatisticamente significativa, com p=0,009847. Estes resultados estdo ilustrados no

Grafico 1.

Gréfico 1. Associacado entre espessura de Breslow e TIL
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Considerando a atividade do infiltrado linfocitico tumoral, observamos uma
mediana da espessura de Breslow de 5,0 mm (llg: 6,30) para as neoplasias com TIL
ativo e de 6,4 mm (llg: 9,30) para as neoplasias com TIL inativo. Esta diferenca foi

estatisticamente significativa, com p=0,04503. Assim, dentre as neoplasias com TIL
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(TIL presente), as mais espessas tém maior proporcao de TIL inativo. Estes resultados

estao ilustrados no Grafico 2.

Gréfico 2. Associacao entre espessura de Breslow e atividade do TIL
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8.6 Associacdo entre espessura de Breslow e melanina

A mediana da espessura de Breslow do grupo de pacientes que apresentavam
melanomas amelanéticos foi de 7,0 mm, enquanto que a mediana desta espessura
do grupo de pacientes que apresentavam melanomas com pigmento melanico foi de

5,0 mm. Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p = 0,011). Vide Tabela 6.
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Tabela 6. Associacéo entre espessura de Breslow e melanina

Melanina Melanina
Caracteristica ausente presente Total p
Total N (%) 53 (14,4) 315 (85,6) 368
Espessura de Mediana 7.0(3,6a 49 (2,0 a 50((2,4a 0,011
Breslow (1q) 15,0) 9,9) 10,0)

8.7 Analises de sobrevida global

O tempo de seguimento mediano de todo o grupo (368 pacientes) foi de 95,2 meses
(IC95% 90,8 — 104,1). A mediana de sobrevida foi de 68,7 meses (IC95% 51,3 — 96,4).
A probabilidade de sobrevida estimada em 60 meses foi de 52% (IC95% 46 a 57).

Estes resultados estao ilustrados no Grafico 3.
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Gréfico 3. Andlise de sobrevida global — grupo todo
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8.7.1 Andlise de sobrevida global por local da lesao

A mediana de sobrevida dos pacientes com melanoma palmo-plantar foi de 61,3
meses (IC95% 45,0 — 89,6) e dos pacientes com melanoma subungueal foi de 130
meses (IC95% 54,8 — NA). Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,037).
Esta curva de sobrevida pode ser vista no Gréfico 4.
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Gréfico 4. Andlise de sobrevida global por local da lesédo
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8.7.2 Andlise de sobrevida global por sexo

A mediana de sobrevida para os pacientes do sexo masculino foi de 48,9 meses
(IC95% 41,1 — 89,6) e para os pacientes do sexo feminino foi de 91,5 meses (IC95%
64,3 — 123,8). Esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p=0,074). A
probabilidade de sobrevida estimada em 60 meses foi de 46% (IC95% 39 a 54) para
os pacientes do sexo masculino e de 57% (IC95% 50 a 65) para os pacientes do sexo

feminino. Esta curva de sobrevida esta ilustrada no Grafico 5.
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Gréfico 5. Analise de sobrevida global por sexo
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8.7.3 Andlise de sobrevida global por estadio clinico

Para esta analise, os estadios foram dicotomizados em 0 a ll e lll a IV. Esta divisao

foi realizada considerando que os estadios lll e IV englobam pacientes com doenca
metastatica (ver apéndice C).

A mediana de sobrevida para os pacientes dos estadios 0 a Il foi de 105 meses
(IC95% 92,4 — 131,1). A mediana de sobrevida para os pacientes dos estadios Ill e IV

foi de 32,9 meses (IC95% 25,1 — 41,2). Esta diferenca foi estatisticamente significativa
(p<0,0001).

A probabilidade de sobrevida estimada em cinco anos foi de 65% (IC95% 58 a 72)

para os pacientes dos estadios 0 a Il e de 33% (IC95% 26 a 42) para 0s pacientes dos
estadios lll e IV.
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Esta curva de sobrevida esta ilustrada no Grafico 6.

Grafico 6. Analise de sobrevida global por estadio clinico
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8.7.4 — Andlise de sobrevida global por status de BRAF

Nesta analise foram inclusos apenas 0s pacientes com sequenciamento satisfatorio
(184 pacientes). A mediana de sobrevida dos pacientes com melanoma selvagem foi
de 62,8 meses (IC95% 41,5 — 93,7) e dos pacientes com melanoma mutado foi de
33,3 meses (IC95% 21,0 — NA). Esta diferenca nao foi estatisticamente significativa

(p=0,2). O tempo de sobrevida estimada em 60 meses foi de 50% (1C95% 43 a 59)
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para os pacientes com melanoma selvagem e de 37% (IC95% 22 a 64) para 0s
pacientes com melanoma mutado. Esta diferenca ndo foi estatisticamente

significativa. A curva de sobrevida de acordo com o status de BRAF pode ser vista no
Gréfico 7.

Gréfico 7. Andlise de sobrevida global por status de BRAF
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8.7.5. Analise de sobrevida global por TIL

A mediana de sobrevida para os pacientes portadores de melanoma com TIL (TIL
presente) foi de 89,6 meses (IC95% 62,9 - 112,5). A mediana de sobrevida para os
pacientes portadores de melanoma sem TIL (TIL ausente) foi de 46 meses (IC95%
34,6 - 93,7). Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,038).

