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Resumo

Fundamentos: As muta¢Oes de genes que regulam a proliferacdo celular e a
apoptose através das vias MAPK, PI3K/AKT e p16INK4A s3o eventos criticos na
oncogénese do melanoma. Diversas mutagdes potencialmente patogénicas tém
sido identificadas em estudos de sequenciacdao gendmica de linhas celulares de
melanoma.

A biopsia do ganglio sentinela avalia a disseminagdo linfatica do melanoma,
sendo preditiva de metastizacdo a distancia e de morte relacionada com o
tumor. Estando bem estabelecida em doentes de risco intermédio, permanece
controversa nos doentes com melanomas espessos (>4,0 mm) devido a alta taxa
de invasao linfatica e de metastizacdo distante oculta.

A disseminacdo a distancia é a principal causa de morte por melanoma e pode
ocorrer por via linfatica ou por via hematica.

Objectivos: (i) Determinar a frequéncia de 29 mutacGes em amostras de
melanoma e de nevos melanociticos, inferindo acerca da sua relevancia
patogénica, (ii) avaliar o valor progndstico do estado do ganglio sentinela nos
doentes com melanomas espessos (>4,0 mm), (iii) identificar factores
relacionados com a disseminacdo da doenca loco-regional e (iv) identificar
factores preditivos da via de disseminagao metastatica.

Material e métodos: Amostras de tecido fixadas em formol e incluidas em
parafina de melanomas primarios (n=81) emparelhados com metastases loco-
regionais (n=21) e nevos melanociticos (n=28) foram submetidas a genotipagem
de 29 mutagles seleccionadas. Apds extraccdo de DNA, cuja concentragdo e
qualidade foi verificada por espectrofotometria e fluorimetria, as amostras
foram genotipadas e a relevancia patogénica de cada mutacdo foi avaliada com
o auxilio de ferramentas bioinformaticas.

O estudo clinico retrospectivo incluiu 208 doentes com melanoma observados
no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra de 2000 a 2007. As variaveis
estudadas foram: sexo, idade, grupo etario, localizacdo do melanoma, tipo de
melanoma, espessura, ulceragdo, estado do ganglio sentinela, metastizagdo em
transito, metastizacdo ganglionar regional, metastizacdo a distancia, progressao
da doenca loco-regional, via metastdtica, morte por melanoma, tempo de
evolucdo até a metastizagdo distante e tempo até a morte ou a ultima
observagao.

Resultados: Identificaram-se 4 mutag¢des: BAI3 D755N (em 1,2% dos doentes

com melanoma), DLEC1 D215N (em 3,7% dos doentes com melanoma e em 7,1%
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dos nevos melanociticos), MYO9A G2291V (em 1,2% dos doentes com
melanoma) e TP63 M499l (em 1,2% dos doentes com melanoma). Todas as
mutac¢des foram observadas no tumor primario, a excepc¢ao de TP63 M499I, que
s6 se verificou numa metdstase em transito. Apenas DLEC1 D215N ndo foi
apontada como deletéria pelas ferramentas bioinformaticas, mas o seu papel
patogénico foi considerado possivel, ja que esta mutagdo nunca foi descrita na
populagdo geral.

O estudo clinico retrospectivo revelou que a espessura foi o factor de
prognéstico com maior valor preditivo da metastizacdo em transito, da
metastizacdo ganglionar, da metastizacdo a distancia, da sobrevivéncia livre de
doenga e da sobrevivéncia global. A espessura e o sexo masculino relacionaram-
se com uma maior taxa de positividade da biopsia do ganglio sentinela. O estado
do génglio sentinela foi preditivo de metastizacdo em transito, de metastizacao a
distancia e de morte relacionada com o melanoma, excepto nos doentes com
melanomas espessos (>4,0 mm). A sobrevivéncia livre de doenca foi influenciada
pelo estado do ganglio sentinela, mas este ndo teve impacto na sobrevivéncia
global dos doentes com melanomas espessos (>4,0 mm), excepto em relagdo a
sobrevivéncia a curto prazo (2,5 anos). A progressdo da doenca loco-regional
para metastizagdo distante (61,4% dos casos) ndo foi influenciada por nenhuma
das varidveis estudadas. A doenga metastdtica a distancia ocorreu em 31,7% dos
doentes. As metastases ganglionares foram o foco metastatico inaugural em
53% dos casos, as metastases em transito em 30,3% e as metastases distantes
em 16,7%. A sobrevivéncia livre de doenca, a sobrevivéncia livre de metastases
distantes e a sobrevivéncia global foram semelhantes nas varias vias
metastaticas.

Conclusdes: As mutag¢Ges BAI3 D755N, DLEC1 D215N, MYOSA G2291V e TP63
M499I ocorreram numa frequéncia reduzida nos melanomas. DLEC1 D215N foi
igualmente observada em nevos melanociticos. TP63 M499] apenas foi
identificada numa metastase. O papel destes genes na oncogénese do
melanoma e na nevogénese requer esclarecimento futuro.

Nos doentes com melanomas espessos 0 progndstico parece ser mais
influenciado pela disseminagdo hematica a distancia do que pelo estado do
ganglio sentinela, embora este manifeste valor preditivo da sobrevivéncia livre
de doenca e da sobrevivéncia a curto prazo (2,5 anos).

Ndo se identificaram factores clinicos relacionados com a progressao para
metastizacdo a distancia em doentes com metastizacdo loco-regional nem

factores preditivos da via de dissemina¢dao do melanoma.
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Background: Genetic mutations in regulators of cell proliferation and apoptosis
through MAPK, PI3K/AKT and pl16INK4A pathways are critical events in
melanoma oncogenesis. Several potentially pathogenic mutations have been
identified in whole genome sequencing of melanoma cell lines.

Sentinel lymph node biopsy assess the lymphatic spread of melanoma,
predicting the risk of distant metastases and melanoma-related death. Despite
being well-established for intermediate risk tumors, it is still controversial in
thick melanoma (>4.0 mm) due to the high rate of lymphatic spread and occult
distant metastases.

Metastatic disease is the main cause of melanoma-related death. The migration
of tumor cells to distant sites can occur either by lymphatic invasion either by
hematic dissemination.

Objectives: (i) Determine the frequency of 29 mutations in melanoma and
melanocytic nevi samples, assessing their relevance in nevogenesis and
melanoma pathogenesis, (ii) assess the prognostic value of sentinel lymph node
status in patients with thick tumors (>4.0 mm), (iii) identify factors related with
the progression of locoregional disease and (iv) identify factors underlying the
metastatic route of melanoma.

Material and methods: Formalin fixed paraffin embedded tissue samples of
primary melanomas (n=81) paired with locoregional metastases (n=21) and
melanocytic nevi (n=28) were genotyped for 29 selected mutations. After DNA
isolation and spectrophotometric and fluorimetric control of DNA concentration
and quality, the samples were genotyped and the pathogenic relevance of each
mutation was assessed by bioinformatic tools.

The retrospective clinical study was conducted on a sample of 208 melanoma
patients observed in the Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra between
2000 and 2007. The variables analyzed were: sex, age, age group, site of
melanoma, type of melanoma, thickness, ulceration, sentinel node status, in-
transit metastases, regional nodal metastases, distant metastases, progression
of locoregional disease, metastatic route, melanoma-related death, time until
distant metastases and time to death or time to last observation.

Results: Mutational analysis identified 4 mutations: BAI3 D755N (1.2% of

melanoma patients), DLEC1 D215N (3.7% of melanoma patients and 7.1% of
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melanocytic nevi), MYO9A G2291V (1.2% of melanoma patients) and TP63
M4991 (1.2% of melanoma patients). All these mutations were observed in the
primary tumor, except TP63 M499] mutation which occurred only in a sample of
in-transit metastasis. Only DLEC1 D215N were not pointed as deleterious by
bioinformatic tools, but was also likely to be pathogenic, considering that it had
never been described in general population.

The retrospective clinical study revealed that thickness was the most important
predictive factor of in-transit metastases, disease-free survival and overall
survival. The rate of positivity of sentinel lymph node biopsy was significantly
higher in patients with thick melanomas and in males. The sentinel lymph node
status showed prognostic influence on the occurrence of in-transit metastases,
distant metastases and melanoma-related death, except in patients with thick
melanoma (>4.0 mm). Disease-free survival was determined by sentinel lymph
node status but its impact in overall survival was not observed in patients with
thick melanoma (>4.0 mm), excepting in short-term survival (2.5 years). The
progression of locoregional disease up to distant metastases (61.4% of cases)
was not influenced by any of the variables studied. Distant metastatic disease
affected 31.7% of patients. Nodal metastases were the first to arise in 53% of
cases, followed by in-transit metastases in 30.3% and distant metastases in
16.7%. Disease-free survival, distant metastases-free survival and overall survival
were identical regardless the metastatic route.

Conclusion: BAI3 D755N, DLEC1 D215N, MYOSA G2291V and TP63 MA499I
mutations occurred with a low frequency in melanoma samples. DLEC1 D215N
was also observed in melanocytic nevi. TP63 M499I was found in one metastasis
but not in the primary tumor. The role of these genes in melanoma oncogenesis
and nevogenesis needs to be clarified.

In patients with thick melanoma the prognosis seems to be mostly determined
by distant hematic spread with little influence of the sentinel lymph node status,
but sentinel lymph node invasion retained the ability to predict a worst disease-
free survival and a poorest short-term overall survival (2,5 years).

We identified no factors related with the progression to distant metastases in
patients with locoregional involvement neither factors related with the

metastatic route followed by the tumour.
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Capitulo I

Introdugao

1.1.  Enquadramento geral

O melanoma cutineo é uma neoplasia maligna que deriva dos melandcitos!", células que
se encontram maioritariamente distribuidas ao longo da camada basal da epiderme e nos
foliculos pilosos. Cada melandcito, segundo o modelo de Fitzpatrick e Breathnach (1963)P,
integra a unidade melano-epidérmica com cerca de 36 queratindcitos circundantes, aos quais
transfere melanossomas contendo melanina, aspecto relevante na pigmentacido cutinea
constitucional e na pigmenta¢ao induzida pela radiagao ultravioleta.

Os melanécitos derivam de células pluripotenciais da crista neural que migram em
sentido dorso-lateral ao longo das camadas mesodérmica e ectodérmica do embrido e podem
encontrar-se na epiderme, na derme, na tunica vascular do olho (avea), no ouvido interno,
nas leptomeninges, na mucosa oral e genital, no tubo digestivo e, pontualmente, no tecido
conjuntivo de diversos 6rgaos™¥. Apesar desta ampla distribui¢do, a populacio melanocitica
epidérmica é a mais numerosa, podendo contar-se nesta localiza¢ao cerca de 500 a mais de
1200 melandcitos por ecm®, varidvel segundo a 4rea do tegumento, mas constante nos
diversos fotétipos e etnias®.

Apesar da origem da maioria dos melandcitos remontar a crista neural embrionaria,
permanece um potencial de renovagido melanocitica a partir de uma populagdo de células
epidérmicas pluripotenciais residentes na regido da protuberancia folicular (células

melanociticas estaminais), que retém a capacidade de se diferenciar em melandcitos®. A
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possibilidade do melanoma surgir por transformacio destas células permanece em
discussio!®, conforme se desenvolvera adiante.

O melanoma cutaneo é amplamente o mais comum, correspondendo a mais de 90% dos
casosl. Os melanomas extra-cutaneos, que no seu conjunto cotrrespondem a 8,3% dos casos,
sao maioritariamente representados pelo melanoma ocular (6,2%). A variante conjuntival
deste ultimo ¢ muito semelhante do ponto de vista genético ao melanoma cutineo primario
(mutacdes de BRAF bastante comuns). Em contraste, a raridade da mutacao de BRAF ¢ a
elevada frequéncia de mutagdes de GNAQ/GNA11 distinguem a variante uveal de

melanoma'®.

1.2. Relevancia e actualidade do tema

O melanoma cutaneo representa apenas 5 a 10% das neoplasias malignas da pele. No
entanto, ¢ a que mais contribui para a mortalidade por cancro cutaneo (75 a 90% dos
casos)™'",

Na primeira metade do século XX comegou a observar-se um aumento progressivo da
incidéncia desta neoplasia. Este facto levou a individualizagao epidemioldgica do melanoma
em relagdo as restantes neoplasias cutaneas (antes registadas em conjunto) na 6° revisio da
International Statistical Classification of Diseases (Organizacao Mundial da Saude, 1948) e
aos primeiros estudos epidemioldgicos nesta 4real'l. A tendéncia crescente da incidéncia
manteve-se a0 longo da segunda metade do século XX, atingindo um aumento de 15 vezes
em cerca de 40 anos, magnitude nio registada em qualquer outro tipo de cancro?. Nalguns
paises (Noruega, Islandia, Franca, Israel, Canada, Estados Unidos da América, Australia e
Nova Zelandia) regista-se actualmente uma estabiliza¢ao da incidéncia, facto particularmente
notério nas populacdes mais jovens!” e que possivelmente representa o reflexo das
campanhas de prevencao primaria desenvolvidas. Apesar disso, o melanoma ¢ ainda a sexta
neoplasia mais diagnosticada e o risco de desenvolver um melanoma ao longo da vida,
estimado em 1/1500 em 1935, era de 1/68 em 2002!"*,

As provas que demonstram que a exposi¢ao a radiagdo UV se relaciona com o aumento
do risco de melanoma provém de diversos estudos observacionais, estudos caso-controlo,
estudos prospectivos e meta-analises. Encontram-se neles diferentes metodologias,
avaliando-se a exposicio a radiacio UV em diferentes contextos: exposicio solar

intermitente, exposi¢ao solar continuada e cumulativa ou exposicao a fontes artificiais de UV
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(camaras de fototerapia e solarios). Também existem estudos que avaliaram o risco
relacionado com a ocorréncia de condi¢bes resultantes de uma exposicao intensa aos UV,
particularmente a presenca de uma historia prévia de queimaduras solares em idade jovem, a
quantidade de queimaduras solares previamente sofridas e a existéncia de sinais de dano
actinico. Por exemplo, uma grande meta-anilise baseada em 57 estudos observacionais!™!
mostrou uma diferenga estatisticamente significativa no numero de melanomas em
individuos com um padrio intermitente de exposicao solar. Episédios de queimadura solar,
principalmente na infancia ou em individuos com maior susceptibilidade fenotipica a
radiacao UV foram relacionados com um risco acrescido de melanoma, embora a magnitude

1617 Ao invés,

desse tisco tenha sido infetior a duas vezes ao estimado para a populagio geral!
a exposicao solar regular conferiu menor risco nalguns estudos retrospectivos, em particular
nalgumas areas anatémicas expostas, como foi o caso dos membros inferiores, permitindo
evocar um hipotético papel preventivo inerente a fotoadaptagio ou a maiores niveis de
vitamina D" molécula que intervém na regulagio da diferenciagio celular e inibicio do
crescimento tumoral. Por esta razao, a relacao entre o nivel sérico de vitamina D e o risco de
melanoma tem sido um assunto de intenso debate nos anos recentes. Se ha estudos que
foram incapazes de estabelecer relaces entre os niveis séricos de vitamina D e a ocorréncia

de melanomal’®, outros demonstram niveis de vitamina D sub-6ptimos (na forma de 25-

>
hidroxivitamina D3) em doentes com melanoma e sugerem o envolvimento de determinados
polimorfismos do receptor da vitamina D (VDR) na susceptibilidade de desenvolver um
melanoma, conforme se discutira adiante (ver Capitulo 1)L

Em suma, a grande relevancia epidemiolégica do melanoma, resultado do incremento da
incidéncia e do impacto desta neoplasia na mortalidade por cancro cutineo, constitui o
primeiro factor de motivagao deste trabalho.

Presume-se que a transformagdo oncogénica dos melandcitos siga multiplas etapas
caracterizadas por uma acumula¢do sequencial de mutagdes até a aquisicio plena de um
fenétipo neoplasico™. A radiagio UV (num padrio intermitente de exposicio) funcionatia,
desta forma, como iniciador e simultaneamente como promotor tumoral. Este modelo,
todavia, ¢ apenas aplicavel ao melanoma de crescimento superficial (que representa cerca de
2/3 dos casos™), nio se adaptando a outros tipos anitomo-clinicos. Com efeito, o léntigo
maligno tem sido relacionado apenas com um padrao cumulativo de exposi¢do a radiagdo
solar, enquanto o melanoma acral e o melanoma nodular nio foram até a data

inequivocamente relacionados com a exposicio a este tipo de radia¢do. Estes dados

epidemiolégicos levantam a questdo dos diversos tipos anatomo-clinicos de melanoma serem
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biologicamente distintos, ao invés de meras variantes de uma entidade nosolégica unica!. A
oncogénese do melanoma ¢, na realidade, complexa, e os oncogenes ou os genes onco-
supressores que habitualmente aparecem mutados variam de acordo com o tipo anatomo-
clinico. Assim, as muta¢oes do gene BRAF sdo observadas numa frequéncia estatisticamente
mais elevada em melanomas situados nas regides anatémicas intermitentemente expostas a
radiacio UVP em particular nas variantes de crescimento superficial. Estas muta¢des, no
entanto, nao sao relacionaveis directamente com a radiacio UV (carecem da sua “assinatura
molecular”, CC>TT ou C>T)?), embora se suponha serem condicionadas por efeitos
indirectos da mesmal*!l. Por outro lado, mutagoes do gene CCND1, que codifica a ciclina D1,
e mutagoes de CKIT sio mais comuns no melanoma acral. Identificaram-se igualmente
determinadas variantes alélicas relativamente especificas do melanoma de crescimento
supetficial ou do melanoma nodular. Estes dados, no seu conjunto, e a par das
dissemelhancas epidemioldgicas, evocam diferengas biologicas essenciais entre as formas
anatomo-clinicas de melanoma.

A relevancia da predisposi¢ao genética foi igualmente fundamentada, ao ponto de alguns
autores definirem o melanoma como uma doen¢a poligénica multifactorial”. Existem
variantes alélicas de baixa penetrancia, mas de frequéncia significativa na populagao geral, que
incrementam o risco de melanoma, como acontece com o gene do receptor da melanocortina
(MCI1R). Além disso, ha mutagdes de alta penetrancia (pouco frequentes na populagiao geral)
que conferem uma magnitude de risco bastante mais elevada, como é o caso das mutagoes
nos genes CDKN2A e CDK4, ambos bem caracterizados no contexto dos melanomas
familiares. Por outro lado, mutagbes somaticas esporadicas em diversos oncogenes e em
genes onco-supressores foram descritas como eventos relevantes na génese e progressao do
melanoma, tendo sido definidas como alvos terapéuticos algumas proteinas disfuncionais por
eles codificadas.

O interesse crescente acerca do conhecimento fisiopatolégico dos mecanismos
oncogénicos subjacentes a transformacdo e progressio tumoral e o seu impacto na
determinagao de factores de prognéstico moleculares e no estabelecimento de alvos
terapéuticos constitui o segundo factor subjacente a escolha deste tema.

A pratica clinica diaria com doentes de melanoma e a observa¢ao dos padrdes evolutivos
da doenga suscitam questoes relevantes, alvos incontornaveis da investigacao clinica actual:
(i) porque razao alguns doentes com ganglio sentinela negativo desenvolvem metastiza¢ao
ganglionar ou a distancia?, (i) porque razao a linfadenectomia radical ndo provou ser capaz

de melhorar a sobrevivéncia global em doentes com metastizacdo ganglionar regional?, (iii)
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porque razao alguns doentes com metastizagdo em transito e ganglionar desenvolvem

metastases a distancia, enquanto outros podem viver longos periodos sem que a doenga se

dissemine por via hematica? e, por fim, (iv) porque razdo a doenca metastatica pode surgir,

nao raras vezes, a0 fim de anos ou décadas, numa altura em que se poderia supor a remissao
definitiva?

A inquietude cientifica que estas questOes encerram ¢é a terceira motiva¢ao do estudo

realizado.