A probabilidade de sobrevida estimada em cinco anos foi de 57% (IC95% 50 a 64)
para os pacientes portadores de melanoma com TIL (TIL presente) e de 43% (IC95%
35 a 52) para os pacientes portadores de melanoma sem TIL (TIL ausente). Esta

diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,038). Esta curva de sobrevida esta
ilustrada no Grafico 8.

Gréfico 8. Analise de sobrevida global por TIL
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8.7.6. Andlise de sobrevida global por necrose

A mediana de sobrevida para os pacientes portadores de melanoma com necrose
foi de 27,1 meses (IC95% 16,7 — 42,2). A mediana de sobrevida para os pacientes
portadores de melanoma sem necrose foi de 96,4 meses (IC95% 68,6 — 112,5). Esta
diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,0001).

A probabilidade de sobrevida estimada em cinco anos foi de 29% (IC95% 20 a 44)
para os pacientes portadores de melanoma com necrose (necrose presente) e de 57%

(IC95% 51 a 64) para os pacientes portadores de melanoma sem necrose (necrose
ausente).

A curva de sobrevida global por necrose pode ser vista no Gréfico 9.

Gréfico 9. Andlise de sobrevida global por necrose
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8.7.7. Andlise de sobrevida global por melanina

A mediana de sobrevida para os pacientes portadores de melanoma com melanina
foi de 73,7 meses (IC95% 56,9 — 103), enquanto que a mediana de sobrevida para os
pacientes portadores de melanoma sem melanina (melanoma amelanético) foi de 32,6

meses (IC95% 23,2 — 124). Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,008).

A probabilidade de sobrevida estimada em cinco anos foi de 54% (IC95% 48 a 60)
para os pacientes portadores de melanoma com melanina e de 37% (IC95% 25 a 54)

para os pacientes portadores de melanoma sem melanina.

A curva de sobrevida global por melanina esté ilustrada no Grafico 10.

Grafico 10. Andlise de sobrevida global por melanina
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8.7.8. Andlise de sobrevida global por mitose

A mediana de sobrevida para os pacientes portadores de melanoma com mitose foi
de 53,7 meses (IC95% 41,4 — 77,6), enquanto que a mediana de sobrevida para os
pacientes portadores de melanoma sem mitose foi de 131,1 meses (IC95% 100 — NA).
Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,001).

A probabilidade de sobrevida estimada em cinco anos foi de 47% (IC95% 42 a 54)
para os pacientes portadores de melanoma com mitose e de 73% (IC95% 62 a 85)

para os pacientes portadores de melanoma sem mitose.

A curva de sobrevida global por mitose pode ser vista no Grafico 11.

Grafico 11. Andlise de sobrevida global por mitose
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8.8 Modelos de riscos proporcionais de Cox

A Tabela 7 exibe os modelos de riscos proporcionais de Cox. Na tltima coluna estéao
apresentados os dados do modelo final, apés a realizacdo da modelagem passo a
passo. Ficou decidido que algumas variaveis (resumidas na Tabela 8) ndo seriam
inseridas no modelo, apesar do p<0,2, pois apresentavam forte associacdo com o
estadio clinico. Outras variaveis foram colocadas no modelo, mas foram excluidas por

nado apresentarem p<0,05 no modelo multiplo.

Tabela 7. Modelos de riscos proporcionais de Cox

HR HR
Caracteristicas (univariada) (multivariada)
ldade Média (DP) 66,1 1,01 (1,00- 1,01 (1,00-1,02,
(13,6) 1,02, p=0.095) p=0,026)
Sexo Masculino 176 (ref.)* -
(47,8)
Feminino 192 0,78 (0,59- 0,70 (0,53-0,93,
(52,2) 1,02, p=0,074) p=0,014)
Cor Branca 211 - -
(57,3)
Preta 73 1,21 (0,85- -
(19,8) 1,71, p=0,290)
Parda 84 1,23 (0,86- -
(22,8) 1,74, p=0,254)
Local Palmo- 305 - -
dicotomizado plantar (82,9)
Subungueal 63 0,65 (0,43- 0,57 (0,37-0,87,
(17,1) 0,98, p=0,039) p=0,009)
Estadio lelv 150 - -
dicotomizado (40,8)
Oall 218 0,44 (0,33- 0,52 (0,39-0,70,

(59,2)

0,58, p<0,001)

p<0,001)



Caracteristicas

HR
(univariada)

HR
(multivariada)

Tipo
histopatoldgico

Leséo polipoide

Espessura de
Breslow

Nivel de Clark
agrupado

TIL

Status TIL

Grau de atividade
TIL

Microssatelitose

Acral-
lentiginoso

Nodular

Nao
avaliavel

Nao

Média (DP)

lalll

Presente

Ausente

Ativo

Inativo

Leve
Moderada

Acentuada

Nao

303
(82,3)

37
(10,1)

28
(7.6)

309
(84,0)
59

(16,0)

7,5
(8.1)

39
(11,3)
198

(57,6)

107
(31,1)

228
(62,0)

140
(38,0)

88
(38,6)

140
(61,4)

146
(64,0)
66

(28,9)

16
(7,0)

353
(95.9)

2,19 (1,44-
3,33, p<0,001)
3,44 (2,19-
5,41, p<0,001)

1,55 (1,09-
2,21, p=0,014)

1,05 (1,04-
1,06, p<0,001)

1,63 (0,96-
2,77, p=0,073)
3,24 (1,87-
5,62, p<0,001)

1,35 (1,02-
1,79, p=0,038)

1,37 (0,94-
1,99, p=0,099)

0,69 (0,46-
1,04, p=0,078)
0,74 (0,36-
1,54, p=0,428)

1,48 (1,11-2,00,

p=0,008)

106



Caracteristicas

HR
(univariada)

HR
(multivariada)

Ulceracgao

Tamanho
ulceracao

Regressao

Mitoses

Tipo de célula
predominante

Invasao
angiolinfatica

Necrose

Melanina
dicotomizada

Sim

Sim

Média (DP)

Média (DP)

Epitelioide
Fusiforme
Outro

Nao se
aplica

Nao

Ausente

Presente

15
(4.1)

128
(34,8)

240
(65,2)

11,0
(7.7)

335
(91,0)

33
(9.0)

5,0
(5.6)

236
(64,1)

103
(28,0)

3(0,8)

26
(7.1)

325
(88,3)

43
(11,7)

291
(79,1)

77
(20,9)

53
(14,4)

315
(85,6)

2,72 (1,47-
5,03, p=0,001)

2,60 (1,88-
3,60, p<0,001)

1,04 (1,02-
1,06, p<0,001)

0,75 (0,44-
1,27, p=0,280)

1,05 (1,03
1,08, p<0,001)

1,28 (0,94-
1,73, p=0,118)
0,57 (0,08-
4,09, p=0,578)
1,00 (0,57-
1,77, p=0,994)

1,58 (1,06-
2,36, p=0,025)

2,49 (1,82-
3,42, p<0.001)

0,61 (0,42-
0,88, p=0,009)

1,03 (1,00-1,08,
p=0,047)

1,90 (1,34-2,70,
p<0,001)

0,59 (0,40-0,88,
p=0,009)
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HR HR
Caracteristicas (univariada) (multivariada)
Fase de Radial 55 - -
crescimento (14,9)
Vertical 313 1,86 (1,20- -

(85,1) 2,87, p=0,005)

Strata (invaséao Nao 316 - -
perineural) (85,9)
Sim 52 1,89 (1,32- -

(14,1) 2,70, p<0,001)

DP: Desvio-padrao; HR: Hazard Ratio (razao de risco); Ref*; Categoria de referéncia

Na analise multivariada, foram demonstrados como fatores de risco: idade, auséncia
de TIL, niumero de mitoses e presenca de necrose. A presenca de melanina mostrou
ser um fator de protecdo, assim como localizacdo subungueal, sexo feminino e

estadios clinicos 0 a Il.

A verificacdo da associacao entre as variaveis e o estadio clinico foi realizada para
selecionar as variaveis que entrariam no modelo, ou seja, para excluir as variaveis
redundantes, pois as variaveis de exposicdo ndo devem ser associadas entre si, como

dito acima.

Estavam associadas com o estadio clinico as seguintes variaveis: espessura de
Breslow, ulceracao, tipo histopatolégico nodular e fase de crescimento vertical. Estes

dados estdo resumidos na Tabela 8.



Tabela 8. Associacao entre as variaveis e o estadio clinico

Variavel
dependente:
estadio e OR
dicotomizado vV Oall (univariada)
Breslow Média 9,4 6,2 0,95 (0,92-
(DP) (7.6) (81) 0,98,
p<0,001)
Ulceragao N&o 37 91 -
(24,7) (41,7)
Sim 113 127 0,46 (0,29-
(75,3) (58,3) 0,72,
p=0,001)
Tipo Acral- 109 194 -
histopatolégico lentiginoso (72,7) (89,0)
Nodular 26 11 0,24 (0,11-
(a7,3) (5,00 0,49,
p<0,001)
N&o 15 13 0,49 (0,22-
avaliavel (10,0) (6,0) 1,06,
p=0,070)
Fase de Radial 10 45 -
crescimento (6,7) (20,6)
Vertical 140 173 0,27 (0,13-
(93,3) (79,4) 0,54,
p<0,001)

DP: Desvio-padrao.
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9. DISCUSSAO
O numero de pacientes estudados é adequado, levando em conta os dados da
literatura mundial. Do nosso conhecimento, considerando dados histopatolégicos
(368 pacientes) e de biologia molecular (184 pacientes), este estudo representa a

maior casuistica de melanoma acral relatada na literatura.

A mediana de idade (67,5 anos) encontrada estd de acordo com os dados da

literatura, com pico de incidéncia na sétima década de vida. (KATO et al., 1999)

N&o houve diferenca numérica significativa entre os pacientes de sexo feminino e
de sexo masculino, o que também esta de acordo com os dados da literatura, uma

vez que o melanoma acral ndo tem predilecdo por sexo. (ELDER et al., 2018e)

A maioria dos pacientes era branca. Isto talvez se deva ao fato de que a cor da
pele é auto-referenciada ou até mesmo porque a populacdo brasileira é muito
miscigenada. (PENA et al., 2011)(PENA et al., 2009) Nunes e colaboradores
(NUNES; QUINTELLA MENDES; KOIFMAN, 2018) citam que as taxas de incidéncia
por grupo étnico (brancos versus nao brancos) ndo parecem diferir, e a diferenca na
propor¢cdo de melanoma acral entre os grupos se deve a baixa incidéncia de
melanoma ndo acral em afrodescendentes e asiaticos. Stevens et al (STEVENS;
LIFF; WEISS, 1990) chegaram a conclusdao semelhante, comentando que, na
Ameérica do Norte, ha pouca diferenca na incidéncia de melanoma plantar entre
negros e brancos e que a “bem conhecida diferenca proporcional se deve a
diminuicdo da incidéncia de melanoma em negros noutras superficies da pele que

nao as plantas”.