1.3.  Objectivos

Foi definida a realizagdo de uma analise genética em pegas histolégicas em blocos de
parafina, incluindo melanomas primarios, as suas metastases loco-regionais e,
comparativamente, nevos melanociticos adquiridos, de modo a pesquisar a frequéncia de
determinadas muta¢oes de descricdo recente, tentando inferir acerca da sua eventual
influéncia na oncogénese e progressao da doenca. Concomitantemente, pretendeu-se
efectuar um estudo clinico de desenho observacional, retrospectivo, com incidéncia numa
amostra de doentes com melanoma, no intuito de pesquisar a influéncia de diversas variaveis

clinico-patolégicas na progressao do melanoma e nas suas vias de metastizacao. Estes dois

propositos globais podem ser detalhados através de diversos objectivos concretos:

o Identificagao da prevaléncia de mutagoes seleccionadas num conjunto de amostras de
melanomas cutaneos primarios e de metastases loco-regionais (metastases cutaneas

em transito e metastases ganglionares).
o0 Determinagdo da pertinéncia patolégica dessas mutacbes na oncogénese do
melanoma, com base em dados da literatura, em ferramentas bio-informaticas e por

comparagao com amostras de nevos melanociticos adquiridos.

o Identificagao de factores clinico-patologicos ou genéticos preditivos da progressao

tumoral.
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o Avaliagio do impacto da biopsia do ganglio sentinela no prognéstico quando
utilizada em distintas fases da doenca, analisando o seu papel preditivo da progressao

tumoral.

o Identificar factores clinico-patolégicos ou genéticos capazes de determinar a via de

disseminacdao metastatica da doenca.

o Avaliar diferencas evolutivas entre melanomas que metastizam por vias metastaticas

distintas.

1.4.  Organizagao da dissertagdo

O presente capitulo fornece uma breve perspectiva acerca do melanoma cutaneo, da sua
relevancia epidemiolégica e dos conhecimentos recentes acerca da oncogénese e da
progressao tumoral, factores relevantes no desenvolvimento de novas armas terapéuticas de
desenvolvimento recente. Sao igualmente expostas as motivagdes que levaram ao
planeamento do trabalho e sio definidos os objectivos a alcangar.

No capitulo II ¢ realizada uma revisio bibliografica sobre areas do conhecimento que se
relacionam com o trabalho desenvolvido. Em concordancia, sao abordados os aspectos
genéticos subjacentes a oncogénese do melanoma, sao revistos os modelos hipotéticos de
progressio tumoral e os factores que se revelaram importantes para a progressao da
neoplasia e para o desenvolvimento de metastases loco-regionais e a distancia.

O capitulo III pormenoriza os materiais utilizados e a metodologia detalhada de todo o
projecto de investigagao.

A descricao dos resultados e a analise de correlagOes estatisticas entre as variaveis em
analise estao expressas no capitulo IV.

A discussao dos resultados ¢ realizada ao longo do capitulo V, recorrendo-se as bases
teoricas previamente expostas, complementando-as sistematicamente com observagoes
criticas. Sao também discutidas as limitagoes e as dificuldades encontradas.

No capitulo VI resumem-se as principais conclusoes, sublinham-se os contributos mais

relevantes e apontam-se sugestoes para ramifica¢oes futuras da investigagao desenvolvida.
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2.1. Genética

2.1.1. Perspectiva geral

O melanoma, como outras neoplasias, ¢ uma doenca cuja fisiopatologia ¢ influenciada
fortemente por alteracoes genéticas, ou seja, pela ocorréncia de mutagdes herdadas e/ou
adquiridas em genes criticos.

As mutagoes sao alteracbes permanentes na sequéncia do DNA, podendo ser silenciosas
ou assumir tradu¢ao fenotipica. Quando presentes nos gametas, desigham-se por mutagoes
germinativas, sendo passiveis de transmissao vertical aos descendentes do individuo
portador. Pelo contrario, se forem exclusivas das células somaticas nao afectardo a prole do
individuo portador'.

Algumas mutacdes tém expressio citogenética. F o caso das alteragdes numéricas e
estruturais dos cromossomas. Algumas amplificacbes, responsaveis por uma multiplicagao
funcional dos genes afectados, também sao identificaveis no cariétipo, embora a maioria
ocorra somente a um nfvel molecular. A poliploidia e a aneuploidia estio descritas em
diversos tumores solidos!, assim como as deleccdes e as translocacoes. No melanoma,
foram reportadas inumeras alteracGes deste tipo. Nas regides de quebra cromossémica
responsaveis por estas mutagoes, foram localizados genes cuja expressio se encontra

alterada, em particular certos genes envolvidos na proliferacio celular e na apoptose®.
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As mutagdes pontuais, as delecgdes e as inser¢oes de pares de bases apenas se podem
evidenciar através de técnicas de biologia molecular®. As mutacdes pontuais podem alterar a
leitura de um determinado coddo, levando a alteragao da sequéncia de aminoacidos do
produto proteico (mutacao missense) ou, por outro lado, podem criar erroneamente um codao
de terminacao, com consequente sintese de uma proteina truncada, quase sempre nao
funcional (mutagdo nonsense). A deleccio ou inser¢ao de pares de bases tem um efeito
distinto, criando uma nova sequéncia de coddes a partir do sitio em que ocorre (mutacao
[frameshifl).

No contexto da oncogénese, as mutagdes surgem como um acontecimento de extrema
relevancia, levando a activagao de oncogenes ou a inactiva¢ao de genes onco-supressores. Os
oncogenes, ainda que em heterozigotia, sao funcionalmente relevantes, enquanto a perda de
actividade de um gene onco-supressor so é critica, em regra, quando em homozigotia. Isto
significa que uma mutagao inactivadora de um unico alelo de um gene onco-supressor
permite a compensa¢ao funcional pelo alelo nio mutado. Apenas uma nova agressio
mutagénica que conduza a perda do alelo normal (“perda de heterozigotia”), podera
constituir um factor critico na transforma¢ao neoplasica. Excepgoes a esta regra sio as
mutacdes dominantes-negativas, como acontece habitualmente com as muta¢oes de TP53F°.
Neste caso, a proteina p53 anémala, codificada pelo alelo mutado, inibira a expressdo ou a
funcdo da proteina normal e, deste modo, o resultado é equivalente ab initio a perda de
heterozigotia.

O contributo exacto de uma mutac¢ao individual na transformacao neoplasica ¢é dificil de
estabelecer, mas a oncogénese parece ser o resultado aditivo e orquestrado de diversas
mutagoes que perpetuam sinais proliferativos e inibem a morte celular programada.

No que concerne especificamente ao melanoma, as muta¢oes mais frequentes verificam-
se em genes que codificam proteinas que participam em trés vias moleculares especificas™: a
via das cinases activada por mitogénios (MAPK), a via da PI3K/AKT e a via da p16INK4A,
uma vez que mutagOes em diversos oncogenes e nalguns genes onco-supressores que
codificam protefnas funcionalmente relevantes nestas vias sio frequentemente observadas
nesta neoplasia cutanea (Tabela 1).

Estudos de sequenciagio gendémica recentes permitiram identificar assinaturas
mutacionais em diversas neoplasias”™. Em relagio ao melanoma, o trabalho de Pleasance e#
al. (2010)P" realizou um rastreio abrangente de mutacoes somaticas numa linha celular
(COLO-829) derivada de uma metastase de melanoma, detectando 33.345 substituices de

bases, 292 das quais em regides codificadoras, sendo 187 mutacdes nao sindénimas

Pag. | 8



Oncogénese e Progressdo do Melanoma

Andlise Mutacional e Estudo Clinico Retrospectivo

(causadoras de troca de aminodcidos). E de realcar que a maioria das alteragdes
mononucleotidicas foram substituicoes C>T e G>A, assim como mais de metade das
alteracbes dinucleotidicas foram substituicbes CC>TT e GG>AA. Estas alteracbes sio
muito provavelmente resultantes do efeito mutagénico directo da radiacao UV, caracterizado
pela criacao de ligaces covalentes entre pirimidinas adjacentes (“assinatura molecular” da
radiacio UV)P?. Nesse contexto, uma enorme propor¢io de mutacées C>T e CC>TT
ocorreram na base pirimidinica 3’ de um dinucleétido de pirimidina. A frequéncia destas
mutagdes em dinucleétidos CpG também se revelou duas vezes maior do que a esperada,

factos que estao de acordo com a suposta intervencao mutagénica directa da radiacao UV.

Tabela 1. Vias moleculares mais importantes na oncogénese do melanoma.

Via molecular Alteragdes habituais

Mutagdo de RAS
MAPK Mutacdo de RAF
Mutacdo de KIT

Mutagdo de RAS
PI3K/AKT Mutagdo de PTEN

Expressao desregulada de AKT

Mutagdo de CDKN2A
p16INK4A Mutacdo de ARF
Mutacdo de TP53

Dada a variedade e a complexidade das mutagoes encontradas em células de melanoma, a
exposicao das consequéncias funcionais delas resultantes nao se esgota na revisao sistematica
das trés principais vias moleculares implicadas. Adicionalmente, é fundamental rever o papel
regulador que as vias de reparagio do DNA podem representar diante dos fenémenos
mutacionais, a participacdo de genes que codificam proteinas da via de melaninogénese na
expressao fenotipica e no consequente risco de melanoma e, finalmente, a desregulagio da

apoptose como evento paralelo a proliferacao ilimitada.

2.1.2. Ciclo celular

O ciclo celular é o processo fisiolégico que resulta na divisio celular, convergindo nele

diversas vias de sinalizagao intracelular que o transformam no alvo final de uma variedade de
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sinais proliferativos iniciados habitualmente pela ligacao de factores de crescimento aos seus
receptores membranares. Como exemplo disso, todas as vias descritas adiante (p16INKA4A,
MAPK e PI3K/Akt) participam na regulacio do ciclo celular™. A complexa interacgio entre
os sinais proliferativos e as proteinas inibidoras condiciona a existéncia de auténticos
interruptores moleculares para a continua¢io ou o bloqueio do ciclo™.

Ao longo da vida da célula, cada perfiodo de divisao celular (mitose) é separado por um
periodo de dura¢do muito variavel, a interfase, na qual se reconhecem 3 periodos distintos:

G1,S e G2% (Fig. 1).

Ponto de controlo R

Figura 1. Ciclo celular.

Durante G1 a célula transcreve activamente multiplos genes e sintetiza grandes
quantidades de proteinas, aumentando o seu volume. Quando a célula alcanga todos os
requisitos necessarios a replicagao do seu material genético, inicia-se a fase S. Depois de todo
o DNA ter sido replicado, a célula entra em G2, prosseguindo a sintese de mRNA e de
proteinas”™. No inicio da fase mitética (profase), o nucléolo desaparece, a cromatina
condensa-se progressivamente até formar os cromossomas e os microtibulos do cito-
esqueleto organizam-se numa estrutura fusiforme que parte dos centriolos: o fuso mitético.
De seguida (prometafase), da-se a ruptura do envelope nuclear, deixando de haver separacio
nitida entre o nucleo e o citoplasma (o nucleo desaparece). Algumas fibras do fuso mitético
alongam-se e estabelecem ligacdes com os cineticores, um conjunto de feixes proteicos
dependentes dos cromossomas. Outras fibras do fuso, em lugar de estabelecerem contacto
com os cromossomas, sobrepdem-se em redor do equador celular. Findo este processo, a
tensao aplicada pelas fibras do fuso mitético sobre os cromossomas durante a metafase, faz
com que estes se encontrem relativamente alinhados no equador da célula, havendo um

emparelhamento de cromossomas homoélogos. Por fim, os cromossomas homodlogos
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separam-se durante a anafase, migrando ao longo do fuso mitético em direcgoes

diametralmente opostas. Na telofase, a migracao atinge os polos da célula, ficando em cada

polo o material genético de cada uma das futuras células filhas. Assiste-se, entdo, a

desagregacao progressiva do fuso mitético e a formagao de novas membranas nucleares. O

processo culmina na citocinese, durante a qual a por¢ao do fuso mitético que ainda nio foi

desagregada (a por¢ao constituida pelas fibras sobrepostas no equador da célula) forma um
anel contractil que cliva a célula em duas novas células perfeitamente individualizadas.

Muitas células revivem indefinidamente este processo, embora outras, particularmente
aquelas que atingiram um alto grau de diferenciacao, como ¢ o caso dos neurdnios, possam
abandonar o ciclo celular, ficando numa fase Gy, no decurso da qual, mesmo sob estimulos
proliferativos, sdo incapazes de prosseguir o ciclo.

Os pontos criticos na regulagao do ciclo celular sdo as transi¢Oes entre as diferentes fases,
em particular as transi¢des G1/S (ponto de controlo R) e G2/M (ponto de controlo M) A
perturba¢ao da homeostase do ciclo celular ¢ indiscutivelmente um dos acontecimentos mais

P9 Os genes que codificam proteinas implicadas

importantes na transforma¢ao oncogénica
na estimulagio do ciclo celular sio proto-oncogenes (CDK4P1 CCND1P¥, BRAF™,
NRAS™ etc.). De igual modo, os genes que codificam proteinas reguladoras que inibem o
ciclo celular sao genes onco-supressores (CDKN2A, que codifica as proteinas pl16INK4A e

pl14ARFI).

2.1.3. Via da p16INK4A

A via da p16INK4A (Fig. 2) é uma via molecular fundamental na fisiologia da célula, uma
vez que exibe uma importante fun¢io reguladora da progressio do ciclo celular™. A
p16INK4A é um importante travao a proliferagao celular, inibindo a progressao da fase G1 e
a transicdo G1/S. Esta proteina inibe a actividade catalitica das enzimas CDK4 ¢ CDKG6
(cinases dependentes de ciclinas)", impedindo que estas fosforilem a proteina do
retinoblastoma (Rb). A conserva¢ao da forma hipofosforilada de Rb mantém a afinidade
desta proteina pelo factor de transcricio E2F. Assim, este factor fica impedido de se
heterodimerizar com a proteina DP e de interagir com o DNA (sequéncias TTTCGCGC das
regides promotoras dos genes alvo). Esta via constitui um ponto de convergéncia, estando

funcionalmente alterada em virtualmente todas as linhas celulares de melanoma*?.
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Figura 2. Via da p16INK4A.

A pl16INK4A ¢ o produto resultante da combinaciao dos exdes 1a, 2 e 3 do gene onco-

supressor CDKN2A™. Este complexo /ocus, situado em 9p21, contém 4 exdes (1o, 1B, 2 e
3). Além da p16INK4A, o gene também é responsavel pela codificacdo da proteina p14ARF,
cuja fungio principal ¢ a inibigio da MDM2™), uma proteina capaz de degradar a p53 e
aumentar a semivida do factor de transcricio E2F*. A proteina p14ARF, apesar de resultar
da combinacio dos exdes 1B, 2 e 3, ndo tem homologia estrutural com a p16INK4AM i3
que ¢ traduzida através de um padrao alternativo de leitura de coddes.

As mutagdes do gene CDKN2A siao as alteragoes genéticas mais comuns em melanomas
familiares (20 a 40% dos casos™). Apesar de pouco comum em melanomas esporadicos, a
perda de heterozigotia deste /ocus pode também ser relevante nesse contexto especifico®.

Algumas muta¢oes no oncogene CDK4, codificador da cinase dependente de ciclina-4
(CDK4), foram associadas a risco familiar de melanoma, embora sejam muito menos
comuns do que as mutagdes de CDKN2AP. As mutacoes de CDK4 identificadas até a data
(apenas descritas em 12 familias) localizam-se no codio 24 do exao 2, resultando numa

proteina resistente a inibi¢ao pela p16INKA4A.

2.1.4. Via da proteina Ras

A familia de proteinas Ras é formada por 3 GTPases de pequeno peso molecular
denominadas N-Ras, H-Ras e K-Ras!*®. Estas proteinas estio situadas no lado citosolico da

membrana celular, acopladas a receptores do tipo tirosina-cinase™. O papel principal destas
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proteinas ¢ a transducdo de sinais iniciados pela ligacao de factores de crescimento ao seu
receptor especifico®.

A sinalizagio através da via da proteina Ras é complexa, baseando-se num mecanismo
dependente de GTPP” (Fig. 3). A proteina Ras encontra-se activa enquanto associada a uma
molécula de GTP e inactiva quando o GTP ¢ degradado em GDP. A actividade intrinseca de
GTPase da proteina G confere-lhe a capacidade de regular o seu proprio estado de activacio.
A formacio de complexos Ras-GTP ¢é mediada pelas proteinas adaptadoras Grb2 e SOS
apos ligacao de um factor de crescimento ao seu receptor membranar. Estas proteinas
adaptadoras recrutam proteinas GEF que funcionam como interruptores moleculares:
estimulam a libertacdo de GDP do complexo Ras-GDP, permitindo a ligacio de GTP e a
obtencdo de complexos Ras-GTP activos®™. Ao invés, a actividade da proteina Ras como

GTPase pode ser induzida por proteinas GAP, responsaveis pela cessacao da sinalizacao.

VIAS EFECTORAS

Figura 3. Activacdo da proteina Ras.

Quando activa, a proteina Ras pode desencadear vias efectoras, entre as quais a via das
cinases MAPK e a via da PI3K/Akt*. O resultado final é a expressio de genes codificadores
de proteinas responsiveis pela progressio do ciclo celular e pela sobrevivéncia celular®'.

Os genes NRAS, HRAS e KRAS sao oncogenes conhecidos desde ha longa data. O gene
NRAS foi inclusivamente o primeiro oncogene identificado em células neoplasicas
humanas®.

As mutagdes que resultam em proteinas Ras disfuncionais, desprovidas de actividade
enzimatica de GTPase ou resistentes a ac¢ao inibidora das proteinas GAP, afectam

geralmente a isoforma NRAS. Estas muta¢des, que ocorrem habitualmente nos coddes 12,
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13 e 61, sdo relativamente comuns nas lesdes melanociticas™, podendo observar-se em 56%
dos nevos congénitos, em 33% dos melanomas primarios e em 26% dos melanoma
metastaticos®. Relacionam-se com a accio da radiagio UV, sendo mais comuns em
melanomas de areas associadas a exposi¢ao solar continua (56%) do que em melanomas de
areas de exposicao intermitente (21%). As mutagdes de HRAS e KRAS sido, no entanto,
pouco comuns, ocorrendo respectivamente em 1% e 2% dos melanomas.

A proteina oncogénica Ras constitui um alvo potencial na terapéutica antineoplasica.
Dado que a farnesilagao da proteina Ras (ligacio a um grupo farnesilo) ¢ fundamental para
que a molécula permaneca no lado citosdlico da membrana plasmatica®, onde é
funcionalmente activa, os inibidores da enzima farnesiltransferase demonstraram-se eficazes
na inibi¢do da activacio de Ras 7z vitrd®". Todavia, em relagio ao melanoma, o tipifarnib,
inibidor da farnesiltransferase, nao revelou qualquer beneficio terapéutico em associagdo com

o sorafenib, inibidor de tirosina-cinases e de cinases Raf, num ensaio clinico em fase 11"

2.1.5. Via das cinases MAPK

A via das cinases MAPK ¢ uma cascata de sinalizagao intracelular capaz de transduzir
estimulos desencadeados por factores de crescimento e por receptores acoplados a proteinas
G’ Intervém em funcoes celulares que participam na transformacio neopldsica, como a
proliferacio, a diferenciacio e a migragio celulares™.

A activagio da via das cinases MAPK é uma consequéncia da activagio da proteina Ras®!
(Fig. 4) e o resultado final desta cascata sinalizadora ¢ a activacao de uma enzima da familia
MAPKP em particular ERK1 ou ERK2. Dessa activagio resulta um aumento na expressio
de varios factores de transcri¢do, resultando na sintese de proteinas que interferem com a
proliferacio e a sobrevivéncia celulares.

Para desencadear a cascata, a proteina Ras activa actua sobre uma enzima da familia
MAPKKK (cinase das MAPKK)P" denominada B-Raf, activando-a sequencialmente. O
passo seguinte ¢ a activagdo de enzimas da familia MAPKK (cinase das MAPK),
nomeadamente MEK1 e MEK2, numa reacgdo catalizada pela proteina B-Raf. Estas
activacoes enzimaticas sucessivas dao-se através da fosforilacio de determinados residuos de
serina e treonina localizados nos dominios reguladores destas moléculas. Dessa forma, todas
as proteinas da cascata se comportam funcionalmente como cinases de serina/treonina,

sendo capazes de se activarem em cascata.
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Genes precoces

Genes tardios

Figura 4. Via das cinases MAPK.

Mutagcbes no gene BRAF (que codifica a proteina B-Raf) siao muito frequentes nos
melanomas cutineos primétios esporadicos®™, variando de 27 a 70%, de acordo com as
séries™. B também frequente em nevos melanociticos (82%). Apesar de existirem relatos de

5234 ¢ 2 mais comum

mais de 40 mutagoes distintas, a mutagao pontual V60OE no exio 1
(92%)*). Esta mutacio ¢ particularmente prevalente nos melanomas de crescimento
superficial localizados no tronco ou nos membros inferiores®. Ao invés, ocorre de forma

[57]

excepcional no melanoma das mucosas®” ou no melanoma ocular”, sugerindo uma possivel

relacio com a exposi¢io esporadica a radiagio UV,

Apesar da frequéncia individual de mutagdes BRAF e NRAS ser elevada, é excepcional a
concomitincia destas mutacdes no melanoma'™. Com efeito, uma vez que as proteinas Ras e
B-Raf actuam na mesma via sinalizadora, a muta¢do simultanea em ambos os genes seria
funcionalmente redundante. O mecanismo subjacente a esta exclusividade permanece, no
entanto, por elucidar.