A localizagdo plantar mais comum também esta de acordo com os dados da

literatura mundial. (BARNHILL; PIEPKORN; BUSAM, 2014).
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A maioria dos pacientes (44,3%) chegou a instituicdo no estadio Il. Resultado
semelhante foi encontrado por Chang e colaboradores. (CHANG,; KARNELL,;

MENCK, 1998).

Ao agruparmos os estadios, percebe-se que 40,7% dos pacientes chegaram a
instituicdo nos estadios Il e IV, ou seja, ja apresentavam metastase loco-regional ou
a distancia. Sendo assim, é imprescindivel a realizagcdo de politicas publicas de
informacédo a populacdo, uma vez que o melanoma acral pode ser curado em suas
fases iniciais. Além disso, é mandatéria maior presteza na regulacdo desses

pacientes, visando seu tratamento precoce, com maior possibilidade de cura.

Considerando os dados histopatoldgicos, a maioria das amostras eram excisionais
(87,5%), o que possibilitou otima avaliacdo histopatolégica quanto ao tipo

histopatolégico e também quanto aos fatores prognaosticos.

Com relacéo ao tipo histopatolégico, a maioria era acral lentiginoso, o que esta de
acordo com os dados da literatura. Foram encontrados apenas melanomas tipo
nodular e tipo acral lentiginoso. Na minha opinido, ndo existe melanoma tipo
extensivo superficial na pele glabra. O melanoma tipo extensivo superficial € um
melanoma que estd associado a exposi¢do solar intermitente, com baixo grau de
dano solar cumulativo, (ELDER et al., 2018b) que ndo é o caso dos melanomas de
pele glabra, especialmente quando se considera a localizagdo mais comum (plantar),
uma regido em que ha pouquissima ou nenhuma exposicédo ao sol. Melanomas da
transicdo cutanea pele glabra/ pele nédo glabra, ou seja, das regides mediais ou
laterais das méaos e dos pés, podem ser diagnosticados como melanoma tipo
extensivo superficial, mas, neste caso, ndo poderiam ser considerados melanomas

acrais.



112

No artigo de THOMAS et al (THOMAS et al., 2013), os autores encontraram
maior grau de TIL em melanomas mais finos, o que néo foi observado neste trabalho.
No entanto, naquele artigo, a populacédo estudada é bem diferente, com predominio
de caucasianos (Ameérica do Norte, Europa e Australia) e os melanomas de
extremidades foram englobados todos numa mesma categoria, ou seja, ndo houve

separacao entre melanomas acrais e nao acrais.

O numero de casos com sequenciamento satisfatorio estd de acordo com o
esperado, pois as amostras oriundas de FFPE apresentam DNA fragmentado, o que
diminui o rendimento das reac¢des de PCR. (DO; DOBROVIC, 2015). Além disso, é
sabido que a melanina inibe a Taq polimerase, o que também pode contribuir para o

baixo rendimento das reacfes de PCR. (ECKHART et al., 2000).

O percentual de pacientes com melanoma apresentando mutacdo em BRAF
(12,5%) esta de acordo com os dados da literatura, (DURBEC et al., 2012) tendo

sido encontradas algumas variantes ainda ndo descritas em melanoma.

Ao contrario do encontrado por Zebary et al (ZEBARY et al., 2013), neste estudo,
a mediana de idade dos pacientes com melanoma apresentando mutacdo em BRAF
foi maior do que a mediana de idade dos pacientes com melanoma BRAF selvagem,
o que foi estatisticamente significativo. Talvez isto possa ser explicado pela diferenga
étnica da populacdo, uma vez que Zebary e colaboradores estudaram uma
populacédo de origem predominantemente caucasiana (sueca). No estudo de Long et
al (LONG et al., 2011), foram encontrados resultados semelhantes aos de Zebary et
al no que diz respeito a idade e a mutacdo em BRAF, no entanto, naquele estudo,
os melanomas de extremidades foram agrupados e o tipo histopatologico acral

lentiginoso (tipo mais comum de melanoma acral) ndo estava representado. Menzies
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et al (MENZIES et al., 2012) também encontraram correlagdo entre pacientes mais
jovens e melanomas com mutacdo em BRAF, no entanto, ndo foram encontradas
mutacdes em BRAF nos cinco casos de melanoma acral lentiginoso avaliados e a
populacado estudada era predominantemente caucasiana (australianos). Além disso,
a mediana de idade dos pacientes com mutacdo ndo V600E foi maior que a mediana
de idade dos pacientes com mutacdo V600E. Neste trabalho, o nUmero de mutagdes
ndo V600E (74%) foi maior que o numero de mutacdes V600E (26%), o que talvez
expligue a maior mediana de idade dos pacientes apresentando melanoma com
mutacdo em BRAF. Ao analisarmos a mediana de idade apenas dos pacientes que
apresentaram a mutagcdo V600E, percebe-se que estes pacientes sdo mais jovens
gue os demais, o que estd de acordo com os dados da lietarura. (LONG et al.,
2011)(ZEBARY et al., 2013)(MENZIES et al.,, 2012) Esta diferenca nao foi
estatisticamente significativa, o que talvez possa ser explicado pela baixa

representatividade desta variante nesta coorte.

Outra caracteristica estatisticamente significativa, ao compararmos os mutados e
os selvagens, foi a presenca de invasao neoplasica angiolinfatica dentre os mutados.
Sabe-se que os pacientes com mutacdo em BRAF tém pior prognéstico (HUGDAHL
et al.,, 2016) (LONG et al., 2011), o que talvez possa estar relacionado a invaséo

neoplasica angiolinfatica.

Considerando a analise de sobrevida no que diz respeito ao TIL, ela esta de
acordo com o esperado, uma vez que pacientes portadores de melanoma com TIL

tém melhor progndstico. (AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2018).

Pacientes com melanoma palmo-plantar apresentaram um tempo mediano de

sobrevida menor que pacientes com melanoma subungueal, que foi estatisticamente
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significativo. Dados semelhantes foram encontrados no estudo de Wei e
colaboradores; os autores concluiram que o melanoma plantar tem pior prognostico
gue o palmar e que o subungueal. (WEI et al., 2020). No entanto, dados conflitantes
foram encontrados no estudo de Holman e colaboradores; os autores observaram
maior taxa de metastase nos melanomas subungueais (HOLMAN et al., 2020) e
acreditam que “o melanoma subungueal ndo se enquadra na categoria alargada de

melanoma acral e deve ser considerado uma entidade separada...”

Pacientes do sexo feminino apresentaram um tempo mediano de sobrevida maior
que pacientes do sexo masculino. E bem estabelecido que pacientes do sexo
feminino tém melhor sobrevida quando se trata de melanoma (KHOSROTEHRANI
et al., 2015) e dados semelhantes foram encontrados no estudo de Nunes et al.

(NUNES; QUINTELLA MENDES; KOIFMAN, 2018).

A analise de sobrevida global por estadio clinico esta de acordo com o esperado,
0 que valida a adequacédo da avaliacao histopatolégica e dos dados coletados dos

prontudrios.

Embora ndo tenha sido estatisticamente significativa, a sobrevida global por status
de BRAF esta de acordo com o esperado, uma vez que pacientes com melanoma
BRAF mutado tém pior prognostico que aqueles com melanoma BRAF selvagem. A
auséncia de significancia estatistica talvez possa ser explicada pela baixa

representatividade de pacientes com melanoma mutado, nesta coorte.

A analise de sobrevida global por necrose também esta de acordo com o

esperado, uma vez que neoplasias com necrose tendem a ser mais espessas.
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Faz sentido que pacientes portadores de melanoma com pigmento melanico
tenham melhor prognéstico que aqueles portadores de melanoma amelandético, uma
vez que o melanoma pigmentado pode ser considerado melhor diferenciado em
comparacao com o melanoma sem pigmento. Wee e colaboradores observaram que
melanomas amelanéticos tinham pior progndstico que os melanomas pigmentados,
comentando que talvez isso pudesse ser explicado pelo atraso no diagnéstico (WEE
et al., 2018). Gong e colaboradores realizaram um estudo comparando 16 pacientes
com melanoma acral amelanético e 56 pacientes com melanoma acral pigmentado.
(GONG; ZHENG; LI, 2020). Melanomas amelanéticos apresentaram maior
espessura de Breslow e ulceragdo mais frequente, porém, ndo encontraram
diferenca na sobrevida. Neste trabalho, o grupo de pacientes com melanoma
amelandtico apresentou maior mediana de espessura de Breslow, o que pode
explicar sua pior sobrevida, uma vez que a espessura de Breslow esté diretamente
relacionada ao estadio clinico. (AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER,

2018).

Pacientes portadores de melanoma com mitose apresentaram pior curva de
sobrevida do que aqueles portadores de melanoma sem mitose, o que também esta

de acordo com os dados da literatura. (THOMPSON et al., 2011).

Considerando o modelo de riscos proporcionais de Cox, na analise multivariada,
foram demonstrados como fatores de risco: idade, auséncia de TIL, niumero de
mitoses e presenca de necrose. E sabido que idade mais avancada esta relacionada
a maior incidéncia de morte em melanoma.(CAVANAUGH-HUSSEY et al., 2015). As

trés ultimas caracteristicas ja foram discutidas acima.
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A presenca de melanina mostrou ser um fator de protecéo, assim como localizacao
subungueal, sexo feminino e estadios clinicos 0 a Il, caracteristicas estas que

também ja foram discutidas acima.
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10. CONCLUSOES
A frequéncia de mutagbes em BRAF, nesta coorte retrospectiva, foi de 12,5%.
Destas, 26% eram V600E. Variantes raras e ndo reportadas também foram

encontradas.

Os pacientes com melanoma BRAF mutado apresentaram a mediana de idade

maior do que a mediana de idade dos pacientes com melanoma BRAF selvagem.

Invasdo angiolinfatica esteve mais presente no grupo dos melanomas BRAF

mutado.

A mediana da espessura de Breslow das neoplasias com TIL foi maior que a

mediana da espessura de Breslow das neoplasias sem TIL.

Foram demonstrados como fatores de risco para oObito: idade, auséncia de TIL,

namero de mitoses e presenca de necrose.

Foram demonstrados como fatores de protecao para Obito: presenca de melanina,

localizacéo subungueal, sexo feminino e estadios clinicos 0 a Il.