Dada a elevada prevaléncia de mutacdes BRAF VO600E no melanoma, esta proteina
mutada foi considerada um potencial alvo terapéutico hd mais de uma década™. Um dos

primeiros firmacos utilizados com o objectivo de a bloquear foi o sorafenib!®), um inibidor

potente de multicinases (RAF-1, BRAF nativo, BRAF V600E), aprovado em 2006 para o
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tratamento do carcinoma hepatocelular e do carcinoma de células renais. Contudo, o
beneficio do sorafenib em monoterapia no melanoma, para o qual nunca obteve aprovagao, é
muito discreto, tendo-se abandonando rapidamente o seu uso, em fungao do aparecimento
de inibidores mais especificos de BRAF V600E.

Um inibidor BRAF com elevada especificidade para BRAF V600OE, vemurafenib, tem um
efeito citotoxico importante em células de melanoma 7z vitro e in wvivo, com impacto na
sobrevivéncia global®™. Em ensaio clinico de fase III (BRIM-3), conduziu a uma diminui¢io
do volume tumoral na maioria dos doentes com mutacio BRAF VG600E tratados,
demonstrando uma resposta objectiva em 48% dos casos, bastante superior aos 5% obtidos
com o uso de dacarbazina®. A sobrevivéncia global média, estimada pelo método de
Kaplan-Meier, foi de 13,2 meses nos doentes tratados com vemurafenib comparada com os
9,6 meses no grupo tratado com dacarbazina. Curiosamente, a resposta a dacarbazina nestes
doentes foi inferior a esperada, admitindo-se que a expressao de BRAF mutado possa, por
mecanismos pouco claros, conferir resisténcia a quimioterapia. O que mais condiciona o uso
do vemurafenib é a resisténcia inata e adquirida, resultando numa perda de eficacia,
demonstravel através de uma sobrevivéncia livre de doenca de apenas 7 meses'®. As razdes
desta resisténcia sao multifactoriais, passando pela reactivacio da sinalizacgio MEK/ERK
mediada pelas isoformas ARAF e CRAF, pelo aumento da expressao de ciclina D1 através da
amplificagdo do leus CCND1 (conduzindo a uma activacdo do ciclo celular geralmente
regulada pela sinalizacio ERK1/2) ou pela activagdo de vias de sinalizacio alternativas, como
a via PI3K/AKT. O vemurafenib pode induzir o aparecimento de queratoacantomas e
carcinomas espinhocelulares eruptivos® e, nos melanomas que carecem de expressio da
mutacao BRAF V600E, resulta habitualmente na progressao da doenga, podendo atribuir-se
estes efeitos a um aumento da sinalizacio através da proteina ERK™. Todavia, o
vemurafenib revela-se igualmente benéfico nos doentes cujo tumor possua a variante mutada
BRAF V600K.

O dabrafenib, um outro inibidor especifico do BRAF mutante, de desenvolvimento mais
recente, revelou um perfil de eficacia e de seguranca relativamente similar ao do vemurafenib,
resultando numa sobrevivéncia livre de progressio de 5,1 meses, comparada com os 2,7
meses obtidos com dacarbazina num ensaio de fase TI1°Y.

As cinases MEK1/2 sio outros alvos terapéuticos potenciais da via MAPK. Apesar de
raramente se encontrarem mutadas (3 a 8% dos melanomas)®, o seu bloqueio por firmacos
especificos constitui uma estratégia delineada para os casos de resisténcia aos inibidores de

BRAF. Neste contexto, o trametinib® demonstrou aumentar a sobrevivéncia livre de
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progressio em doentes de melanoma com a mutagao BRAF V600E, quando este agente se

utilizou em associacdo a inibidores de BRAF mutante. O selumetinib, outro inibidor das

MEK, nio demonstrou ser mais eficaz em monoterapia do que a temozolamida em doentes

com melanoma avangado ndo seleccionados de acordo com a presenca de mutagoes BRAF
ou RASI™.

Porém, os inibidores de cinases MEK sio completamente ineficazes em determinadas

mutagdes com ganho funcional de MEK1 e MEK2, capazes de originar proteinas anormais

resistentes a accdo inibidora dos farmacos!*’.

2.1.6. Viada PI3K/AKT

A via da PI3K/Akt (Fig. 5) é responsavel pela transducao de sinais iniciados pela ligacio
de factores de crescimento aos respectivos receptores de membranal®.

Uma das formas mais comuns, embora nio a unica, de activacio desta cascata é a
sinalizacio através da proteina Ras!*.

A cinase de fosfoinositideos PI3K ¢ a primeira enzima desta via™, catalizando a
conversaio do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3) ou em fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PI-3,4-P2). O PIP3 e o PI-3,4-P2 sio os
activadores de uma cinase dependente de fosfoinositideos conhecida como PDK1. A PDK1
¢ uma cinase de serina/treonina, tendo como principal fun¢ao biolégica a activagio da cinase
Akt3. Por sua vez, a cinase Akt3 é responsavel pela activagao sucessiva de uma grande
variedade de substratos (cinase mTOR, cinase GSK3, factores de transcricao AFX, NFkB,
CREB e forkhead, proteina p21Cipl, proteina p27Kip1, proteina Bad e procaspase-9)1 7,
resultando na progressio do ciclo celular, na estimulagao da sintese proteica e na promogao
da sobrevivéncia celular.

A sinalizacdo através desta via ¢ inibida pela enzima PTEN, previamente conhecida por
MMAC17 Esta proteina tem actividade intrinseca de fosfatase de serina/treonina e é
capaz de remover grupos fosfato das moléculas de fosfoinositideos™, bloqueando a
activacao de Akt3.

A expressao aumentada de AKT ¢é observada em 43 a 60% dos melanomas cutineos e
correlaciona-se com a progressio da doenca®!. Resulta maioritariamente de mutagdes do

(82

gene onco-supressor PTEN (observadas em cerca de 30% dos casos)™. Outras causas da

sobre-expressao de AKT sao a amplificacdo de 1p (que inclui o locus AKT3) e a activagao
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anormal da via da proteina Ras®" (14% dos melanomas acumulam mutagdes de NRAS com a

perda de PTEN™)).

TesSwts
K e o e

Sintese cAPt
proteica clAP2 Sinalizacao
Proliferagao l por B-catenina
celular
Inibicdo da apoptose

Figura 5. Via da PI3K/AKT.

A inibi¢ao da via PI3K/AKT com interesse terapéutico é um assunto actual, salientando-
se, uma vez mais, a relagdo da genética tumoral com a defini¢do de alvos terapéuticos. O
agente 1.Y294002 foi o primeiro inibidor desta via e, apesar da actividade inibitéria sobre a
cinase PI3K ser relativamente pouco potente, mostrou-se capaz de bloquear a activacio de
Akt in vitro, embora as suas propriedades farmacocinéticas nio permitam o seu uso i vive®.
Diversos inibidores de PI3K com potencial efeito anti-tumoral (PWT-458, PX-860,
ZSTK474, API-2, isolenocianato, SR13668, BI-69A11, GSK690693, MK22006,
perifosina/ketix e NVP-BEZ235) encontram-se actualmente em desenvolvimento 1,

A inibicao de mTOR, um dos efectores da via PI3K/AKT, é outra estratégia com
potencial interesse terapéutico. Em relacio ao melanoma, estudos 7z wifro com o

temsirolimus, um inibidor de mTOR, demonstraram indug¢ao de morte celular por apoptose

em culturas celulares tridimensionais de melanoma a e em xeno-enxertos tumorais®.
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2.1.7. Via da proteina c-Kit

A proteina c-Kit é um receptor tirosina-cinase transmembranar, responsavel pela génese
de sinais intracelulares em resposta ao seu ligando natural, o SCF (stem cell factor). Entre
diversas fungdes, salienta-se a regulacio funcional dos melandcitos. De facto, a perda
funcional de c-Kit leva a disturbios da pigmenta¢ao, uma vez que, nos melanécitos, a cascata
de sinalizagao iniciada por c¢-Kit culmina no aumento da expressao do factor de transcri¢ao
Mitf (microphtalmia-associated transcription factor), o principal orquestrador da actividade biolégica

1%l conforme desenvolvido adiante neste capitulo.

dos melandcitos

A ligagao do SCF a porgao extracelular de c-Kit leva a dimerizagdo e autofosforilagiao de
residuos de tirosina na porcao intracelular do receptor, activando-se a partir de diversas vias
de sinalizagdo intracelular. A fosforilagago em Y568 e Y560 torna o receptor capaz de
fosforilar e activar as cinases da familia Src que, por sua vez, desencadeiam a sinalizagao
através da cascata MAPK. Por outro lado, a fosforilagio de c-Kit em Y721 ¢é responsavel
pela activacio da via PI3K™.

Amplifica¢es e mutagoes activadoras no gene CKIT (localizado em 4q11-q12) podem ser
encontradas em cerca de 30% dos melanomas acrais ¢ dos melanomas das mucosas, mas
apenas numa minoria dos melanomas que surgem em 4reas expostas a radiagio UV,

O receptor c-kit e algumas proteinas efectoras, como as cinases da familia Src, sao alvos
potenciais da terapéutica anti-neoplasica. Assim, o imatinib constitui uma op¢ao terapéutica
em melanomas que possuem amplificagdes ou mutagdes activadoras do gene CKIT,
conforme demonstrado num ensaio clinico de fase I, em que 23,3% dos doentes obtiveram
uma resposta parcial (90% deles com mutagdes nos exdes 11 ou 13) ¥, Um ensaio clinico em
fase II com o dasatinib (inibidor das cinases Src e de c-Kit) no tratamento do melanoma
avancado (estadio III com doenga irressecavel e estadio IV) revelou uma eficacia minima

(taxa de resposta de 5%) em melanomas nio seleccionados em fungio de mutagoes CKIT®.

2.1.8. Regulagio da melaninogénese

A melanina é o principal pigmento determinante da colora¢io da pele e do cabelo. E
sintetizada no interior dos melanossomas, organelos existentes no citoplasma dos
melanécitos e que demonstram semelhangas morfolégicas com os lisossomas. A via de

190!

Raper-Mason ou via de sintese da melanina® (Fig. 6) comega num precursor comum, o
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aminoacido tirosina, e bifurca-se para originar duas formas distintas de pigmento: a
eumelanina (melanina castanha ou negra, de médio a alto peso molecular, insolivel e sem
enxofre) e a feomelanina (melanina amarelo-avermelhada, de baixo peso molecular, solavel

em meio alcalino e contendo enxofre).

COH CO,H HO COH
LI — — L= UL

- . s
Tirosina DOPA-quinona NH,—<
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Cisteinil-DOPA

O 4 — S
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(alto peso molecular) (peso molecular intermédio)

Figura 6. Via de Raper-Mason.

Os melanossomas com o seu conteudo em melanina sao transportados ao longo dos
prolongamentos dendriticos dos melandcitos. Neste transporte, dependente de ATP,
participam a rede de microtibulos do citoesqueleto, a miosina Va, a actina, a proteina rab27 e
a melanofilina”. Ao chegarem a extremidade dos prolongamentos, os melanossomas sio
transferidos para os queratindcitos através de um processo mal esclarecido, mas que
provavelmente inclui exocitose por parte dos melandcitos e pinocitose pelos queratinécitos.
Finalmente, os melanossomas concentram-se no citoplasma dos queratinécitos, agrupados
em forma de capuz supranuclear™. Esta distribuicio peculiar constitui um mecanismo
adaptativo, aproveitando a capacidade da melanina absorver a luz com comprimento de onda
compreendido entre 280 e 400 nm. Assim, estabelece-se um escudo pigmentar que protege
os acidos nucleicos dos efeitos deletérios da radiacao UV.

No entanto, os intermediarios da sintese de melanina e a prépria melanina podem,
paradoxalmente, exercer acgdes nocivas. Por exemplo, a DOPAquinona é citotoxica, capaz

de levar a morte celular quando os seus niveis sao excessivos. Além disso, a generalidade dos
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intermediarios potencia a ocorréncia de rupturas da dupla cadeia do DNA em células
irradiadas por UVA in witro, efeito que também ocorre na presenca de feomelanina®l.
Concomitantemente, todas as formas de melanina sao avidamente reactivas com o DNA e,
durante a exposi¢ao aos UVA, originam foto-reac¢des que culminam na geragao de espécies
reactivas de oxigénio. A forma que a seleccdo evolutiva encontrou para aproveitar
beneficamente as propriedades foto-reactivas da melanina e obstar aos seus efeitos nocivos
foi a restri¢ao da sua producio e do seu transporte ao interior dos melanossomas.

A relagao entre os niveis de feomelanina e de eumelanina também influi na proteccio
natural, na medida em que quanto maior for a quantidade relativa de feomelanina, maior sera
a susceptibilidade a luz UV. Uma relagio feomelanina/eumelanina extremamente elevada,

como se observa nos individuos ruivos e de fotdtipos baixos”™, traduz-se num risco

b

comprovadamente aumentado de melanoma.

A producio de melanina e a regulagao dos niveis relativos de feomelanina e de eumelanina
depende da ligagio da a-MSH e da proteina ASIP ao receptor das melanocortinas
(MCIR)®. O MCIR é um receptor acoplado a proteina G que, na presenca do ligando,
activa uma proteina Gs que conduzira secundariamente ao aumento da concentragao
intracelular de cAMPPY. O cAMP ¢é o segundo mensageiro que realizard a transducio do
sinal, modulando a expressio do factor de transcricio Mitf™. O Mitf vai induzir a expressio
de varios genes reguladores da proliferacao, diferenciagdo e apoptose dos melandcitos,
exibindo as mesmas funcées nas células de melanoma®®. Dentro do seu papel regulador, o
factor Mitf aumenta a expressao da enzima CDK2 e da proteina BCL2, fundamentais para a
sobrevivéncia celular, regulando a expressio de CDKN1A e CDKN2A, de modo a inibir o

ciclo celular e a promover a diferenciagdo. De igual modo, em resposta a activagao do
receptor MCIR pela a-MSH, aumenta a expressio de tirosinase!'” e, consequentemente, a
sintese de eumelanina é estimulada em detrimento da feomelanina.

Contudo, diversos polimorfismos do gene MCIR (situado no extremo telomérico do
cromossoma 16q24.3""") podem perturbar a fungio do receptor por ele codificado. Estes
polimorfismos (Tabela 2) relacionam-se com um aumento do ricio feomelanina/eumelanina
e, através disso, conferem um risco relativamente elevado de melanomal®.

Além dos polimorfismos de nucleético unico (SNP) do /Joeus MC1R, outros polimorfismos
em quatro /oc/ relacionados com a regulagao da pigmentagao cutanea (SLC45A2, OCA2, TYR
e ASIP) relacionam-se com um aumento do risco de melanoma e explicam, no seu conjunto,

um terco a metade da variagio do risco relacionada com o fenétipo pigmentar”.
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Tabela 2. Polimorfismos do gene MC1R associados a risco aumentado de melanoma.

Polimorfismo Alteragao funcional do receptor MC1R

V6oL
140T
R142H
R151C Sintese ineficaz de cAMP
R162P
R160W
N294H

V22M Menor afinidade pela a-MSH

R84E
I55T Mecanismo desconhecido

H260P

2.1.9. Mecanismos de reparagio do DNA

A actividade metabdlica normal das células, a replicacio do patriménio genético que
ocorre durante o ciclo celular e a ac¢do de mutagénios ambientais fisicos e quimicos podem
produzir danos estruturais no DNA. As células possuem, no entanto, diversos mecanismos
biolégicos capazes de detectar e corrigir este tipo de defeitos do DNA, de modo a evitar que
se tornem permanentes. Entre estes mecanismos, encontram-se a apoptose mediada pela
proteina p53 e os mecanismos celulares de reparacio do DNA. A disfuncio destes
mecanismos, na medida em que permite a acumula¢io de mutagées em oncogenes € em
genes onco-supressores, relaciona-se com um maior risco de desenvolvimento de neoplasias,
incluindo o melanoma®.

Dentro das vias reparadoras de DNA responsaveis pela manutenc¢do da integridade do
genoma das células, salientam-se trés processos principais: (1) via de repara¢ao por excisao de
nucleétidos (NER — nucleotide excision repair), (i) via de reparagao por excisao de bases (BER —
base excision repazr) e (iii) via de reparagdao de erros de emparelhamento (MMR — mammalian
mistatch repair).

A via de excisdao e repara¢ao de nucleétidos compreende uma sequéncia de eventos que
resultam na identificacdo e reparagdo dos defeitos do DNA induzidos principalmente pela

radiagao UV. Neste processo intervém de forma preponderante diversas endonucleases que,

quando mutadas em homozigotia, s3o a causa do xeroderma pigmentosun™..
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Esta via reparadora tanto pode aplicar-se aos 99% de DNA nio envolvido na transcri¢ao
genética (reparacao global do genoma) como as cadeias codificadoras de genes activos, que
correspondem a cerca de 1% do DNA (reparacio acoplada a transcri¢ao)””. Esta ultima via,
dando prioridade a reparagdo da sequéncia danificada do DNA de genes que estio em
actividade, evita a producio de transcritos anormais, potencialmente lesivos para a estrutura
ou funcio da célula.

Sete endonucleases distintas participam sequencialmente no processo de reparagao. O
xeroderma pigmentosum é uma genodermatose autossémica recessiva cuja etiopatogenia decorre
do défice ou disfuncio de uma destas enzimas!”!.

As mutagdes do DNA induzidas pela radiagaio UV sdo reconhecidas pelas proteinas XPC
e XPE (DDB2), que demonstram afinidade pelos dimeros de pirimidina e pelos
fotoprodutos (6-4)-pirimidina-pirimidona, ligando-se ao DNA lesado e marcando-o para a
intervengdo de outras protefnas reparadoras™. A interaccio de XPC com as sequéncias
danificadas do DNA ¢ realizada através de um complexo formado com a proteina HR23B.
Este complexo XPC-HR23B actua no inicio do processo, reconhecendo o defeito e
condicionando um desenrolamento local da dupla hélice de DNA. Quando ocorre reparagao
acoplada a transcri¢ao, porém, o reconhecimento dos defeitos ¢ realizado pelos produtos dos
genes CSA e CSB, capazes de bloquear a actividade da RNA-polimerase 11

As protefnas XPB (ERCC3) e XPD (ERCC2) sao subunidades constituintes do factor de
transcricao basico TFIIH. Tém, respectivamente, a funcdo enzimatica de helicases 3’-5" e 5-
3’, desenrolando amplamente a dupla hélice do DNA na regido marcada com o auxilio de
XPA, XPG (ERCC5) e RPA (proteina de replicacio A)P. O desenrolamento do DNA
permite a ac¢do de endonucleases reparadoras: XPF ¢ ERCC1 formam um complexo com
actividade de endonuclease 5°, enquanto XPG tem, isoladamente, fun¢des de endonuclease
3. Das clivagens catenares catalisadas por estas enzimas, resulta a excisdo de uma sequéncia
de cerca de 30 nucleétidos em redor da lesio do DNA. A sintese da por¢ao de DNA que foi
excisada ¢ realizada tendo por base a cadeia complementar restante. Esta reacc¢io de
polimerizacdo é catalisada pela DNA polimerase 8 (ou €) associada ao PCNA. O ultimo
passo desta via consiste na intervencao da DNA ligase, responsavel pela ligacao definitiva da
sequéncia nucleotidica reparada a restante molécula de DNA.

A disfuncao da via de reparagiao por excisao de nucleétidos relaciona-se claramente com o
cancro cutaneo, na medida em que os doentes com xeroderma pigmentosum tém uma incidéncia
de carcinomas epiteliais 10.000 vezes superior a da populacdo geral, sendo este aumento de

1000 vezes no que diz respeito ao melanoma. A idade média destes doentes no momento do
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diagnostico do primeiro carcinoma epitelial (carcinomas espinhocelular ou basocelular) é de 9
anos, sendo mais tardia (22 anos) para o primeiro melanoma. Do ponto de vista topografico,
realca-se igualmente que a distribuicio do cancro cutaneo niao-melanoma nos individuos
afectados por xeroderma pigmentosum corresponde a esperada para a populagao geral, com 80%
dos casos na cabega e pescoco, enquanto essa correspondéncia nao se verifica no melanoma
(em que mais de 45% dos casos ocorrem nas extremidades)™. Estes factos apontam para um
papel mais marcado da radiagao UV na génese dos carcinomas epiteliais do que na génese do
melanoma neste contexto particular.