A mediana de sobrevida dos pacientes com melanoma selvagem foi maior que a
mediana de sobrevida dos pacientes com melanoma mutado. Esta diferenga n&o foi

estatisticamente significativa.

O tempo mediano de sobrevida de pacientes com melanoma subungueal foi maior

gue o tempo mediano de sobrevida de pacientes com melanoma palmo-plantar.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

Reportar mutagdes raras ou novas de uma neoplasia tem o potencial de fornecer
informacgdes valiosas sobre a doenca. Estas mutagfes raras ou novas podem ter
caracteristicas Unicas que no futuro sejam capazes de contribuir para esclarecer os
mecanismos subjacentes do cancer ou potenciais op¢des de tratamento. Além disso,
estas mutagfes podem vir a ser alvo de medicamentos ou de terapias especificas. Ao
relatar estas mutacdes, investigadores e médicos podem identificar potenciais op¢oes
de tratamento para pacientes com estas variantes raras, oferecendo cuidados mais
personalizados e eficazes. Uma vez que estudos clinicos incluindo pacientes apenas
com estas mutagdes sao inviaveis por conta do pequeno numero de pacientes, incluir
estas mutacdes em base de dados e publicagBes é crucial, principalmente aquelas
em que o desfecho também é informado.

Em resumo, relatar mutacbes raras e desconhecidas associadas ao céancer é
essencial para avangar a nossa compreensao da doenca, melhorar o atendimento ao
paciente e, em Ultima analise, desenvolver tratamentos e medidas preventivas mais
eficazes. E um passo critico na luta continua contra esta doenca complexa, uma vez
que o desenho de estudos clinicos especificos para tais mutagdes é inviavel — pelo
pequeno numero de pacientes - e a maneira mais eficaz de compilar informacdes

relevantes sobre as mesmas € a utilizacéo de bases de dados e publicacdes.
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APENDICE A - Protocolo de desparafinizacdo One Tube para extracdo de DNA

1) Adicionar 200 yL da solugao (descrita ao final do protocolo).
2) Incubar a 90 graus Celsius por 15 minutos.
3) Resfriar a 55 graus Celsius por 5 minutos.
4) Adicionar 40 uL de proteinase K (14 - 22mg/ml).
5) Incubar a 55 graus Celsius overnight (aproximadamente 16 horas).
6) Inativar a proteinase K a 80 graus Celsius por 15 minutos.
7) Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm, a 4 graus Celsius.
8) Transferir o sobrenadante para outro eppendorf de 1,5 ml, sem pipetar a
parafina.
Purificacdo — KIT Invitrogen (para purificagdo de produto de PCR)
9) Adicionar 800 pL do Binding Buffer.
10) Transferir 500 pL para a coluna e centrifugar a 13000 rpm por 1 minuto.
11) Descartar o liquido.
12) Repetir os passos 10 e 11.
13) Adicionar 650 uL do Wash Buffer.
14) Centrifugar a 13000 rpm por 1 minuto.
15) Descartar o liquido.
16)Centrifugar novamente a 13000 rpm por 3 minutos.
17)Transferir a coluna para um novo eppendorf de 1,5 ml.
18)Adicionar 50 pL do Elution Buffer.
19) Aguarde 5 minutos (temperatura ambiente).
20)Centrifugar a 13000 rpm por 1 minuto.
Solugao: 50 mmol/l Tris-HCL (pH 8.5), 100 mmol/l NaCl, 1 mmol/l EDTA,

0,5% Tween 20 e 0,5% NP40.
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa: Caracteristicas moleculares e sua relacdo com fatores

prognasticos histopatolégicos no melanoma acral de pacientes do INCA.

Investigador principal: Aretha Brito Nobre

Nome do Voluntario:

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de um projeto porque tem
diagnoéstico de melanoma acral. Para que vocé possa decidir se quer participar ou
nao deste projeto, precisa conhecer seus beneficios, riscos e consequéncias. Apos
receber todas as informac¢des abaixo, vocé podera fornecer seu consentimento por

escrito, caso queira participar.

PROPOSITO DO PROJETO:

No Instituto Nacional de Cancer (INCA) esta sendo desenvolvido um projeto
de pesquisa que devera ajudar na obtencdo de conhecimento sobre um
determinado tipo de cancer de pele chamado melanoma acral. Vocé esta sendo
convidado (a) a participar deste projeto de pesquisa porque teve o diagndéstico de
melanoma acral. O objetivo desse projeto de pesquisa € identificar algumas
caracteristicas das células deste tipo de melanoma que, talvez futuramente,

possam ajudar no tratamento dos pacientes com esse tipo de cancer.
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OBJETIVO DO PROJETO:

Estamos buscando identificar caracteristicas de moléculas presentes nas
células do melanoma acral, ou seja, tentando caracterizar parte do perfil molecular
de melanoma acral de pacientes matriculados no INCA. Além disso, tentaremos

relacionar essas caracteristicas com os achados da patologia (histopatolégico).

PROCEDIMENTOS DO PROJETO:

Se vocé concordar em participar deste projeto de pesquisa, 0s pesquisadores
participantes consultardo seus registros meédicos e poderdo utilizar parte do
material armazenado no arquivo da Divisdo de Patologia (DIPAT) do INCA que foi
utilizado para seu diagnéstico (isto €, blocos de parafina). O seu tumor sera
analisado por técnicas de laboratério para pesquisar as caracteristicas do

melanoma.