A via de reparagao por excisio de nucleétidos parece ser relevante nao s na oncogénese,
mas também na progressao do melanoma. Um estudo recentemente realizado num universo
de 1.042 doentes com melanoma''™! demonstrou que determinados polimorfismos de genes
codificadores de proteinas desta via (particularmente XPE rs28720291, ERCC5 154150314,
XPC 152470458 ¢ ERCC2 rs50871) modulam negativamente o prognoéstico de uma forma
independente e que o risco de morte por melanoma aumenta proporcionalmente a0 nimero
de gendtipos desfavoraveis coexistentes.

A via de reparagao por excisao de bases ¢ um outro mecanismo reparador cuja principal

funcio é a de restaurar os defeitos do DNA que ocorrem durante o ciclo celular!",

1921 O treconhecimento dos

nomeadamente a oxida¢do, a reducio ou a metilacio de bases!
erros ¢ realizado por uma DNA glicosilase capaz de excisar a base alterada por hidrélise da
ligagao N-glicosidica que a une ao esqueleto de desoxirribose-fosfato da molécula de acido
nucleico. Gera-se, assim, um sitio abasico (apurinico ou apirimidinico), denominado sitio AP.
A ligacdo fosfodiéster da posicao 5’ do sitio AP ¢, entdo, clivada através da ac¢do da enzima
APE1 (AP-endonuclease 1), originando uma quebra na cadeia onde residia a base defeituosa.
A DNA polimerase B é responséavel pela remogio do residuo de desoxitribose-fosfato da
extremidade 5” desta zona de quebra e pela adicao de um novo nucleétido na extremidade 3.
Finalmente, a continuidade da cadeia é restabelecida por um complexo formado pela DNA
ligase IIaw e pela proteina XRCC1. Este “ramo curto” da via de reparagao por excisio de
bases pode ser desviado para o “ramo longo”, no caso do residuo de desoxirribose-fosfato

do sitio AP ser resistente a clivagem pela DNA polimerase . Nessa situagdo, ¢ a DNA

polimerase 0 (ou €) que intervém, adicionando 2 a 8 nucledtidos a zona de quebra. Este
“retalho” nucleotidico ¢ removido pela enzima FEN-1 numa reacgao dependente de PCNA.
A continuidade da cadeia é restaurada pela DNA ligase 1",

Existe a suspeita actual, embora sem suporte cientifico sélido em virtude da existéncia de

estudos contraditérios, de que algumas variantes genéticas de genes codificadores de
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proteinas influentes nesta via podem conferir um maior risco de melanoma. Porém, apenas

dois polimorfismos de nucleétido unico nao sinénimos no gene XRCC1 (rs25487 and
1525489) puderam ser consistentemente relacionados com o risco de melanomal®.

A via de reparagao de erros de emparelhamento do DNA tem a fungdo primordial de
identificar e corrigir alteragdes genéticas decorrentes da replicagao de DNA. A maioria destas
alteragoes sao detectadas e corrigidas pela propria DNA polimerase. Porém, esta acgio
reparadora tem limitacGes e é provavel que subsistam algumas bases desemparelhadas ou

102]

ansas de insercio-deleccaol Estes erros persistentes na sequéncia de DNA sio

reconhecidos por dois complexos heterodiméricos de proteinas homologas de Mut S:
MSH2/GTBP (Mut Sa) e MSH2/MSH3 (Mut SB). Um outro heterodimero constituido por
proteinas homélogas de Mut L. (MLH1/hPMS2) liga-se quer a Mut Sa, quer a Mut S,

auxiliando a subsequente reparagao. O PCNA parece ter, neste ponto, o papel de factor
discriminador da cadeia de DNA onde reside o defeito, permitindo a DNA exonuclease e
helicase desenrolar e degradar os nucledtidos errados. O PCNA, mantendo-se ligado a
extremidade da sequéncia errada, recruta finalmente a DNA polimerase para repor os
nucleétidos em falta. Esta via diminui a taxa de mutac¢des durante a replicagio do DNA entre
100 e 1000 vezes, o que a torna bastante importante na protec¢ao contra a transformagao
neoplésica!'*.

Desconhece-se, porém, qual o papel exacto das proteinas desta via reparadora de DNA
no desenvolvimento de carcinomas epiteliais e de melanoma. O facto do gene que codifica a

proteina hMSH2 ser um alvo da proteina p53 e de ser induzivel por radiagao UV deixa

antever uma possivel participacio na oncogénese do melanomal'”l.

2.1.10. Apoptose

A apoptose ¢ um fendémeno fisiologico de selecgao natural a escala celular, cujo principal
papel é a eliminaciao de células desnecessarias ou potencialmente nocivas, como aquelas
infectadas por virus ou geneticamente alteradas pela accao de agentes mutagénicos. A
apoptose intervem em processos biologicos tao variados como a embriogénese, a renovagao
de células epiteliais e hematopoiéticas, a involugao ciclica dos 6rgaos reprodutivos da mulher,
a atrofia induzida pela remog¢ido de factores de crescimento ou hormonas, a regulagio da

resposta imunitaria e a citotoxicidade mediada por células!'™.

Pag. | 25



I | Revisdo da Literatura

Seja induzida por estimulos imunolégicos ou por outros factores, a apoptose também
parece ser um importante mecanismo de elimina¢ao de células em transformagao neoplasica.
A perturbagio da apoptose €, portanto, um dos processos envolvidos na oncogénese!'”,
concorrendo para ela através de varios proto-oncogenes e genes ONCoO-supressores que

codificam proteinas que intervém neste fendémeno bioldgico.

104]
bl

A apoptose, também denominada morte celular programada, distingue-se da necrose!™, na
medida em que a célula nido sofre edema intracelular, o contetdo celular nio ¢ libertado para
o intersticio (nao ha inflamagao) e ocorre na dependéncia de consumo energético sob a
forma de ATP. Do ponto de vista citologico, verifica-se uma fragmentag¢ao nuclear e celular,
resultando na formagao de vesiculas apoptoticas que serao reconhecidas e fagocitadas pelos
macréfagos, num processo que dura em média cerca de 3 horas.

A apoptose ¢ o resultado da activagdo em cascata de um grupo de proteinas denominadas

caspases!'”!

, que consistem em enzimas proteoliticas que clivam diversas proteinas na posi¢ao
subsequente a um residuo de acido aspartico. Sao sintetizadas como precursores inactivos
(pro-caspases) e a sua activagao ¢ realizada por clivagem proteolitica. A activagao ocorre de
forma hierarquica, podendo umas caspases clivar e activar outras em sequéncia'”™'* (Fig. 7).
Esta hierarquia, bem como o tipo de caspases envolvidas, difere segundo o modo de indugio
da apoptose. De qualquer forma, ha um grupo de caspases iniciadoras que siao activadas em
primeiro lugar (caspases 2, 8, 9 e 10). Existem, ainda, caspases efectoras, activadas pelas
primeiras e responsaveis pela clivagem e degradacao de outras proteinas celulares (caspases 3,
6e7).

O resultado final da cascata das caspases é a digestio de proteinas estruturais do

[104,105

citoplasma e a degradacio do DNA cromosémico I. A caspase 3 é capaz de degradar a

gelsolina, uma proteina ligada ao citoesqueleto de actina, levando a desagregacdo deste e a

106]

perda da forma da célula". Por outro lado, é responsavel pela clivagem da proteina ICAD

104]

(inibidor da DNAse activada por caspases)!'™, libertando a endonuclease CAD (uma
DNAse), que migrara para o nucleo e catalisara a fragmentagao internucleossémica do DNA
em blocos de cerca de 200 pares de bases. E este fenémeno que explica um tipico padrio
“em escada”, com multiplas bandas sucessivas (cuja espessura depende do tamanho do
fragmento de DNA), obtido apds electroforese em gel de agarose do DNA proveniente de

células apoptoticas!'.
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Figura 7. Apoptose.

Até 2 data foram identificados 14 tipos de caspases!'”. No entanto, as caspases 1, 4, 5, 11,
12, 13 e 14 nao se relacionam com a apoptose, mas sim com a resposta inflamatéria, ao
contribuirem para o processamento de algumas citocinas pré-inflamatérias!'*>' ",

Para que se inicie a cascata das caspases ¢ imprescindivel a actuagdo de determinados
deflagradores. Consoante a forma de deflagracdo, a activagdo sequencial das caspases pode
decorrer segundo 2 vias!"">'"”! (Fig. 7):

(i) A via extrinseca ¢ deflagrada pela actuagdo directa de certas moléculas sobre a
membrana celular. E o caso da proteina transmembranar Fas (CD95)"', dos receptores do
TNFo (INF-R1, TRAIL-R1 e TRAIL-R2)" e das enzimas dos grinulos liticos dos
linfécitos T citotéxicos (petfotina, granzima A e granzima B)!'™. O evento inicial comum a
esta via ¢ a activacdo da caspase 8 que, por sua vez, desencadeard a activacao das caspases

efectoras (caspases 3, 6 e 9)I'**!”

. Ha, no entanto, algumas particularidades a referir em
relagdo a apoptose induzida pela ligacao do Fas-ligando e do TNFa aos seus receptores

especificos. Apoés a ligagdo do ligando ao receptor (Fas-ligando ou TNFa), da-se o
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recrutamento de uma molécula adaptadora e, sucessivamente, a complexacao e a activagiao da

pré-caspase 8"

. A proteina FADD funciona como molécula adaptadora universalmente
utilizada por estes receptores!''’. No entanto, o TNF-R1 interage com a FADD através de
outra proteina intermediaria, a TRADD!". Além disso, a FADD e a TRADD, com a
cooperagao da proteina RIP, sio capazes de originar uma via alternativa de activagao da
cascata das caspases, ao activar a pro-caspase 2 (Fig. 7).

(i) A via intrinseca ¢, ao invés, o resultado da perturbacio da homeostase mitocondrial,
ocorrendo, por exemplo, em consequéncia da privacio de factores de crescimento!'™. O
evento deflagrador é a libertagio de citocromo ¢ mitocondrial para o citosol™>'"L O
citocromo c, associado a proteina Apaf-1 e a pro-caspase 9 formam o complexo
apoptossomicol'?, resultando na libertacio da caspase 9, responsavel pela prossecugio da
cascata (activagio das caspases 3, 6 e )" A regulagio desta via tem o seu ponto de
controlo na libertagao do citocromo c, processo onde intervem diversas proteinas pro-
apoptoticas e anti-apoptoticas da familia Bel-2.

A familia Bcl-2 compreende uma multiplicidade de moléculas reguladoras. A proteina
anti-apoptética Bel-2 foi a primeira a ser identificada. E codificada por um gene em 18q21 e
foi descoberta em células de linfoma B folicular portadoras da translocagio t(14;18)!""”. Para
além da Bcl-2, as proteinas Bcl-w, Bcl-Xi, Mcl-1 e Al sio outros membros anti-apoptéticos
desta familia. Como membros pré-apoptoéticos, consideram-se as proteinas Bax, Bak, Bad,
Bik, Bid, Bok, Bim, Bod, Bmf, Hrk, Nix, Noxa, PUMA e Bcl-Xs!"".

A maioria dos membros da familia Bcl-2 possui uma extremidade C-terminal hidrofébica
que lhes permite unir-se as membranas de distintos organelos, principalmente a membrana
externa da mitocondria e, acessoriamente, a membrana do reticulo endoplasmatico e do

envelope nuclear!"

. Somente as proteinas Bad e Bid nio estio providas desta sequéncia
hidrofébica, permanecendo livres no citosol'”. Todos os membros da familia possuem,
ainda, diferentes combinacoes de 4 dominios conhecidos como BH1, BH2, BH3 e
BH4!">'". Cada uma das moléculas pode ter um ou mais destes dominios, responsaveis pela
formacio de homo ou heterodimeros entre os elementos da familia. Perante as diferentes

distribuicoes destes dominios, as proteinas Bcl-2 foram classificadas em 3 grupos!''*'"):

o Grupo I: proteinas anti-apoptoéticas portadoras dos dominios BH1, BH2, BH3 ¢ BH4
(Bcl-2, Bel-Xy, Bel-w, Mcl-1 e Al).

o Grupo II: proteinas pré-apoptoéticas portadoras dos dominios BH1, BH2 ¢ BH3
(Bax, Bak e Bok).
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o Grupo III: proteinas pré-apoptoticas portadoras apenas do dominio BH3 (Bik, Bid,
Bad, Hrk, Bim, Bod, Bmf, Nix, Noxa ¢ PUMA). Bcl-Xs habitualmente inclui-se neste

grupo, embora seja também integrada pelo dominio BH4.

O mecanismo de ac¢do destas proteinas niao se encontra completamente elucidado.
Supde-se que sejam translocadas para a membrana mitocondrial quando se inicia um
estimulo apoptéticol?. Esta mobilizagio parece depender da formagio de complexos homo
ou heterodiméricos entre os diferentes membros que, por sua vez, ocorre em consequéncia
da fosforilagao de sitios criticos da molécula (por exemplo, a proteina Bad ¢é activada por
fosforilagio do dominio BH3 nas posi¢cdes Serll2 e Serl136). Diversas cinases podem
catalisar esta fosforilacio, entre as quais a proteina Akt3".

A dimerizacao das proteinas da familia Bcl-2 pode induzir efeitos pré6 ou anti-
apoptéticos. Assim, o homodimero Bcl-2/Bcl-2 correlaciona-se com a inibi¢ao da apoptose,
enquanto o homodimero Bax/Bax e os heterodimeros Bax/Bcl-2 ¢ Bad/Bcl-XL sio pro-

[113

apoptoticos!'?. Heterodimeros em que participem proteinas com apenas um dominio BH3

sdo igualmente pré-apoptoticos!.
As diferentes fungoes bioldgicas atribuidas a estas proteinas explicam esta duplicidade de
actuagao: () dos dimeros pré-apoptoéticos depende o controlo da libertagdo de citocromo c,

da proteina AIF (factor indutor da apoptose), de Smac/DIABLO e de Omi/HtrA2 a partir

116]

do espaco intermembranar da mitocondrial'?. O citocromo ¢, juntamente com a proteina

Apaf-1 e com a pro-caspase 9, é parte integrante de um complexo denominado

apoptossomal''’

, fundamental para a activagdo da pré-caspase 9. Smac/DIABLO e
Omi/HtrA2 sio neutralizadores do efeito inibidor que a proteina XIAP (inibidor da
apoptose ligado ao X) exibe sobre as caspases!''®. A proteina AIF também tem efeitos pro-
apoptoticos!'') embora o seu mecanismo de acgio continue por esclarecer; (ii) alguns
dimeros anti-apoptéticos sao responsaveis pelo sequestro de Apaf-1, um constituinte do
apoptossomal''’; (iii) alguns dimeros anti-apoptéticos formam megacanais i6nicos entre a
membrana interna e a membrana externa da mitocondria, anulando a for¢a motriz proténica
ou potencial eléctrico transmembranar, fundamental para a produgio energética celular!'.
Fica, assim, clarificada a ac¢do anti-apoptdtica inerente a activagao de certas vias de
sinalizacdo celular, como a via das cinases MAPK!""! e a via da PI3K/AKT™. Conforme ja
referido, a proteina Bad é um substrato das cinases Raf-1 e Akt3. Da sua fosforilagao resulta

a sua inactivagdo. A cinase Akt3 ¢, ainda, responsavel pela fosforilagio da pro-caspase 9,
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impedindo a sua clivagem proteolitica mediada pelo complexo apoptossémico (Apaf-1 e
citocromo c).

A sobre-expressao da proteina anti-apoptoética Bcl-2 parece ser relativamente comum em
células de melanoma, estando relacionada com a progressio para doenca metastatica*'l. O
bloqueio farmacolégico de Bcl-2 parece ser, portanto, uma possivel arma no tratamento do
melanoma. Porém, um ensaio clinico de fase III que inclufu 771 doentes com melanoma em
estadio IV randomizados em dois grupos, um que recebeu apenas dacarbazina e outro que
recebeu dacarbazina associada ao oblimersen (sequéncia oligonucleotidica antissense que
bloqueia o codao de iniciagio do mRNA da Bcl-2) nao demonstrou diferenca significativa na
sobrevivéncia global entre os dois grupos, embora a taxa de resposta tenha sido ligeiramente
superior no grupo que foi submetido ao oblimersen (11,7% wversus 6,8%). Encontram-se
actualmente em estudo outros inibidores da proteina Bcl-2 (ABT-737, TW-37 e obatoclax)
no tratamento do melanoma avancado!'!l,

Existem outras proteinas com fungdo reguladora na apoptose. As proteinas da familia
IAP (XIAP, cIAP1, c-IAP2, NAIP, ML-IAP e survivina)!'' sdao um grupo de importantes
inibidores da apoptose. Como ja ficou expresso, XIAP é um potente inibidor da actividade
proteasica das caspases. As proteinas cIAP1 e cIAP2, por outro lado, funcionam como
ubiquitina-ligases para a proteina pré-apoptotica Smac/DIABLO, levando a sua destrui¢ao

selectival'?.

123]
bl

A proteina p53 ¢ provavelmente a proteina pré-apoptotica mais amplamente estudadal
sendo codificada por um gene onco-supressor (TP53) localizado no cromossoma 17p13.11"4,
Trata-se de um factor de transcricdo que, em resposta a detec¢ao de danos no genoma
(resultantes da ac¢do da radiacio UV ou de outros mutagénios), tem a capacidade de induzir
determinados genes responsaveis pela apoptose e pelo bloqueio do ciclo celular. Quando os
danos sio minimos e recuperaveis, a p53 bloqueia o ciclo celular e estimula a expressio da
maquinaria enzimatica reparadora. No caso dos danos serem extensos e irreparaveis, a
proteina deflagra a cascata apoptdtical'. E um efeito de natureza selectiva, “altruista”,
condicionando um sacrificio da célula em prol do organismo.

A proteina p53 pertence a uma familia de factores de transcri¢io que inclui dois outros
membros: as proteinas p63 e p73. Todos os membros da familia tém uma homologia
estrutural superior a 60% no dominio de ligagio ao DNA (ver adiante) e todos se

comportam funcionalmente como factores de transcricaol'*.
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A proteina p53 ¢é uma metaloproteina formada por 4 mondémeros idénticos que contém
393 aminoacidos e um atomo de zinco. Os monémeros subdividem-se em 6 dominios

funcionalmente distintos!'*:

o Dominio de activagao da transcricio N-terminal (TAD, franscriptional activation domain)
(residuos 1 a 62), que inclui o dominio acidico de activagao 1 (AD1, residuos 1 a 42)
e o dominio acidico de activagao 2 (AD2, residuos 43 a 62), cuja funcio ¢é a regulagao
da apoptose.

o Dominio rico em prolina (residuos 63 a 97), fundamental para a actividade apoptotica
da proteina.

o Dominio de ligagdo ao DNA (DBD, DN.A binding domain) (residuos 102 a 292), que é
responsavel pela interacgdo com o DNA e reconhecimento de mutagdes.

o Dominio de sinalizagdo da localizagdo nuclear (residuos 316-325), responsavel pela
localizacdo intranuclear da proteina.

o Dominio de oligomerizacio (residuos 326 a 350), responsavel pela formagao de
homotetrameros, estrutura essencial a actividade da proteina.

o Dominio regulador intrinsecamente desordenado C-terminal (CTD) (residuos 363 a

393), responsavel pela regulagao da ligagao da proteina ao DNA.

A actividade da p53 influencia diversos fenémenos biolégicos a escala celular, como a
transcricao genética, a sintese e reparagio do DNA, o ciclo celular, a apoptose e a
senescéncial'?%. Para intervir a estes niveis, a p53 liga-se a regido promotora dos seus genes
alvo, que consistem em genes codificadores de proteinas intervenientes nos processos

celulares referidos. Sdo inimeros os genes actualmente reconhecidos como alvos da p53,

incluindo reguladores do ciclo celular (p21CIP1, ciclina E e TGEP), reguladores da apoptose
(Bax, PIG-3, Bak, Noxa, PUMA, IAP, Fas)!""? e enzimas reparadoras do DNA (BTG2 e
DDB2)I*7,

As fun¢oes mais relevantes da p53 resumem-se, no entanto, ao bloqueio do ciclo celular
em G1 (determinado pelo aumento da expressao de p21CIP1) e na induciao da apoptose
(determinada pelo aumento da expressio de Bax, Bak e PIG-3)!"*l.

A fungdo pré-apoptotica da p53 ¢ potenciada por duas proteinas conhecidas
respectivamente por ASPP1 e ASPP2!". As ASPP1 e ASPP2 tém afinidade pelo dominio

ligador de DNA da p53 e aumentam a avidez desta pelos promotores dos genes pro-

apoptoticos. Recentemente, verificou-se que as proteinas ASPP1 e ASPP2 podem induzir a
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apoptose de uma forma independente da p53. Presume-se que esta ac¢ao seja realizada por
intermédio da p63 ou da p73.

A actividade da p53 pode ser regulada negativamente por uma proteina inibidora, a
IASPP"™ e pelas proteinas Mdm2 e MdmX, responsaveis pela selectividade da p53 pelas
sequéncias de DNA dos genes alvo, fazendo-o directa ou indirectamente (afectando a
estabilidade do RNAm da p53 ou diminuindo a expressao de outros factores de transcri¢ao,
como a p73)I"*,

A p53, pelas propriedades fisiolégicas que lhe conferiram a denominagao corrente de
guardiao do genoma, tem uma importancia fulcral na carcinogénese humana'®l. Estima-se que
mutagdes inactivadoras neste /ocus ocorram em cerca de 35 a 40% de todas as neoplasias

gl126

humanas!"®, subindo esta percentagem para cerca de 50% em relagdo as neoplasias cutineas,

em que predominam muta¢oes com a assinatura molecular da radiagao UV. Contudo, parece

ser um evento pouco comum no melanoma (cerca de 10%)!"*

, a excepcao dos casos que
ocorrem no contexto do xeroderma pigmentosum (60% deles com variantes mutadas da p53,
maioritariamente por efeito mutagénico da radiagao UV). Curiosamente, o alelo p53 mutante,
ainda que em heterozigotia, exibe geralmente um efeito inibitério (dominante-negativo)
sobre a variante nativa, conduzindo, na pratica, a perda de heterozigotia, ainda que apenas de
um ponto de vista funcional".

Apesar da baixa frequéncia de mutagoes de p53 no melanoma, a disfungao desta proteina
parece ser relativamente comum, ainda que na auséncia de muta¢Oes. Este facto pode
explicar-se pela hiperactividade de Mdm2, que pode ocorrer na sequéncia de perda de funcao
de p14ARF (por mutagio de CDKNZ2A, geralmente em melanomas familiares) ou por
amplificacdes da regiio 12q13-15, que incluem os oncogenes CDK4 e MDM2!"!,

A p63 e a p73 partilham muitas semelhancas estruturais com a p53, sendo igualmente
homotetrameros com dominios funcionais idénticos. No entanto, estas duas proteinas, que
sao filogeneticamente mais antigas, possuem uma extensa regido C-terminal que nao existe na
p53"%%. A p63 possui, ainda, um dominio SAM (sterile alpha motif), ausente na homéloga p53,
consistindo funcionalmente num dominio de interac¢ao com outras proteinas, relacionado
com a embriogénese, a apoptose, a transactivagio de diversos genes, a adesdo celular, a
remodelagao da cromatina, a sinaliza¢do através de receptores do tipo tirosina-cinase e

133]

rocessos de SUMOilacio!. Todas as proteinas desta familia possuem isoformas, em
p ¢ P P >

virtude do processamento alternativo (splcing) dos exdes C-terminais. No entanto, ao
contrario do gene TP53, que possui apenas um unico promotor, os genes TP63 e TP73

possuem dois promotores distintos. Através da utilizacao diferencial destes promotores e da
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ocorréncia de splicing alternativo, o gene TP63 pode codificar diferentes isoformas da
proteina: isoformas com dominio TAD (TAp63 e TAp73, respectivamente) e isoformas sem
este dominio (ANp63 e ANp73, respectivamente), As isoformas ANp63 e ANp73 exibem
actividade dominante-negativa e sio reguladores funcionais de TP53, TP63 e TP73"3. Em

relagdo a p63, as isoformas TAp63 e ANp63 parecem ser importantes no desenvolvimento
embrionitio, sendo provavel a sua implicagio na diferenciacio epitelial e na oncogénese!".
Apesar disso, modelos murinos demonstraram que a actividade destas proteinas,

maioritariamente centrada no desenvolvimento embrionario!’*

, parece ser menos relevante
na regulagdo da homeostasia celular em tecidos adultos do que a sua congénere p53. A
diferenca funcional das isoformas sumariza-se do seguinte modo: enquanto as variantes da

isoforma T'Ap63 activam ou reprimem genes alvo e conduzem a detencdo do ciclo celular e a

apoptose, as variantes da isoforma ANp63 exercem actividade dominante-negativa sobre a
p53, promovendo a proliferacio e bloqueando a apoptose. Isto significa que o gene TP63,

em oposicio ao gene onco-supressor TP53, pode actuar como oncogene, baseado na

actividade da isoforma ANpG63, a mais abundante nas camadas basais proliferativas dos
tecidos epiteliais!.

Recentemente, tem sido descrita a sobre-expressaio de TP63 em melanomas, em
contraste evidente com a auséncia de expressao desta proteina nos melanécitos normais. A
acumulacdo desta proteina associa-se a um agravamento do progndstico (aumento do risco
de morte relacionada com o melanoma) e, adicionalmente, parece conferir quimio-resisténcia
as células tumorais'™’. A expressio de p63 demonstravel por imunocitoquimica em células de
melanoma, é, no entanto, bastante inferior a observada em relagio a p53!"**l.

As mutacdes inactivadoras de TP63 nio se correlacionam com risco de melanoma nem
com a progressao desta neoplasia, mas, quando presentes nas células germinativas, podem

provocar, de acordo com a mutacio verificada, diferentes displasias ectodérmicas!'.

2.1.11. Outros genes

A exploragio do genoma das células de melanoma através de modernas técnicas de
sequenciacao levou a identificacao de genes cujo papel na oncogénese do melanoma era

desconhecido®

. A fungao destes genes e, particularmente, a possibilidade de se tornarem
alvos terapéuticos ou de servirem de indicadores de prognéstico e da resposta aos

tratamentos estdo a ser amplamente avaliados. Salientam-se, entre estes trabalhos, a
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sequenciagio genomica realizada por Pleasance e a/. numa linha celular de melanomal® (com
identificacdo de substituicbes somaticas mononucleotidicas ou dinucleotidicas, de mutacSes
missense, de amplificagdes, de inser¢Oes, de deleccbes e de perdas de heterozigotia), a
sequenciacdo genémica realizada por Berger ef al. ™" (que detectou multiplas substitui¢des de
bases, com uma taxa mutacional que variou de 30/Mb nos melanomas das areas foto-
expostas a 3-14/Mb nos acromelanomas) e as sequenciacoes do exoma de células de
melanoma realizadas por Wei ez 2" (sequenciacio de cerca de 20.000 genes ao longo de 37
Mb de exdes e suas regides vizinhas, observando mutagdes com caracter patologico nalguns
genes que nunca tinham sido relacionados com neoplasias) e por Krauthammer ef @/ (que
também revelou uma maior frequéncia de mutagdes somaticas em melanomas de areas
fotoexpostas do que em acromelanomas). Todos estes trabalhos demonstraram que a maioria
das mutagoes encontradas foram transicoes C>T, com particular foco na base 3’ de uma
sequéncia dipirimidinica, apoiando o papel mutagénico da radiagdo UV na patogenia do
melanomal®""?* 1,

A muta¢ido do gene PREX2 esta entre as mutagOes mais prevalentes (14% das amostras
estudadas) encontradas por Berger ¢f a/. ', depois de BRAF e de NRAS. Este gene codifica
um factor de troca Rac dependente de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, responsavel pela
activagao da proteina G Rac2, ao trocar o GDP a ela ligado por GTP livre. O seu papel na
oncogénese podera estar relacionado com o incremento de sinalizagao através de Rac2 e com
a interacgao inibitéria que exerce sobre a fosfatase PTEN.

O gene TRRAP mutado, nio sendo o mais frequente nas amostras de melanoma
estudadas por Wei e# al. """ (apenas presente em cerca de 4% dos casos), apresentou de forma
consistente a mutagao pontual S722F, correspondente a uma transicio C>T. Este gene
codifica uma histona-desacetilase, cujas funcdes sdo exercidas através de um complexo
multiproteico co-activador que modula a actividade dos factores de transcricao p53, c-Myc e
E2F1.

Foram descritas 34 mutagoes somaticas distintas em GRIN2A em 33% das amostras
sequenciadas por Wei e a. ") facto que nunca tinha sido previamente relatado em nenhum
tipo de neoplasia. Este gene, localizado em 16p13.2 codifica a subunidade &-1 de um
complexo heteropentamérico que funciona como receptor de glutamato, o que levanta a
possibilidade da via de sinalizacio do glutamato participar na transformagao neoplasica,
muito para além do bem reconhecido papel na excitagao pos-sinaptica das células neuronais.
O glutamato activa dois tipos de receptores: os receptores ionotropicos (1GluRs) e os

receptores metabotrépicos. Os iGluRs siao canais i6nicos que permitem o fluxo
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transmembranar de Na*, K* e, as vezes, de Ca*". Reconhecem-se 3 subtipos de iGluRs, de

acordo com determinados agonistas especificos: receptores AMPA (estimulado pelo acido o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico), receptores kainato (estimulado por um acido
natural extraido da alga Digenea simplex) e receptores NMDA (estimulados pelo acido N-
metil-(D)-aspartico)!'?. O receptor GRIN2A ¢ precisamente um iGluR do tipo NMDAM)]
que permite a entrada de Ca*" na célula, um processo dependente da ligacio de glutamato e
que activa diversas cascatas sinalizadoras que intervém na regulagio da expressio genética!'.

A potencial importancia da via de sinalizagao do glutamato na oncogénese do melanoma
¢, ainda, apoiada pela observagao de mutagdes de genes que codificam proteinas envolvidas
na regulacdo dos receptores NMDA (como o gene do receptor ERBB4 e o gene NRG1, que
codifica o seu ligando) ou proteinas envolvidas na transducdo de sinais mediada por mGluRs
(PLCB4 e GRM3)!"*,

A mutacao pontual activadora P29S de RAC1 (uma transicdo C>T na base 3’ de uma
sequéncia dipirimidinica) foi encontrada em 9,2% das amostras de melanoma de areas
fotoexpostas!"*!l. Estas muta¢des parecem ser biologicamente relevantes, na medida em que a
proteina RAC1 pertence a familia Rho (pequenas GTPases que controlam a proliferacio
celular, a reorganizagao do citoesqueleto e a migragao celular). As fun¢des de RACI1 sio
exercidas através da sinalizagao por uma cadeia de cinases efectoras. Quer RAC1 quer as suas
proteinas efectoras sao potenciais alvos terapéuticos no melanoma.

Duas mutacées recorrentes no gene PPP6C (H92Y e R301C) foram encontradas em

12,4% dos melanomas das 4reas fotoexpostas!™*'!

. Realga-se que qualquer destas mutagoes
ocorreu sempre em concomitancia com mutagdes de BRAF ou de NRAS.

Diversas mutagdes em genes que codificam receptores Eph foram previamente descritas
no melanoma (EPHAG6, EPHA10, EPHB1 e EPHBG)'*. Estes receptores sio tirosina-
cinases capazes de transduzir sinais através das cascatas da PI3K/AKT e das cinases MAPK.
O receptor EphA2 ¢ aquele que, dentro desta familia de proteinas, tem sido mais estudado
no contexto da carcinogénese. Apesar de mutagoes no gene que o codifica (EPHA2) serem
excepcionais no melanoma, a influéncia deste receptor na sobrevivéncia das células tumorais
e na sua migracao parece nao ser desprezavel, nao obstante alguns aspectos das suas fung¢oes
na célula tumoral ndo serem suficientemente claros e, até certo ponto, parecerem paradoxais.
Assim, a expressao de EphA2 parece ser essencial para a apoptose mediada pela radiagio UV
e a sua expressao ectopica nas células tumorais induz apoptose. Porém, o silenciamento de

EphA2 num xenotransplante de células tumorais de melanoma levou ao desencadeamento da

apoptose, deixando antever um papel deste receptor na sobrevivéncia celular. Portanto, ainda
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nao ¢é possivel, na actualidade, definir claramente se os genes EPHA e EPHB actuam como
oncogenes Ou COMO genes ONCO-SuUPressores.

Mutagcbes no gene ERBB4, que codifica outro receptor do tipo tirosina-cinase, foram
encontradas em 19% dos melanomas (mutagbes missense oncogénicas comprovadas por
diversos trabalhos, inclusive pela constatagdo que o lapatinib, inibidor de ERBB4, induz

apoptose das células tumorais que possuem o alelo mutado)'*!

. A importancia desta
ocorréncia na transformacao neoplasica ¢ desconhecida, presumindo-se que, em virtude da
frequéncia de mutagdes de NRAS e de BRAF, activadoras de efectores comuns aos de
ERBB4, as muta¢oes deste ultimo possam ser relativamente redundantes.

Alguns polimorfismos do gene do receptor da vitamina D (VDR) foram associados ao
melanoma, um deles (SNP rs2189480) associado ao desenvolvimento de um numero elevado
de nevos melanociticos, factor de risco reconhecido no melanoma, e outro (SNP rs7975128)
com efeito protector em relagio ao aparecimento de nevos melanociticos e ao
desenvolvimento de melanomal™”..

O gene BAP1, localizado em 3p21, codifica a proteina associada a BRCA-1, um membro
da subfamilia das hidrolases C-terminais, enzimas responsaveis pela remog¢ao da ubiquitina
dos seus substratos proteicos. Funciona como um gene onco-supressor ¢ as mutagoes
inactivadoras neste /Jocus associam-se a risco aumentado de melanoma cutineo, melanoma
uveal e mesotelioma. Mutagdes germinativas em BAP1, como Q684* e P147{s*48, foram
observadas em contexto familiar, associando-se a2 uma sindroma de transmissio hereditaria

autossomica dominante, caracterizada por um risco elevado de nevos melanociticos atipicos,

nevos de Spitz, melanomas cutineos, melanomas uveais e mesoteliomas malignos!'*..

2.2.  Progressao do melanoma

2.2.1. Modelos tedricos de progressio das proliferagées melanociticas

O conceito de progressio tumoral traduz a presuncio tedrica de que uma neoplasia passa
por diversas fases sucessivas desde a transformagdo maligna até adquirir a capacidade de
originar metastases.

Wallace H. Clark definiu em 1984 um modelo de progressao dos tumores melanociticos

146

em 5 fases" desde o nevo melanocitico benigno ao melanoma metastitico, passando
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sequencialmente pelo nevo melanocitico displasico, pelo melanoma em fase de crescimento
radial e pelo melanoma em fase de crescimento vertical. Esta sequéncia baseia-se no conceito
de que os nevos melanociticos e os nevos melanociticos displasicos sao precursores do
melanoma. Porém, esta hipétese assenta numa premissa falaciosa, uma vez que a maioria dos
melanomas (75-80%) surge de novo, ou seja, sem qualquer tipo de lesio precursora'*! e o
risco de transformagdo de um nevo melanocitico adquirido ¢é extremamente reduzido,
estimando-se que seja inferior a 0,0005% ao ano (uma probabilidade que ronda
1:200.000)"*. Assim, o risco estimado de um individuo de 20 anos desenvolver um
melanoma a partir de um nevo melanocitico até aos 80 anos de idade é de apenas 0,03%
(1:3.164) no sexo masculino e 0,009% (1:10.800) no sexo feminino. Mesmo os nevos

149]

melanociticos displasicos esporadicos comportam um risco relativamente baixo!*”; salvo no

contexto da sindroma familiar dos nevos displasicos e melanoma (FAM-M, familial atypical
mole-melanoma syndrome), em que o risco cumulativo ao longo da vida se aproxima de 100%™,

Whiteman ef /. sugetiram um modelo muito diferente daquele proposto por Clark!"'.
Este modelo baseia-se na iniciagio precoce de melandcitos induzida principalmente pela
exposicao a radiagio UV, o que explicaria o risco acrescido de melanoma em individuos com
historia de queimaduras solares na infancia ou na adolescéncia. A partir dai, a génese do
melanoma podera consumar-se segundo duas vias divergentes. Por um lado, nos individuos
com baixa propensao genética para proliferacio melanocitica (baixa carga névica), o
aparecimento do melanoma depende da exposi¢do solar cumulativa, ocorrendo mais
frequentemente em areas expostas (como a face), predominando o léntigo maligno, sem
muta¢ao de BRAF e associado a elastose solar e a queratoses actinicas. Por outro lado, em
individuos com predisposicao genética para proliferagdgo melanocitica (revelada
fenotipicamente por uma carga névica elevada), os melanomas tendem a ocorrer nas regides
anatémicas em que existem nevos e maior instabilidade dos melandcitos (o tronco, por
exemplo), associam-se com frequéncia a variante mutada de BRAF e nio tém relagio com
sinais de dano actinico crénico.

Um terceiro modelo, mais recente, centra a atencdo nas células melanociticas estaminais
como precursoras do melanomal™, procurando elucidar, através desta suposicio tedrica, as
questoes deixadas em aberto pelos modelos anteriores, nomeadamente os seguintes factos
discordantes: a maioria dos melanomas surge em pele normal (contrariamente ao esperado se
os nevos melanociticos correspondessem realmentre a etapas precursoras do melanoma), as
células névicas invadem com frequéncia a derme e podem migrar para os ganglios linfaticos

(tal como ocorre no melanoma), mas sem que isso conduza a disseminagao da doenga, a
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resposta imunolégica inata ou adquirida contra antigénios tumorais nao consegue controlar a
doenca metastatica e um tumor com a agressividade do melanoma pode permanecer
quiescente e recidivar anos ou décadas depois. Estas questdes podem ser respondidas se
concebermos que, ao contrario de depender de um melandcito diferenciado, a histogénese
do melanoma resulte de mutacdes cumulativas em oncogenes e genes onco-supressores
numa célula estaminal quiescente. Dessa forma, apesar das mutag¢oes cumulativas poderem
transformar células névicas, originando um melanoma sobre nevo prévio, este passo nao
seria necessario na maioria dos casos. A partir desse ponto, as vias habituais de diferenciacao
dos melandcitos levariam as células transformadas a migrarem para a epiderme (fase de
crescimento radial), até que factores de crescimento autdcrinos ou provenientes do micro-
ambiente epidérmico, bem como alteragdes moleculares resultantes da instabilidade genética
das células neoplasicas resultassem na invasiao dérmica (fase de crescimento vertical).

As células estaminais tumorais sao pouco imunogénicas, sdo resistentes a agressio por
agentes citostaticos e pela radiacdo ionizante e, além disso, tém uma expressio alterada de
moléculas de adesdao, o que as torna incapazes de se fixarem nos ganglios linfaticos e as
conduz directamente para a corrente sanguinea (um mecanismo hipotético para a
disseminagao com ganglio sentinela negativo).

A taxa de proliferacdo das células estaminais é geralmente baixa. Por isso, estas células
podem permanecer longos periodos em quiescéncia, sujeitas a regulacio por mecanismos de
controlo intrinsecos ou pela resposta imunitiria do hospedeiro!”. Deste modo, o modelo
das células estaminais evoca igualmente uma explicagdo para o fenémeno de melanoma
latente ou de dorméncia metastatica, subjacente as recorréncias tardias de melanomas
supostamente em remissao.

Este modelo das células estaminais enfrenta a perspectiva reducionista classica, aceite
durante décadas, que defende que as neoplasias sao proliferacbes monoclonais. As células
estaminais tumorais expressam frequentemente proteinas de células germinativas (MAGE-
Al, MAGE-A3, MAGE-A4, NY-ESO-1 ¢ GAGE)"™. Estas proteinas promovem a
transdiferenciagdo de células estaminais tumorais e estimulam a proliferagao celular, ao
mesmo tempo que induzem a expressao de proteinas proprias do processo de meiose. A
coexisténcia de outras anomalias, como alteragoes das vias de reparagio do DNA e o
encurtamento dos telémeros durante as divisoes celulares, leva a criagao de pontos de fusao
entre cromatides irmas. Durante a divisdo celular, a tentativa de separar as cromatides irmas
resulta em quebras e erros de segregacao. Este fenémeno, conhecido por meiomitose, é o

grande responsavel pela instabilidade genética do melanoma e pela diversidade de clones
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tumorais que vao surgindo ao longo do tempo'™”. Em virtude deste facto, Hanahan e

Weinberg propuseram um modelo heterotipico!™, mais de acordo com a biologia das

neoplasias, que defende a policlonalidade da populacao de células tumorais.