METODOS ALTERNATIVOS:

Caso vocé nao deseje participar deste projeto de pesquisa, basta que vocé nao
assine este Termo de Consentimento, e nenhuma amostra de tumor sera utilizada,

nem os seus registros médicos serdo consultados.
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RISCOS:

N&o estdo previstos riscos fisicos a vocé pela sua participacdo neste projeto.
Nenhuma nova amostra de tumor sera coletada para realizacao deste projeto. Os
materiais utilizados nesse projeto de pesquisa sdo parte excedente dos materiais
coletados para exames laboratoriais de rotina que sdo importantes para o
diagndstico de sua doenca. Apenas uma parte do seu tumor arquivada na Divisdo

de Patologia (DIPAT) do INCA sera utilizada para este projeto de pesquisa.

BENEFICIOS:

Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a vocé. Se vocé
concordar com o uso do material biolégico do modo descrito acima, € necessario
esclarecer que vocé nao terd quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre
eventuais resultados decorrentes das pesquisas. O beneficio principal da sua
participacdo é possibilitar que, no futuro, com os resultados alcancados com esse
projeto, tratamentos mais eficazes possam ser desenvolvidos para os pacientes

gue tenham esse tipo de tumor.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS:

Seu acompanhamento médico no Instituto Nacional de Céancer (INCA) nao
sofrerd nenhum tipo de alteracé@o por conta de sua participacao neste projeto. Todo
0 seu tratamento e acompanhamento médico serdo os mesmos, independentes de

sua deciséo de autorizar ou néo a participacdo no projeto.
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CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS:

Além da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros médicos poderao
ser consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer
(CEP-INCA) e equipe de pesquisadores envolvidos. Seu home nao sera revelado,
nem seu numero de prontudrio, ainda que informacdes de seu registro médico
sejam utilizadas para propésitos educativos ou de publicacdo, que ocorrerdo
independentemente dos resultados obtidos. Nenhum dado que identifique vocé

sera revelado.

CUSTOS:

Se vocé concordar com o uso de uma amostra de seu tumor do modo descrito
acima, € necessario esclarecer que vocé nao tera quaisquer custos ou forma de
pagamento pela sua participacdo no projeto de pesquisa. Vocé ndo precisara vir
ao hospital para realizar nenhum procedimento referente a este projeto. A
participacdo no projeto € voluntaria e vocé ndo sofrerd nenhuma penalidade caso
nao autorize a sua participacao. Todo o seu tratamento e acompanhamento médico
serdo 0s mesmos, independentes de sua decisdo de autorizar ou nao a

participacdo no projeto.

BASES DA PARTICIPACAO:

-
A

E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste projeto é
completamente voluntaria e que vocé pode se recusar a participar ou

interromper sua participacdo a qualquer momento sem penalidades ou perda de
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beneficios aos quais vocé tem direito. Caso vocé decida interromper sua
participacdo no projeto, a equipe assistente deve ser comunicada, a utilizacéo
do material armazenado e os exames relativos ao projeto serdo imediatamente

interrompidos e nenhum dado de seu registro meédico sera utilizado.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS:

NGs estimulamos vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento
da realizag&o deste projeto. Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Aretha Nobre, no
telefone 32073445. Se vocé tiver perguntas com relacdo a seus direitos como
participante do projeto, também pode contar com um contato imparcial, 0 CEP-INCA.
O CEP-INCA é um 6rgéo institucional que tem por objetivo proteger o bem-estar dos
participantes da pesquisa. Se vocé tem perguntas sobre os seus direitos como um
participante da pesquisa, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Nacional de Céancer, situado a Rua do

Resende 128 sala 203, Centro, Rio de Janeiro. Endereco eletrdnico: cep@inca.gov.br

Telefones: (21) 3207-4550/4556 — Horario de Atendimento: 09:00 as 16:00 horas.

CONSENTIMENTO:

Li as informagfes acima e entendi o proposito deste projeto assim como 0s
beneficios e riscos potenciais da participagcdo no mesmo. Ficou claro que minha
participacdo € isenta de despesas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento

para participar neste projeto.


https://br-mg5.mail.yahoo.com/neo/b/compose?to=cep@inca.gov.br

Eu recebi uma via assinada deste formuléario de consentimento.

/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano
(Nome do Paciente — letra de forma)
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) diaa més ano
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Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste

projeto ao paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo

paciente.

(Assinatura da pessoa que obteve o0 consentimento) diaa més ano

Rubrica do paciente Rubrica do pesquisador
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APENDICE C - Definicéo dos estadios clinicos (AMERICAN JOINT COMMITTEE

ON CANCER, 2018)

-
Tis
Tla
T1b
T2a
T2b
T3a
T3b
T4a
T4b
Qualquer T

Qualquer T

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

NO

= N1

Qualquer N

M

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1

Estadio clinico

0

A

A

1B

1B

lc



Espessura de Breslow

Tis (melanoma in situ) N&ao aplicavel
T1
Tla < 0,8 mm
T1lb < 0,8 mm

0,8mMm-1,0 mm

T2

T2a >1,0 - 2,0 mm
T2b >1,0-2,0 mm
T3

T3a >2,0 mm - 4,0 mm
T3b >2,0 mm - 4,0 mm
T4

T4da > 4,0 mm
T4b > 4,0 mm

= N1: Metastase para linfonodo regional ou metastase em transito, lesao satélite

e/ou microssatelitose sem linfonodos com metastase.