2.2.2. Modelos tedricos de disseminagao do melanoma

As fases sucessivas de crescimento radial e de crescimento vertical apontadas por Clark
caracterizam com clareza a histéria evolutiva da grande maioria dos melanomas cutaneos
primarios, excepc¢ao feita aos melanomas nodulares (em que a fase radial é praticamente
inexistente) e aos melanomas dos tecidos moles. Segundo Calonje e a/!"", 0s melanomas in
sitn, em que os melandcitos atipicos se distribuem ao longo da epiderme individualmente ou
em grupos, estdo consistentemente numa fase de crescimento radial. Quando existem alguns
melanécitos morfologicamente semelhantes aos encontrados na epiderme aglomerados em
pequenos grupos na derme papilar ou, mais raramente, na derme reticular superficial,
considera-se uma fase de crescimento radial invasivo, caracterizada por um nivel de Clark
nao superior a Il e por uma espessura inferior a 0,76 mm. Se a invasao ultrapassar os critérios
referidos, ou quando ha duvidas de classificacdo, assume-se que a lesao melanocitica em
causa esta numa fase de crescimento vertical.

A probabilidade de dissemina¢ao metastatica é virtualmente proxima de 0% durante a fase
de crescimento radial, mas aumenta drasticamente com a profundidade de invasio durante a
fase de crescimento vertical, facto bem estabelecido desde ha mais de 4 décadas™” e
corroborado pelo prognédstico estimado em cada grau T da classificagio TNM da AJCC!'.

A capacidade invasiva nio ¢é, porém, sinénimo de capacidade metastatica. Esta tltima
requer, em primeiro lugar, que uma determinada subpopulagiao de células tumorais adquira
caracteristicas de mobilidade aumentada e secre¢dao de enzimas permeadoras do estroma. De
seguida, exige que essas células se libertem da interaccdo com as células vizinhas e penetrem
nos vasos linfaticos ou sanguineos por um processo de migracao transendotelial (intravasao),
criando émbolos tumorais. A sobrevivéncia dos émbolos tumorais depende, por sua vez, da
sua resisténcia a turbuléncia circulatoria e ao sistema imunitario. Se lograrem sobreviver, as
células tumorais circulantes passam por nova fase de migracao transendotelial (extravasao) e
poderio implantar-se nos 6rgdos receptores!™.

Tejera-Vaquerizo ef al. constatam que a metastizacdo do melanoma pode ocorrer através

de implantes cutineos por via linfitica (satelitose/metistases em transito), através da
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progressio para os ganglios linfaticos regionais ou através da metastizagao a distancia

(sistémica)'™, o que evidencia claramente dois modos distintos de disseminagdo: linfatica e

hematica. Estes autores admitem quatro vias metastaticas distintas, definidas neste trabalho

por Al, A2, B e C (Fig. 8):

A) Satelitose/metastases em transito que progridem ditectamente para os 6rgaos
distantes sem implanta¢do nos ganglios linfaticos regionais (Al) ou com progressao
linfatica sequencial para os ganglio linfaticos regionais e dai para 6rgaos distantes
(A2).

B) Metastizacdo por via linfatica para os ganglios linfaticos regionais e dai para os 6rgaos
distantes.

C) Metastizagao sistémica por via hematica, sem participa¢ao da via linfatica.

H Metdstases em transito }7

‘ Melanoma primdrio M Metéstases a distincia

—>{ Metastases ganglionares

Figura 8. Vias metastdticas no melanoma.

Apesar da definicao destas diferentes vias metastaticas, tem-se procurado uma defini¢cao
de modelos de disseminagao suficientemente abrangentes para englobar as tendéncias que
orientam o melanoma na sua progressao.

O primeiro modelo, conhecido por modelo de disseminacio sequencial, tem sido
defendido principalmente pelos partidarios da biopsia selectiva do ganglio sentinela, como
Morton™, Este modelo baseia-se na hipétese de que o melanoma se dissemina inicialmente
por via linfatica regional e s6 depois progride para metastizagao a distancia. Admite-se a
possibilidade do melanoma se disseminar por via hematica, mas, considerando que essa

ocorréncia ¢ residual, deve ser tomada como uma excepgao. Este modelo é designado como
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“hipotese da incubadora”, comparando os ganglios linfaticos a incubadoras onde as células

de melanoma fazem escala para progredirem sistemicamente!*".

O segundo modelo é o modelo da disseminacio simultinea!'"”

, particularmente apoiado
por criticos da biopsia selectiva do ganglio sentinela, como Ackerman, uma vez que defende
a simultaneidade da metastizagao pelas vias linfatica e hematica, de tal modo que a doenca
ganglionar regional deve ser vista como um marcador de doenca sistémical"'l,

Finalmente, o modelo de padroes diferenciais de disseminac¢do sincretiza aspectos das

[19%; defende que existem melanomas sem capacidade metastitica,

duas hipéteses anteriores
melanomas que tendem a metastizar apenas por via linfatica, outros que prosseguem da via
linfatica para a metastizagdo sistémica e outros, ainda, que tém capacidade de metastizar
directamente por via hematica.

Esta ultima teoria baseia-se numa proposta de Paget com mais de 100 anos: um modelo
de progressao tumoral muito semelhante, que compara o comportamento metastatico com a
interacgio entre as “sementes” (as células tumorais ) e o “solo” (o tecido receptor)'®. E a
teoria apoiada por um maior numero de argumentos, tendo em conta que pode explicar as
remissOes completas a longo prazo que 30% dos doentes em estadio III experimentam, a
incapacidade da linfadenectomia profilactica ou terapéutica influenciar a sobrevivéncia global
dos doentes e a razio do ganglio sentinela negativo nao ser uma garantia de que nao haja
metastizacdo a distancia.

No melanoma, as alteragoes genéticas subjacentes ao processo oncogénico, a progressio
tumoral e 2 evolugio clinica podem ser interligadas através das seguintes questdes!"*: (i) Que
alteracoes genéticas intervém de um modo critico na transformacao neoplasica e quais delas
adquirem importancia na disseminagao tumoral, ou seja, em que momento e com que ordem
se instala cada uma das mutagoes e quais sao absolutamente essenciais para a sobrevivéncia e
proliferacio do tumor? (if) Que alteracbes moleculares constituem biomarcadores
prognosticos e, por isso, alvos terapéuticos?

Com base no que foi exposto em relacio aos modelos de progressio e de disseminagao
do melanoma, procurar-se-a responder a estas questoes, recrutando a evidéncia cientifica

actual.
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2.2.3. Avaliagio do risco de disseminagao tumoral pela biopsia do ganglio sentinela

A biopsia selectiva do ganglio sentinela ¢ utilizada na abordagem dos melanomas cutaneos
primarios com mais de 1,0 mm de espessura e num subgrupo de melanomas pouco espessos
(0,75 mm a 1,0 mm) quando se verificam simultaneamente alguns factores de risco

independentes!"”’

, como a ulceragao, a regressao de mais de 75% do volume tumoral e, mais
recentemente (7*. edi¢ao da classificagio da AJCC), o indice mitético elevado, definido pela
presenca de pelo menos uma mitose por mm” A razio subjacente a esta selec¢io de
candidatos prende-se com a magnitude do risco de metastizaciao ganglionar regional. Assim,

os doentes com melanomas de espessura inferior a 0,75 mm tém uma probabilidade de 2,7%

[164]
bl

de metastizagdo nos ganglios linfaticos regionais um valor razoavelmente baixo,

165]

considerando os 20% registados nos candidatos a biopsia do ginglio sentinela'”. Esta

probabilidade sobe para 30-40% nos doentes com melanomas de espessura superior a 4 mm,
havendo algumas séries recentes que apontam frequéncias proximas a 50% neste grupo!' ",

Uma das questoes que, desde o dealbar da década de 1990, tem causado intenso debate
acerca da biopsia do ganglio sentinela é a aparente falta de valor terapéutico e a incapacidade
do procedimento influenciar a sobrevivéncia dos doentes. Na verdade, o ensaio
multicéntrico, randomizado e controlado MSLT-1"""] que inclufu mais de um milhar de
doentes, nio demonstrou uma sobrevivéncia global significativamente maior nos doentes
submetidos a biopsia do ganglio sentinela quando comparados com os doentes sujeitos
apenas a observagdo, aos quais apenas era oferecida a linfadenectomia radical no caso de
surgirem metastases ganglionares durante o seguimento. No entanto, este ensaio revelou que
os doentes com micrometastases ganglionares detectadas na biopsia do ganglio sentinela
tiveram uma sobrevivéncia significativamente maior do que os doentes do grupo de
observacdo com metastases ganglionares clinicamente evidentes. Este achado sugere que a
linfadenectomia precoce apresenta vantagens terapéuticas. Assim, a carga tumoral nos
ganglios linfaticos demonstra valor prognéstico.

O mérito mais consensual da biopsia do ganglio sentinela ¢ a sua capacidade preditiva da
evolugao da doenga. Em conformidade, o caricter prognoéstico das micrometastases
ganglionares ficou patente nos resultados do ensaio MSLT-1. Os doentes com metastases no
ganglio sentinela tiveram um maior risco de metastases em transito (61,5% versus 21,1%), de
metastases a distancia (46,2% versus 10,5%) e de morte relacionada com o melanoma (53,8%
versus 10,5%), comparados com os que tiveram ganglio sentinela negativo. Estes achados

conferem uma clara importancia prognostica aos resultados da biopsia do ganglio sentinela.
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A ocorréncia de falsos negativos, definidos como resultados negativos em doentes que
desenvolvem sequencialmente metastizagado ganglionar, nao parece perturbar de forma
significativa a acuidade prognostica do método, tendo ocorrido com uma frequéncia de
apenas 6,3% no ensaio MSLT-I1'""l. A disseminacdo a distancia, sendo mais frequente nos
doentes com doenga ganglionar, pode também ocorrer independentemente da presenga
desta, sendo responsavel pela maior parte das falhas na predi¢ao prognostica em doentes sem
metastases no ganglio sentinela.
Os doentes com melanomas espessos (>4,0 mm), além de terem uma maior taxa de
positividade do ganglio sentinela, tém maior tendéncia para metastizacdo em transito e

metastizacio a distancial®!

. Considerando estes factos, e a luz do modelo de disseminacao
simultanea, o interesse da biopsia do ganglio sentinela em doentes com melanomas espessos
(>4,0 mm) revela-se questionavel. Nao ha nenhum ensaio prospectivo, controlado e
randomizado realizado neste grupo de doentes de alto risco. No entanto, a maioria dos
estudos retrospectivos, incluindo uma meta-analise, apontam para um beneficio mantido do
procedimento nos tumores espessos, na medida em que mostraram um impacto significativo
do estado do ganglio sentinela na sobrevivéncia livre de doenga e na sobrevivéncia global

destes doentes!'>17

. Ha, porém, alguns estudos com resultados contraditérios, ao nao
conseguirem demonstrar uma maior sobrevivéncia, ou ao niao confirmarem uma maior
sobrevivéncia livre de doenca ou uma reducio do risco de morte relacionada com o
melanoma nos doentes com melanomas espessos e biopsia do ganglio sentinela
ﬁegadv0[179’180].

Conforme referido anteriormente, a maioria dos insucessos da biopsia do ganglio
181]

sentinela deve-se a disseminagio hematica independente da via linfitica™, sendo a

magnitude deste factor mais evidente nos doentes com melanomas de espessura elevada.

2.2.4. Eventos precoces na oncogénese

As mutacOes que conduzem a um ganho funcional de determinados oncogenes, como é o
caso de BRAF VG600E, patecem ser eventos precoces na génese do melanoma®. No
entanto, a ocorréncia isolada dessas mutagdes nao ¢ suficiente para induzir transformagao
oncogénica. A demonstra-lo esta a elevada frequéncia de mutagdes BRAF V600E nos nevos
melanociticos (60%), em comparagio com 50% dos melanomas®™. Também se verifica que a

introdugao ectépica da variante mutada de BRAF em melandcitos humanos normais conduz
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a senescéncia celular através de um processo independente da p16INK4A e da p53. Este
fenémeno de senescéncia induzida por oncogenes pode ser iguamente mediado por
mutacdes de NRAS, neste caso com intervengdo da p53 e da proteina Rb!'"*.

A aquisicao de outras mutagdes que permitam a célula ultrapassar a limitagdo a
transformacao oncogénica que a senescéncia induzida por oncogenes impde €, pois, crucial
para a oncogénese do melanoma. As mutacdes de CDKN2A (p16INK4A/p14ARF), TP53
ou do gene que codifica a B-catenina (levando ao silenciamento de p16INK4A), a par da
activagao da via da PI3K/AKT ou da inactivacio de PTEN parecem ser eventos essenciais

neste prOCCSSOUSZ].

2.2.5. Crescimento radial, crescimento vertical e metastizagao

A transicdo entre a fase de crescimento radial, a fase de crescimento vertical e a
disseminagao metastatica ¢ um processo ainda pouco compreendido a escala molecular,

apesar de se reconhecerem diversas alteragGes genéticas e epigenéticas que o parecem

influenciar, nomeadamente a perda do factor de transcricio AP-20, a expressio de
receptores membranares acoplados a proteinas G (PAR1, PAFR e o seu ligando PAF),
alteragdes na expressio de moléculas de adesdo celular e a activagaio de CREB,
provavelmente o principal regulador da progressio do melanoma!'*’.

Alonso e al. caracterizaram a expressao de proteinas relacionadas com o ciclo celular, de
proteinas reguladoras da apoptose, de factores de transcricdo, de receptores membranares,
entre outras moléculas diversas, em 175 amostras provenientes de nevos melanociticos
comuns (n=10), melanomas cutaneos primarios em fase de crescimento radial (n=28),
melanomas cutaneos primarios em fase de crescimento vertical (n=0606), metastases cutaneas

84 Tendo em conta a

(n=34) e metastases ganglionares (n=37) de melanomas cutineos!
expressao diferencial de diversos produtos proteicos, foi possivel delinear um perfil
especifico de cada fase de progressio do melanoma. Assim, o crescimento radial foi
relacionado com a expressao de reguladores do ciclo celular (ciclina A, ciclina D1, CDKI1,
CDK2, pRb e HDM-2), de survivina (proteina anti-apoptética da familia IAP), do factor de
transcricdo STAT-1, do receptor c-Kit e da topoisomerase II. A passagem para uma fase de

crescimento vertical relacionou-se com a expressao de survivina, do marcador de proliferacao

Ki-67 e do factor de transcricaio PKCB. Um perfil caracterizado pela expressao das ciclinas
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D1 e D3 e pela perda da expressio de pl6INK4A, da proteina Bcl-2 e de MUMI,
relacionou-se com a fase metastatica do melanoma.

Schramm ez a/!'®!

compilaram diversos trabalhos realizados ao longo da ultima década,
tendo o proposito de definir assinaturas de expressao genética ao analisar simultaneamente
um conjunto determinado de genes através de wicroarrays de expressao genética (GEMA, gene
expression  microarrays). O objectivo principal desses trabalhos foi a identificagio de
biomarcadores preditivos da progressio e disseminagdo tumoral, e consequentemente da
sobrevivéncia a longo prazo dos doentes de melanoma. Em regra, estes estudos conseguiram
correlacionar determinados padroes de expressio genética (assinaturas) com a evolucao
clinica de diferentes grupos de doentes. Os marcadores de progressio foram
maloritariamente genes relacionados com a resposta imunitaria (ICOS, CD2, CD3, ZAP70,
TRAT1, TARP, GZMK, LCK, CXCL13, CCL19, CCR7, VCAM1, PDE4D, NUSAP1 e
SPC24), mas também com a proliferacio celular (CDKN2A, BRAF e NRAS), com a
pigmentacao (MITF), entre outros (SPP1, gene da osteopontina). A falta de validagao
independente e a escassa solidez estatistica das correlagdes encontradas sao limitagdes que se

podem apontar a estes estudos, requerendo-se trabalhos adicionais com amostras de maior

dimensao.

2.2.6. Factores de transcrigao

Um dos factores de transcricio que vé a sua expressio modificada no decurso da

progressio do melanoma é o factor AP-2"". Trata-se de uma proteina com afinidade para

[186]
b

uma sequéncia especifica do DNA (GCC box interagindo com elementos reguladores

capazes de activar ou inibir genes envolvidos numa ampla gama de fung¢oes bioldgicas. A

familia AP-2 engloba 5 isoformas distintas: AP-2a,, AP-2f3, AP-2y, AP-28 ¢ AP-2¢. A forma
activa do factor de transcri¢io consiste num complexo homo ou heterodimérico formado
por duas proteinas da familia.

Varios trabalhos demonstraram que a progressio do melanoma se associa a perda de
expressao de AP-2. Esta perda conduz a diminui¢ao da expressao de c-Kit (um evento que
acompanha geralmente a transi¢ao da fase de crescimento radial para vertical) e ao aumento
da expressiao da molécula de adesio MCAM/MUCI18, que se relaciona com a disseminacio
metastatical™. A perda da influéncia de AP-2 sobre a transcri¢io genética também conduz

ao aumento da expressio da enzima MMP-2, da oncoproteina HER-2, da proteina anti-
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apoptotica Bel-2, do VEGF (factor de crescimento endotelial vascular) e do IGF-R1
(receptor 1 do factor de crescimento aparentado a insulina), assim como a diminui¢ao da
expressio da E-caderina, da p21CIP1 e da proteina Fas!"*"'*,

Apenas uma pequena propor¢ao das perdas de expressio de AP-2 se devem a mutagoes

inactivadoras!'™  relacionando-se, na maioria dos casos, com alteracdes epigenéticas
(particularmente com o aumento da actividade da caspase 0, capaz de efectuar a degradagao
proteolitica de AP-2a). No entanto, numa propor¢ao residual de casos, podem ocorrer
mutagoes genéticas no Jocus AP-2 (foram descritas muta¢Oes pontuais no motivo activador
deste gene).

Alteragdes da expressio do factor de transcricio AP-1 também foram descritas no
melanoma. Este factor de transcricio resulta da combinacdo heterodimérica entre uma
proteina da familia Fos e uma proteina da familia Jun. Actua através da interacgao com uma
sequéncia especifica do DNA (TGAGTCAC), resultando na regulagao de diversos genes
relacionados com a proliferagio, a diferenciacio, a morte celular e a carcinogénese!"™. Este
factor de transcrigdo intervém na regulacao da expressdao de diversas metaloproteinases. Um
trabalho realizado em linhas celulares de melanoma 7z vitro permitiu verificar uma alteragao
nos pares de AP-1, sendo notéria uma perda de c-Jun na passagem da fase de crescimento
radial para as fases de crescimento vertical e metastatica!™”'l.

A proteina CREB ¢ um factor de transcricao da superfamilia bZIP. A fosforilagao do
residuo Ser133 leva a sua activagao nas células de melanoma. Esta fosforilacio pode resultar
da sinalizacdo através da cascata da PI3K/AKT!'™. Depois de activado, este factor de
transcricdo conduz a activacao sequencial dos seus co-activadores CBP e p300, sendo um
dos principais interruptores moleculares da progressio da fase de crescimento radial para a

fase de crescimento vertical e subsequente fase metastatical'®’

. A heterodimerizacio de
CREB com outras proteinas da superfamilia bZIP, particularmente com ATF-1 ou com
CREM, ¢ comum. E o dimero CREB/ATF-1 que modula activamente a progressio e
disseminacao do tumor, promovendo a expressao de moléculas relacionadas com a invasiao
tumoral (MCAM/MUC18, MMP-2 ¢ HER-2), a inflamagao induzida pelo tumor (IL-8) ¢ a
sobrevivéncia celular (Bcl-2). Estes efeitos bioldgicos sio conseguidos através da interac¢ao
de CREB com um motivo octanucleotidico do DNA (TGACGTCA) conhecido como
CRE!"". Realga-se que o silenciamento de CREB nas células de melanoma leva a redugio
drastica da expressio de MCAM/MUCI8 e do factor de transcricio E2F1, mas

concomitantemente a uma expressao aumentada das moléculas onco-supressoras p2l,

CYRG61 e AP-20/',
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O NFkB, outro factor de transcricio que pode ser activado no decurso da cascata

PI3K/AKT, aumenta a expressio de proteinas inibidoras da apoptose e pode potencialmente
interferir na progressio tumoral”.

O factor de transcricio Mitf ¢é codificado por um gene que tem diversas regides

§l1921

promotoras, uma das quais apenas se encontra activa nos melandcitos' . Este promotor

especifico contém uma sequéncia com afinidade para o heterodimero Tcf/Lef, o que o torna

193]

susceptivel 2 regulacio pela fB-catenina através da via de sinalizagio Wnt!"”. Possui, ainda,

uma sequéncia com afinidade para o factor CREB, o qual é activado essencialmente em
resposta a0 aumento dos niveis intracelulares de cAMP!"?. Tsto acontece ap6s a ligagio da o-
MSH ao seu receptor MC1R. Finalmente, outras duas sequéncias deste promotor interagem
respectivamente com outros dois factores de transcricao de relevancia para a diferenciagao e
sobrevivéncia dos melandcitos: Sox10 e Pax3.

E o homodimero formado por duas moléculas de Mitf que constitui o factor de
transcricao activo. Através da sua interac¢do com uma sequéncia conservada (CATGTG)
presente na regido promotora dos genes alvol”” di-se um aumento da expressio dos genes
responsaveis pela melaninogénese (Tyr, OCA-2, Tyrpl, Tyrp2 e AIM-1/MATP)" e do
gene CDKN1A, o que culmina na elevacao dos niveis da proteina p21CIP1 e na consequente
hipofosforilacio da proteina Rb. Estes acontecimentos contribuem para a saida do ciclo
celular em G1, permitindo a célula activar o seu programa de diferenciagao!"”.

O factor de transcricao Mitf é, deste modo, o principal regulador do desenvolvimento e
diferenciagao dos melandcitos a partir dos melanoblastos e das células precursoras da crista
neural™. Apoiado por diversos dados experimentais no ratinho, supde-se que o papel de
Mitf se estenda a regulagdo da sobrevivéncia melanocitica nao s6 durante o desenvolvimento

embrionario, mas também em plena vida adulta!”

. A sua mutag¢do em heterozigotia, na
espécie humana, é responsavel pela sindroma de Waardenburg do tipo IIA, caracterizada por
madeixa de cabelos hipopigmentados, maculas hipopigmentadas, heterocromia da iris e
surdez, revelando a importancia de Mitf no desenvolvimento dos melandcitos da pele, olho e
ouvido interno.

A existéncia de mutagoes de determinados oncogenes, como a frequente mutagio V60OE
de BRAF, condiciona a supressio da expressao de MITF, sendo esta diminuida a um nivel

17 Este

em que a sua interferéncia inibitéria sobre o ciclo celular se torna irrelevante
fenémeno pode ser importante na progressio do melanoma, uma vez que a auséncia da
expressao de MITF em melanomas de espessura intermédia (1 a 4 mm) se acompanha de

sobrevivéncia global e sobrevivéncia livre de doenga estatisticamente inferior em relagiao aos
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casos em que a expressao deste factor se verifica. Foram descritas amplificagdes do gene

MITF em melanomas humanos!"®

, observadas de uma forma prevalente na doenga
metastatica e que se relacionam com uma menor sobrevivéncia global. A mutagao pontual
E318K de MITF foi também observada no contexto de melanoma familiar sem mutagoes

dos genes CDKN2A e CDK4!"™.

2.2.7. Receptores acoplados a proteina G

O receptor PAR1 e o receptor do factor activador das plaquetas (PAFR) sdao receptores
acoplados a proteina G com papel demonstrado no crescimento tumoral e na
metastizacdo®, o que decorre da utilizacdo das vias da hemostase e de activagio plaquetar
por parte das células de melanoma.

A trombina, ao activar as plaquetas, promove a libertagago de PDGF e de acido
lisofosfatidico. Concomitantemente, induz também a expressaio de MMP-1, MMP-2, 11.-8,

183]

VEGF, PDGF e bFGF, reforcando o fenétipo invasivo das células neoplisicas!™! e
promove, ainda, a clivagem do dominio N-terminal do receptor transmembranar PAR-1,
criando um novo dominio com afinidade para o corpo do receptor e que age como ligando
do mesmo, promovendo sinalizacio que culmina na indugao de proliferacio, invasio e
angiogénese. A activacao de PAR-1 intervém na transi¢ao de crescimento radial para vertical,
sendo igualmente relevante para a metastizagdo, uma vez que promove a expressio de
conexina 43, aspecto que se reveste de importancia na media¢io da adesdo das células
tumorais aos tecidos receptores.

A inibi¢ao do crescimento tumoral e a diminui¢do do nimero de metastases pulmonares
experimentais foram observadas apods silenciamento de PAR-1 por interferéncia de RNA
(utilizando moléculas de shRNA e siRNA)!". Estas observagoes levantam a possibilidade
terapéutica de bloquear PAR-1 por siRNA veiculado através de lipossomas, conforme ja
descrito em relagdo a outros alvos moleculares (Bcl-2" e EphA2P™).

O PAFR (receptor do factor activador das plaquetas), quando estimulado pelo seu ligando
(PAF), desencadeia uma cascata sinalizadora que culmina na expressao de moléculas pro-
inflamatérias (IL-6, IL-8, COX-2 e IL-10), pré-angiogénicas (VEGF e bFGF) e promotoras

183

da intravasdo vascular e da migracio (MMP-2)!"*). Duas proteinas intermediirias na cascata

sinalizadora desencadeada pela activagao de PAFR (PKA e p38 MAPK) siao responsaveis
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pela fosforilagio sequencial de CREB, facto de extrema relevancia na progressio do

melanoma, conforme descrito anteriormente nesta sec¢ao.

2.2.8. Moléculas de adesio celular

As moléculas de adesio celular compreendem uma extensa variedade de proteinas capazes
de estabelecer interacgoes entre as células ou destas com a matriz extracelular. A funcio
destas moléculas estende-se a migracao celular e a transduc¢ao de sinais, conferindo-lhes um
papel dinamico em fenémenos tdo variados como a manutencao da integridade epitelial e
vascular, a embriogénese, a diferenciacio celular, a proliferagio celular, a resposta

201 As moléculas de adesio sio

inflamatéria, a defesa imunitaria e a progressio tumoralt
particularmente relevantes na prolifereracio descontrolada dos clones tumorais, na invasio
local e na metastizacio.

As moléculas de adesio dividem-se em 4 familias distintas: caderinas, selectinas,
imunoglobulinas e integrinas®"!.

As caderinas sio proteinas homodiméricas da superficie celular. Sio estruturalmente
formadas por cinco dominios extracelulares, por um dominio transmembranar e por um
curto dominio intracitoplasmatico. Os cinco dominios extracelulares encontram-se
estreitamente entrelacados com os dominios extracelulares das caderinas das células vizinhas,
numa interac¢do dependente do calcio e responsavel pelo estabelecimento de uma forte e

22O dominio

estavel unido intercelular homotipica, conhecida por gonula adberens
intracitoplasmatico das caderinas interconecta-se com o citoesqueleto de actina por
intermédio de uma molécula de catenina. Além de conferir maior estabilidade a unido
intercelular, esta interaccao ¢ importante para que se estabeleca uma correcta comunicagao

entre células vizinhas. A perda de contacto na gonula adberens levara a libertacio da catenina.
A B-catenina livre migra para o nucleo e interage com os factores de transcrigio Tcf/Lef”,
influenciando a expressao de varios genes. Assim, a interacgao entre as moléculas de caderina
de células vizinhas ¢ um dos principais mecanismos que conduz a inibi¢do de contacto,
impedindo uma proliferagao celular descontrolada, prejudicial a homeostasia tissular.

As caderinas sdao classificadas de acordo com o tecido de onde foram inicialmente
isoladas: E-caderina (tecido epitelial), N-caderina (tecido nervoso), P-caderina (placenta), R-

caderina (retina), M-caderina (mioblastos) e VE-caderina (células endoteliais)?"**",
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No melanoma, a invasao tumoral e a metastizagao relacionam-se com alteragdes do perfil
de caderinas, em particular com a perda da expressio de E-caderina e com o aumento
concomitante da expressio de N-caderina®***\. A substituicio de E-caderina por N-caderina
leva a ruptura da unido entre as células de melanoma e os queratindcitos, através da perda da

206

influéncia da interaccio entre as moléculas de E-caderina™. Desta forma, as células de

melanoma adquirem a capacidade de invadir a derme e de metastizar, estabelecendo
interac¢des com os fibroblastos dérmicos e com as células endoteliais, tipos celulares em que

[207]

a expressao de N-caderina também se verifica A troca de E-caderina por N-caderina

pode dever-se a diversos factores: modulagao da transcrigdo genética por influéncia dos

208

factores de transcricio Twist em resposta 2 activacio da via PI3K/AKT diminuicio da

[209]

expressao de Racl em resposta a sinalizacao por BRAF mutante'™”, fenémenos epigenéticos

(hipermetilagio do gene da E-caderina)?"!

e perda da influéncia do dominio
intracitoplasmatico da E-caderina, que conduz ao aumento dos niveis do factor de
transcricio NFkB e este, secundatiamente, leva a sobre-expressio de N-caderinal®''l.

Um trabalho sobre a migracao transendotelial de células de melanoma 7z vitro evidencia
que a sobre-expressio de N-caderina detém um papel fulcral no desenvolvimento do
processo metastatico”'?. Verificou-se que, ap6s a adesio heterotipica entre o melanoma e o

endotélio, a expressao de N-caderina pelas células tumorais é ampliada cerca de duas vezes,

facilitando a intravasio e a extravasio vascular. Porém, esta ocorréncia sé terd eficacia se

associada a desregulacio da via Wnt a partir da libertagao da P-catenina. Com efeito, a N-
caderina sobre-expressa na membrana das células neoplasicas parece sofrer fosforilagao de

residuos de tirosina no seu dominio intracitoplasmatico e esta fosforilacio destréi a sua

afinidade pela P-catenina, libertando-a no citoplasma. A natuteza do sinal que leva a
fosforilacdo da N-caderina é provavelmente mediada por tirosina-cinases da familia Src,

enzimas cuja expressao aumenta apos adesao heterotipica das células de melanoma as células

endoteliais®.

Alteragdes da expressao de P-caderina também podem influenciar a invasio. Varios

trabalhos publicados mostraram que a perda de expressio desta molécula tem uma

[205]

correlagdo negativa com o prognoéstico™”, precedendo geralmente a fase metastatica da

[214]

doen¢a™™. A regulacdo da expressio da P-caderina nas células de melanoma parece ser

influenciada por uma série de mecanismos epigenéticos. Um deles é a hipermetilacao de
determinadas sequéncias do seu gene, a semelhanca do que ocotre com a E-caderina®’.
Outro mecanismo ¢ a produgao de uma forma truncada de P-caderina, na qual estao ausentes

os dominios transmembranar e intracitoplasmatico. Assim, passa a ser secretada na forma
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soluvel, podendo exibir uma ac¢io do tipo dominante-negativa, ao combinar-se com
moléculas semelhantes da parede das células tumorais™’.

A VE-caderina parece desempenhar um papel muito importante nos mecanismos de
angiogénese desencadeados pelo tumot®l) conforme serd desenvolvido adiante neste
capitulo.

As selectinas sio um pequeno grupo de proteinas estruturalmente aparentadas (homologia

P Possuem 3 dominios extracelulares: um dominio constituido por

superior a 60%)
unidades de repeticio consensuais curtas, com estreita semelhanca com as proteinas
reguladoras do complemento, um dominio semelhante ao EGF (factor de crescimento
epidérmico) e, finalmente, um dominio aminoterminal do tipo lectina, dependente do calcio,
responsavel pela afinidade pelos ligandos. Podem distinguir-se, ainda, um dominio
transmembranar e um curto dominio intracitoplasmatico, transdutor de sinais reguladores,
capaz de modular a fung¢ao de outras proteinas de adesao (integrinas) e de induzir a produgao
de citocinas. A classificacio das selectinas, tal como sucedia com as caderinas, é feita de
acordo com as células em que sio preferencialmente encontradas: E-selectina ou CD62E
(molécula de superficie das células endoteliais), L-selectina ou CD62L (molécula de superficie
dos leucocitos, podendo ainda encontrar-se na forma solavel) e P-selectina ou CD62P
(molécula de superficie das plaquetas, encontrando-se também armazenada nos granulos de
Weibel-Palade das células endoteliais). Os ligandos naturais das selectinas sao glicoproteinas
que contém residuos de hidratos de carbono fucosilados ou sulfatados, como é o caso do
tetrassacarido sialil Lewis X (SLe*) e glicanos relacionados (sialil Lewis A [SLe"| e sialil Lewis
X dimérico [diSLe])*'®. Todas as selectinas reconhecem o Sle*, embora a sua afinidade seja
particularmente mais forte para a E-selectina. A glicoproteina ESL-1 (E-selectin ligand T)
também ¢ um ligando da E-selectina, enquanto as glicoproteinas do tipo mucina (GlyCAM-1,
CD34 ¢ MAdCAM-1) sao ligandos preferenciais da L-selectina. Finalmente, a glicoproteina
PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand 1), apesar de reconhecida por todos os membros da
familia, é o ligando mais importante da P-selectina. A interac¢do dos antigénios SLe* e SLe”
com a E-selectina da superficie das células endoteliais, apds activagio das mesmas por
citocinas secretadas pelo tumor, parece ser um mecanismo interveniente na metastizagao de
diversos tumores?”* incluindo o melanoma®'!. A interaccdo das células tumorais com a E-
selectina da parede endotelial promove a geragio de estimulos angiogénicos*.

A superfamilia das imunoglobulinas compreende proteinas que partilham pelo menos um

dominio extracelular homoélogo das imunoglobulinas. Dada a grande variedade estrutural e
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funcional de moléculas que correspondem a esta descrigao, esta superfamilia divide-se em 4

subtipos!**:

o Tipo C1: moléculas ligadas ao reconhecimento de antigénios, como sao os receptores
das células T (T'CR), os receptores de superficie dos linfécitos B, os anticorpos (IgG,
IgA, IgM, IgD e IgE) e as moléculas do complexo major de histocompatibilidade
(CMH).

o Tipo C2: moléculas ligadas a adesio celular, como os ICAM-1 (CD54), ICAM-2
(CD102), ICAM-3 (CD50), VCAM-1 (CD106), PECAM-1 (CD31), NCAM,
MCAM/MUCI18 (CD146), CD2, CD4, CD8, CD22, moléculas co-estimuladoras dos
linfécitos T, como os CD28, CD80, CD86 ¢ CTLA-4 e proteinas fixadoras do

complemento.

o Tipo C3: superéxido dismutase, sinaptotagmina I, NFkB, hemocianina, [-

galactosidase.
o Tipo C4: Moléculas com dominios semelhantes a actinoxantina.

Apenas algumas proteinas do tipo C2 se comportam funcionalmente como moléculas de
adesao. A expressio da maioria delas é estreitamente influenciada por diversas citocinas,
levando a unido forte dos leucocitos ao endotélio no decurso dos processos inflamatérios,
numa interac¢do em que intervém as integrinas®™. As acc¢oes bioldgicas das moléculas de

adesao desta superfamilia vao muito para além da resposta inflamatéria, mediando processos

el18s] [224).

como a angiogénes e a migracao de células tumorais

Em relagao a potencial contribuigdo para a progressao do melanoma, destacam-se varios
membros da familia: ICAM-1, MCAM/MUC18, L1CAM, NCAM, PECAM, VCAM e
ALCAMP*). Estas moléculas sio glicoproteinas da membrana celular que, para além de
promoverem interac¢oes homotipicas e heterotipicas entre as células de melanoma e as
células endoteliais, participam igualmente na transducio de sinais™), com repercussio na
evasio apoptotica, angiogénese, invasio local, intravasio/extravasio vascular, colonizagio,
proliferacio e fuga ao sistema imunolégicol™.

A imunopositividade das células de melanoma para o ICAM-1 é mais frequente nos

melanomas nodulares®! correlacionando-se com a fase de crescimento vertical e,
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227 Em doentes com melanoma no estadio 1, a

consequentemente, com o indice de Breslow
expressao de ICAM-1 parece influenciar negativamente a dura¢ado do intervalo livre de
doenga e a sobrevivéncia global. Alguns autores atribuiram, ainda, um significado
prognostico pejorativo ao aumento dos niveis de ICAM-1 solavel (sICAM-1) no soro de
doentes com melanoma'™®..

A expressio da glicoproteina MCAM/MUCI18 foi identificada como marcador de
prognoéstico idependente no melanoma, resultando na diminui¢io da sobrevivéncia!'®. Esta
molécula tem a capacidade de promover a invasdao por intermédio do aumento da expressao
de MMP-2 e de induzir a adesio das células de melanoma ao endotélio vascular. Além disso,
a ligacio homotipica entre moléculas de MCAM/MUC18 pode desencadear sinalizacio
mediada pelo dominio citoplasmatico da glicoproteina, que tem fun¢ido de proteina-cinase.
Em modelos murinos, a expressio de MCAM/MUC18 conferiu maior tumorigenicidade e
maior potencial metastatico as células de melanoma. Neste contexto, demonstrou-se que o
uso de anticorpos monoclonais humanizados (ABX-MAT1) dirigidos contra a glicoproteina
MCAM/MUC18 em ratinhos inoculados com células de melanoma humano das linhas
A3758M e WM2664 foi capaz de inibir o crescimento tumoral e de bloquear o aparecimento
de metastases 7 vivo™. A inibi¢io de MCAM/MUC18 pelo anticorpo ABX-MAT1 resulta, de
modo mais particular, na diminui¢do da expressio da MMP-2 (evidenciada por zimografia),
na inibicao da neo-angiogénese e na inibicdo da adesao das células de melanoma ao endotélio
vascular.

Estes resultados estio de acordo com estudos em linhas celulares de melanoma humano.
Células de melanoma primario em cultura transfectadas com cDNA codificador de
MCAM/MUCI18 adquirem um maior potencial metastitico quando injectadas no ratinho™’.

As integrinas sio glicoproteinas da membrana celular. Estruturalmente sio

heterodiméricas, formadas por uma subunidade o e uma subunidade B unidas de modo nio

covalente. Apesar da subunidade B conferir especificidade a molécula, é a subunidade o a
responsavel pela afinidade pelo ligando™". As integrinas interagem com os seus ligandos ao
nivel extracelular e estabelecem contacto com proteinas do citoesqueleto (actina e talina)®?,
0 que proporciona um meio de znfegrar a informacgao extracelular com o comportamento da
célula (dai a designacao zntegrina). Essa integracao ¢é realizada através de uma via sinalizadora,
em que entram as fibras de actina e cinases da familia Src™. Assim, as vias das cinases

S [234] .

MAPK e da PI3K/AKT podem ser activadas por sinais enviados por integrina
De acordo com a subunidade B3, as integrinas classificam-se em oito tipos diferentes: B1 a

B8 As mais importantes sio as dos tipos B1 a 3.
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As integrinas B1 sio seis (VLA-1 a VLLA-6)*l. Todas partilham a subunidade 1 (CD29)

como cadeia 3 comum e as subunidades o correspondem respectivamente as 6 isoformas do
CD49. Estas integrinas sao expressas maioritariamente nos leucécitos e nos fibroblastos.
Intervém na inflamagdo, na cicatrizagdo, na embriogénese, na angiogénese € na migragao
celular. O VLA-4 (CD49d/CD29) ¢ uma das integrinas 1 mais relevantes, sendo um dos
mediadores da recirculagio dos linfécitos, interagindo com o seu ligando VCAM-1 nas
células endoteliais.

As integrinas B2 tém o CD18 como subunidade  comum. As 3 isoformas do CD11

representam as subunidades a. Fazem parte deste grupo o LFA-1 (CD11a/CD18), MAC-1
(CD11b/CD18) e a p150,95 (CD11c/CD18)*. Sio encontradas exclusivamente nos
leucécitos, constituindo um elemento critico para a sua adesdao firme as células endoteliais
activadas. A sua importancia reside, pois, na quimiotaxia e migracao transendotelial dos
leucécitos para os locais de inflamagao, além de intervir na apresentagao antigénica.

As integtinas 3 tém o CDG61 como subunidade B comum e incluem a integrina alIbP3

(CD41/CD61) e a integtina aVB3 (CD51/CD61)*°. Sio também designadas cito-adesinas,
tendo a capacidade de proporcionar interac¢Oes heterotipicas entre as células e a matriz
extracelular envolvente. Os seus ligandos principais sao a vitronectina, a fibronectina, a
laminina, a tescina, o fibrinogéneo, a trombospondina, o factor de von Willebrand e o CD31.
A sua expressao ¢ maioritaria nas células endoteliais e nas plaquetas, participando na adesao
plaquetar a sitios de endotélio lesado.