Ulceragao

N&ao aplicavel

sem ulceracao
com ulceragao

com ou sem ulceragdo

sem ulceracao

com ulceragao

sem ulceracao

com ulceracéo

sem ulceracao

com ulceracao
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ANEXO A — Prémio de primeiro lugar na Categoria Trabalhos de Investigacao,

apresentado durante a Décima Quarta Conferéncia Brasileira sobre Melanoma,

Curitiba, 2021.
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ANEXO B — Parecer consubstanciado de aprovac&o do Comité de Etica em
Pesquisa

CANCER/ INCA/ RJ asil

(i N Q INSTITUTO NACIONAL DE Plataforma

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracteristicas moleculares e sua relacio com fatores prognésticos histopatoldgicos
no melanoma acral de pacientes do INCA.

Pesquisador: Aretha Brito Nobre

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 40068614.1.0000.5274

Instituicio Proponente: Divisdo de Patologia

Patrocinador Principal: Instituto Nacional do Cancer

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 958.016
Data da Relatoria: 23/02/2015

Apresentagio do Projeto:
Conforme Parecer Consubstanciado do CEP-INCA de ndmero 942.007, datado de 30 de Janeiro de 2015.

Objetivo da Pesquisa:
Conforme Parecer Consubstanciado do CEP-INCA de ndmero 942.007, datado de 30 de Janeiro de 2015.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Conforme Parecer Consubstanciado do CEP-INCA de ndmero 942.007, datado de 30 de Janeiro de 2015.

Comentarios e Consideracbes sobre a Pesquisa:
Conforme Parecer Consubstanciado do CEP-INCA de ndmero 942.007, datado de 30 de Janeiro de 2015.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Conforme Parecer Consubstanciado do CEP-INCA de ndmero 942.007, datado de 30 de Janeiro de 2015.

Recomendacdes:
MNao =e aplica.

Enderego: RUA DO RESENMDE, 128 - SALA 203

Balrro: CEMTRO CEP: 20.231-082

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD

Telefone:  [21)3207-4550 Fax: (21)3207-4556 E-mail: cepi@inca.gov.br
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‘ " INSTITUTO NACIONAL DE
( | N CA CANCER/ INCA/ R asil
Continuaglo do Parecer: 568.016

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Trata-se da analise das pendéncias apontadas no Parecer Consubstanciado do CEP-INCA de nimero
942.007, datado de 30 de Janeiro de 2015:

1 - Quanto ao Protocolo de Pesquisa:

1.1 - Com base na Resolugao 466/12, solicitam-se esclarecimentos sobre como sera conduzido o processo
de obteng¢ao do consentimento informado.

1.2 - Quanto ao cronograma, solicita-se adequacgao em relagdo a data de inicio do estudo, dado que o
mesmo ainda se encontra em analise no CEP-INCA

1.3 - Quanto ao orgamento, solicita-se discriminar as despesas previstas (por exemplo, materiais de
escritério, exames imuno-histoquimicos, analises moleculares, etc.)

1.4 - No corpo do projeto e no cadastro da PB, alterar ao lonho do texto os termos “"descritivo™ por
“associagdo” e nos "Objetivos Secundarios" substituir o termo "Relacionar” por "Assiciar”.

1.5 - No cadastro da PB, alterar a fonte de financiamento de "Préprio” para "Institucional”.

RESPOSTAS:

1.2 - Cronograma alterado. Inicio do estudo modificado para 16.03.2015.

1.3 - Despesas discriminadas, conforme sugestdo.

1.4 - Modificado conforme sugestao. As alteragbes realizadas estdo em vermelho, nas paginas 12, 13 e 18
do projeto.

1.5 ~ Modificado conforme sugestao.

ANALISE: PENDENCIAS ATENDIDAS

2 - Quanto ao TCLE:

2.1 - Solicita-se que o documento contenha uma breve descricdo do que € um Comité de Etica em Pesquisa
e qual o seu papel na avaliagdo e monitoramento de uma pesquisa.

2.2 - Solicita-se que o termo “cépia” seja substituido por “via".

RESPOSTAS:

2.1 - Modificado conforme sugestdo. A alteracio realizada esta em vermelho na pdgina 4 do TCLE.

2.2 - Modificado conforme sugestéo. A alteracdo realizada esta em vermelho na pagina 5 do TCLE.
ANALISE: PENDENCIAS ATENDIDAS

Situacao do Parecer:
Aprovado

Enderegco: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 203

Balrro: CENTRO CEP: 20.231-002
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4556 E-mall: cep@inca.gov.br

Pigina 02 de 03

146



147

' " INSTITUTO NACIONAL DE Plataforma
{I N CA CANCER/ INCA/ RJ %ﬁﬂ
Continuazio do Parecer: 358,016

MNecessita Apreciacio da CONEP:

MNio

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Macional de Cancer (CEP-INCA), de acordo
com as atribuigbes definidas na Resolugio CNS 466/12 & na Norma Operacional N® 001/2013 do CNS,
manifesta-se pela aprovagio do projeto de pesquisa proposto.

Ressalto oa) pesquisadon(a) responsavel devera apresentar relatdrios semestrais a respeito do seu estudo.

RIO DE JANEIRO, 20 de Fevereiro de 2015

Assinado por:
Carlos Henrique Debenedito Silva
{Coordenador)