No contexto do melanoma, supde-se que a perda ou ganho de expressio de algumas

integrinas possa constituir um mecanismo de adaptacdao das células neoplasicas, de modo a

conseguirem proliferar em ambientes distintos. A correlacdo da expressao da integrina V33
com o crescimento invasivo do melanoma tem sido extensamente referida na literatura. Na
verdade, ¢ um facto consensual desde ha duas décadas que a sua expressdo se encontra

significativamente mais elevada nos melanomas em fase de crescimento vertical®” e com

{0
§1238 g2

maior propensdo a originar metastases linfaticas™ e hematogénicas™. A expressio de
integrinas B3 foi igualmente atribuido um significado prognéstico, uma vez que, em alguns

estudos, se correlacionou com maiores taxas de recidiva e de mortalidade global™.
Do ponto de vista funcional, a integrina VB3 tem afinidade pela molécula de adesio

[241]

Thy-1 (CD90), cuja expressao é induzida nas células endoteliais activadas™ . Desta forma,

pode influenciar a migracdo transendotelial e permitir a metastizagao. Por outro lado, a

expressao paralela da integrina aVP3 e da integrina plaquetar allbB3 mostrou estar
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associada a regulacdo positiva do bFGF (factor de crescimento fibroblastico basico),

r [242]

promovendo a angiogénese, fundamental para o crescimento do tumor™. Um modelo

laboratorial, que incluiu a incubacdo de linhas celulares de melanoma sobre um gel
tridimensional de colagéneo dérmico, permitiu concluir que a expressio da cadeia oV
contribui para a inactivagao da proteina p53 e para a regulacdo positiva da actividade da
cascata de cinases MEK1 e ERK1/2, resultando na estimulagio da proliferagio celular e na
inibicio da apoptosel**.

A integrina o331 (VLA-3) também pode estar aumentada no melanoma, cotrelacionando-

se com a fase invasiva®. A expressio desta molécula por algumas linhas celulares de
melanoma levou a uma maior migracio das células neoplasicas ao longo de matrizes
extracelulares sintéticas. A glicosilacio da integrina a3B1 patece influenciar a sua funcgio e
. < e~ . . [245]
estar associada a aquisi¢do de um comportamento invasivo por parte do tumor<”. A
glicosilagao de outras integrinas parece aumentar a sua afinidade pela fibronectina e, assim,

facilitar a progressio tumoral®l,

2.2.9. Metaloproteinases

As metaloproteinases (MMP) sio uma ampla familia de enzimas responsaveis pela
degradagao da matriz extracelular. A regulacao da sintese e da actividade destas enzimas tem
larga influéncia no equilibrio que se estabelece entre a produ¢io e a degradagao dos
componentes da matriz extracelular. Este equilibrio dinamico ¢é fundamental para a
renovagao dos tecidos e ¢, em larga medida, responsavel por fenémenos fisiolégicos como a
morfogénese, a angiogénese, a cicatrizagdo e¢ o envelhecimento. A sua intervengio
desregulada ¢é, no entanto, uma ocorréncia de relevo em alteracbes patolégicas como a
resposta inflamatoria e a metastizagio de neoplasias®’l.

A familia das MMP inclui mais de 2 dezenas de enzimas, entre colagenases, gelatinases,
estromalisinas, matrilisinas, metalo-elastases, enamelisinas e MMP membranares. Todas sio
primariamente sintetizadas sob a forma de pré-enzimas (zimogénios), estando a sua activagao
sujeita a processos reguladores complexos™. Em primeiro lugar, a sua sintese é regulada
através do controlo da expressao genética. Concomitantemente, existe um segundo ponto de
regulagdao na activagio zimogénica (clivagem da pré-enzima em enzima activa), assim como
um papel modulador adicional por parte de moléculas inibidoras (TIMP ou inibidores

tissulares de metaloproteinases)**.
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Nas regides nao codificadoras da extremidade 5° dos genes das MMP existem sequéncias
promotoras que sdo responsaveis pelo referido controlo da expressao genética. Estas regides
contéem elementos AP1, uma sequéncia de 8 pares de bases (TGAGTCAC) que serve de
ligando ao factor de transcricio AP-1 (um heterodimero Fos/Jun), capaz de induzitr a
transcricao genética™”.

A glicoproteina transmembranar EMMPRIN (CD147), pertencente a superfamilia das
imunoglobulinas, é um importante indutor da expressio das MMP*"\. Foi demonstrada a sua
presenca nas membranas citoplasmaticas de diversos tipos de células tumorais, sendo capaz
de induzir 7z vitro a sintese de MMP-1, 2, 3, 14 e 15 pelos fibroblastos vizinhos. Estas fungoes
de EMMPRIN podem ser estimuladas através da interaccio com a proteina S100A,

U Por esta

resultando na promogao da migragdo celular e na metastizagio do melanoma
razdo, a interaccilo EMMPRIN/S100A pode constituir, no futuro, um possivel alvo
terapéutico.

A regulacio da activagio das pré-enzimas depende da ac¢ao de serina-proteases (por
exemplo, tripsina), que levam a clivagem da molécula numa forma intermediaria ainda
inactiva®™, sendo a forma activa obtida por clivagem da extremidade amino-terminal, um
passo que ¢ sensfvel a regulacio por TIMP. A pré-enzima da MMP-2 necessita de uma via
distinta de activagdo em que intervém a MMP-14.

Mesmo ap6s terem adquirido plena actividade catalitica, as MMP estao sujeitas a regulacao
pelos seus inibidores especificos (TIMP)??. Os TIMP fazem parte de uma familia
constituida por 4 proteinas de peso molecular relativamente pequeno, com uma homologia
estrutural marcada (40%). Quase todas as MMP sdo sensiveis a inibi¢ao pela generalidade
destas moléculas. O que pode variar sio as constantes de ligacdo e, consequentemente, a
intensidade de inibicdo conseguida. As regides promotoras dos genes codificadores dos
TIMP tém elementos AP1 idénticos aos dos genes das MMP, estando sujeitos a indugdo pelo
factor de transcricio SP1.

Além da inibicio das MMP, alguns TIMP exibem fungdes acessorias com importancia
fisiologica. Os TIMP1 e 2 sio moléculas sinalizadoras que induzem prolifera¢ao celular. O
TIMP1 ¢, ainda, anti-apoptotico, mas, inversamente, o TIMP3 promove a apoptose em
diversas linhas de células tumorais®?.

O papel das MMP e dos TIMP para a invasiao tumoral no melanoma ¢ dificil de avaliar
com precisdo, uma vez que a expressao destas enzimas tanto por células tumorais como por

células do estroma pode levar a observagdes contraditorias: as MMP facilitam a invasdao

tumoral e a metastizagdo, mas sao igualmente essenciais para a infiltracio de células
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imunitarias na massa tumoral. Em virtude disso, ensaios com inibidores das MMP de largo
1 ial anti lasico d ivell >
espectro revelaram um potencial antineoplasico desprezavel ™.
De qualquer modo, varios trabalhos associaram as MMP com a progressao do melanoma.
Os niveis séricos de MMP-1, MMP-9 e da forma activa de MMP-13 sio mais elevados em
doentes com melanoma do que em controlos normais e associam-se a uma menor

1[254]

sobrevivéncia global". A maior produ¢io de MMP-1 em linhas celulares de melanoma

255

cotrelaciona-se com o aumento da actividade da via das cinases MAPK™ ., A inducio da

sintese de MMP-1 nos fibroblastos do estroma foi também verificada no melanoma, sendo

resultante da ac¢dao de factores soluveis (particularmente a IL-1at e o bFGF) secretados de

forma paricrina pelas células tumorais™?. A MMP-2 relaciona-se com uma maior

probabilidade de metastizagao, estando demonstrada a sua peculiar activagao pela MMP-14

em linhas celulares em cultura®’

. A capacidade de produzir MMP-2 depende em grande
medida do micro-ambiente, ja que as células estromais parecem ser a principal fonte desta
enzima. Neste contexto, uma das formas de induzir a sintese de MMP-2 ¢é através da acc¢ao

»% Esta proteina induz a expressio do gene da MMP-2 através da

da osteopontina (OPN)!
via de sinalizacio IKK (cinase i kappa B alpha/i kappa B alpha). Outra via de induzir a
MMP-2 passa pela activagio do gene desta metaloproteinase mediada pelo factor de
transcricdo STAT3, possuidor de uma sequéncia com alta afinidade para o promotor desse

gene™’.

2.2.10. Angiogénese

Uma massa tumoral com menos de 1 mm’ de volume pode facilmente ser nutrida e
receber oxigénio por difusdo passiva, ja que a presenca de vasos sanguineos a uma distancia
nio superior a 100-200 um de cada célula é condicio suficiente para que isso ocorra.
Todavia, para que um tumor possa prosseguir o seu crescimento para além de um volume
critico, torna-se imprescindivel o recrutamento de estruturas vasculares proprias
(angiogénese).

O desencadeamento da angiogénese é o resultado da alterag¢ao do equilibrio entre factores
angiogénicos e factores inibidores. O primeiro passo para a formagdo de neovasos é a
degradacio da membrana basal endotelial, fenémeno onde intervéem algumas MMP (em
particular as MMP-2 e MMP-9)P°"l. Assim, os TIMP1 e TIMP3 constituem estimulos anti-

0]

angiogénicos naturais®’, facto que é corroborado pela inibicio da angiogénese e da

Pag. | 57



Revisdo da Literatura

metastizagao obtida por um inibidor sintético das MMP-1, -2, -7, -9 e -14 (BMS-275291) em
modelos murinos”®.

Os principais factores angiogénicos sio o factor de crescimento vascular endotelial
(VEGF), o factor de crescimento fibroblastico basico (bFGF), a interleucina 8 (IL-8) e o

factor de crescimento derivado das plaquetas (PDGF). Além destes, podem ainda intervir

proteinas da familia da angiopoietina, o TGF-B, a integrina aVf3;, a VE-caderina, o 6xido

[260]

nitrico e a cicloxigenase 2 Os factores anti-angiogénicos mais importantes sio a

trombospondina, os TIMP (em particular TIMP1 e TIMP3), o interferao a e o interferdo f3.
Além destes, merecem ainda referéncia outras moléculas, como a endostatina, o factor
plaquetar-4, a osteopontina e as interleucinas 4, 12 e 18.

O VEGF ¢ o mais potente indutor da angiogénese tumoral®’. O aumento da sua
expressao pode ser desencadeado pela exposicao das células de melanoma a ambientes
pobres em oxigénio, mostrando que a hipoxia, ainda que transitoria, é o factor que determina
o inicio do processo angiogénico”*”. A transicio da fase de crescimento radial para
crescimento vertical é geralmente acompanhada pela indugao da expressio de VEGF e pela
sua acumulagio no estroma”. A importancia do VEGF, bem como a de outras moléculas
estimuladoras da angiogénese (bFGF e IL-8), tem sido amplamente avaliada e confirmada
através de modelos baseados em xenotransplantes de células de melanoma humano no
ratinho?”. Esta actualmente em curso um ensaio clinico em fase II com o axitinib (inibidor
do VEGFR1, VEGFR2 e¢ VEGFR3) no tratamento do melanoma metastatico®™®, A
terapéutica com o anticorpo monoclonal bevacizumab, inibidor altamente especifico de
VEGF-A, em doentes com melanoma metastatico demonstrou um intervalo médio livre de
progressao de 2,14 meses e uma sobrevivéncia média de 9 meses, no contexto de um ensaio
clinico em fase 117

A interaccao entre as células de melanoma e a matriz extracelular pode levar a geragao de
estimulos angiogénicos através da sinalizacao mediada por moléculas de adesao. As integrinas
aVB3 e allB3, por exemplo, podem induzir aumento de expressio de bBFGF*.

A IL-8 é um importante indutor da proliferacio e da migraciao das células endoteliais,

28 Em estudos

promovendo a angiogénese através da regulagio positiva da sintese de MMP!
in vitro, as células de melanoma em co-cultura com queratindcitos evidenciaram uma
expressio aumentada de IL-8, possivelmente por influéncia da IL-1 produzida pelos
queratinécitos. Ao invés, a co-cultura com hepatdcitos resultou na inibicao da producao de

51269

I1.-8 por influéncia do TGFP dos hepatécitos™. Estes resultados reforcam a importincia do

microambiente na modulagao do comportamento das células tumorais.
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Constatou-se que determinadas linhas celulares de melanoma, quando cultivadas em
matrizes tridimensionais de colagéneo, sio capazes de formar redes de estruturas tubulares

semelhantes as redes capilares embrionarias®™

. Este fenémeno de mimetismo vasculogénico
simula a diferencia¢do das células endoteliais a partir dos seus precursores mesodérmicos,
estando demonstrada a sua ocorréncia iz vivo em alguns melanomas na fase de crescimento

vertical®’!.

Observou-se que estas células neoplasicas expressam diversos marcadores
fenotipicos proprios do endotélio, das células epiteliais e das células hematopoiéticas,
sugerindo uma reversao para células estaminais ou, o que parece mais provavel, uma

[272

participacdo de células estaminais tumorais??. Um dos genes que se relaciona fortemente

251 Tinhas celulares de

com o mimetismo vasculogénico é o da VE-caderina (CD144)
melanoma que nao expressam VE-caderina sio incapazes de formar estruturas tubulares em
culturas tridimensionais. Neste processo também parecem intervir tirosina-cinases,
particularmente a proteina EphA2, ja que o bloqueio transitério da expressao daquela
molécula resulta na paragem da formacio de novas estruturas tubulares?”™.

Apesar do mimetismo vasculogénico ser uma propriedade de linhas celulares de

melanoma muito agressivas?"

, ¢ um fenémeno que nao parece conferir nenhum significado
prognéstico pejorativo no contexto do melanoma cutineo pT3 ou pT4°™

O estudo das modificagdes vasculares induzidas pelo melanoma tem igualmente abarcado
os vasos linfaticos. Embora nao existam provas concludentes, supde-se que o melanoma ¢é
capaz de induzir linfangiogénese”’. Diversos estudos procuraram avaliar a densidade
linfatica em redor e no interior da massa tumoral e a sua relacdo com a metastizacdo linfatica

[277]

e com o prognoéstico”’. O VEGF3 e a osteopontina sio importantes moduladores desta

forma de mimetismo Vasculogénicol278]

. A presenca de uma grande densidade de microvasos
linfaticos intratumorais é um factor preditivo de metastizagao ganglionar e correlaciona-se
com uma diminui¢ao da sobrevivéncia. A existéncia de uma grande densidade linfatica
intratumoral parece ser um critério mais preciso do que a espessura de Breslow na predi¢ao

da ocorréncia de metistases no ginglio sentinela®”.

2.2.11. Células estaminais tumorais

As células estaminais sio células em que coexistem duas propriedades especificas: a
capacidade de auto-renovacio e a capacidade de diferenciacio (plasticidade)” . O modelo de

melanomagénese baseado nas células estaminais, apoiado por estudos 7z vitro e em modelos
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animais, advoga que o melanoma resulta de células melanociticas estaminais mutadas”". Esta
ideia provém de argumentos muito simples: ¢ aparentemente mais facil que uma neoplasia
sutja a partir de uma célula que ja retém de antemao a capacidade de auto-renovagao do que
resulte da transformagao de uma célula plenamente diferenciada, que teria de reactivar um
conjunto de programas genéticos conducentes a imortalizacao. Por outro lado, como a
duragdo da vida de uma célula estaminal é, na pratica, muito superior a das células
diferenciadas, ¢ muito mais provavel que o seu genoma acumule mutagdes que afectem
proto-oncogenes e genes onco-supressores™.

A assinatura molecular das células epidérmicas estaminais derivadas da crista neural,
localizadas na regido da protuberancia pilar, ¢ a expressio de nestina, da proteina c-Kit, de
CD133 e de CD166. Podem encontrar-se as mesmas proteinas membranares em células
estaminais tumorais, nas quais ainda se verifica a expressao de CD44 (ligando da E-selectina,

importante para a adesdo a locais receptores), de CD27 (modulador da auto-renovagao), de

CD47 (molécula protectora contra a fagocitose por mononucleares e polimorfonucleares),

IL-3Ra (que confere resisténcia a compostos radioactivos) e de bombas ABC, como a
proteina ABCBS5 (responsaveis pela resisténcia aos citostaticos)!"*.

As células estaminais tumorais sio responsaveis pela diferenciacao heterotipica do
melanoma, pela invasio da derme e disseminacao tumoral, pela quiescéncia ou dorméncia
metastatica, pela resisténcia aos citostaticos e a radioterapia e pela formacao de
“reservatérios” capazes de reconstituir toda a massa tumoral apds quimioterapia ou

[152,282]

radioterapia . Por estas razoes, estas células constituem potenciais alvos das terapéuticas

antineoplasicas*.

2.2.12. Resposta imunitaria

A progressio de uma neoplasia quanto ao seu crescimento, invasao e capacidade de
originar metastases nao depende exclusivamente de factores relacionados com as células
tumorais, mas também de caracteristicas do hospedeiro, em particular do desenvolvimento

de uma resposta imunitarial'®’

. A imunogenicidade de certos antigénios tumorais e a
possibilidade de serem geradas respostas efectoras celulates e/ou humorais podem
determinar a viabilidade de um grupo de células neoplasicas. No inicio do século XX (1909),

283]

Paul Erlich referiu-se ao fenémeno de imunovigilancia™” como um factor limitante da

progressio das neoplasias. A importancia deste fenémeno torna-se patente no decurso da
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imunossupressio apos os transplantes de 6rgaos, contexto em que se observa um aumento
do tisco de neoplasias cutineas, incluindo o melanoma®.

No entanto, o sistema imunitario pode exercer uma dualidade de fungées diante de um
tumor: tanto intervém de modo repressivo, induzindo a morte de células tumorais, como
pode seleccionar células menos imunogénicas e criar um micro-ambiente permissivo,

%1 Assim, podem distinguir-se trés fases distintas da

favorecedor da progressao neoplasica
resposta imunitaria desencadeada contra uma neoplasia: eliminagao, equilibrio e evasao.
A fase de eliminag¢ao consiste no desenvolvimento de mecanismos supressores extrinsecos

capazes de conter a proliferagdo tumoral. A resposta imunitaria é iniciada por citocinas

(IFNo, IFNB e IFNY) e por DAMPs libertados por células tumorais necrticas ou por
células normais lesadas durante a progressio do tumor. Estas moléculas promovem o
recrutamento de células da imunidade inata (células NK, células NKT, células T Y0,
macréfagos e células dendriticas) e da imunidade adquirida (linfoécitos T CD4 e CDS8). As

células NK e os macréfagos activam-se mutuamente através da producao de IFNy e IL-12.
As células NK ainda podem ser activadas directamente por células tumorais que expressem
NKG2D. Sio precisamente as células NK que provocam a apoptose das células tumorais
através da proteina membranar TRAIL, da perforina e da geragio de espécies reactivas de
oxigénio e de nitrogéneo. Concomitantemente, as células dendriticas fazem a apresentagao de
antigénios tumorais aos linfocitos T citotoxicos CD8 num processo dependente do auxilio
das células T CD4. Os antigénios tumorais em causa podem ser antigénios de diferenciagao
melanocitica (MART-1, gp100, tirosinase, TRP1, TRP2 e MELOE-1), antigénios de células
germinativas (proteinas da superfamilia MAGE e NY-ESO-1) e antigénios resultantes de
produtos de genes mutados (por exemplo, BRAF)P*l.

A fase de equilibrio é aquela em que a resposta imunitaria controla o crescimento do

tumor, embora niao seja capaz de o eliminar. As células tumorais podem permanecer num
estado de quiescéncia, influenciadas pelas células T, pela IL.-12 e pelo IFNy, resistindo,
porém, a apoptose. Inversamente, podem proliferar de um modo activo e o seu nimero
global ser balanceado por fenémenos apoptoticos™.

Finalmente, a fase de evasio corresponde ao periodo em que as células tumorais

proliferam, nio obstante a resposta imunitiria dirigida contra elas®™. Os mecanismos

subjacentes a esta evasao imunolégica sao diversos:

@) Fraca imunogenicidade das células tumorais, principalmente por auséncia de

expressao da molécula adequada do CMH. Segundo Pandolfi e7 @/, a perda de
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expressao de CMH da classe I (HLA-A2) por duas linhas celulares de melanoma
levou ao ndo reconhecimento imunolégico por parte de linfécitos T

§1286

aut6logos™. Ao invés, a transfeccio de cDNA do HLA-A2 para essas células de
melanoma restabeleceu a capacidade citotoxica dos linfécitos.

(i) Inducdo de tolerancia através da auséncia de moléculas co-estimuladoras (CD28,
ICOS) ou na presenca de moléculas co-inibidoras (CTLA-4, PD-1)P*7*%,

(i)  Vasos sanguineos tumorais com perda de expressio de moléculas de adesio,
como ICAM-1, limitando a invasdo do tumor por linfécitos T citotdxicos*.

(iv)  Expressio de Fas-ligando na superficie das células tumorais, capaz de

desencadear a apoptose das células T que interagem com o tumor®,

) Secre¢ao de citocinas imunossupressoras pelas células de melanoma (TGFp, 1L-
10, CCL21, etc.)P*>*1,

(vij  Expressio de HLA-G, o ligando natural dos receptores inibidores das células
NKP,

(vi)  Intervencao de células imunossupressoras (células T reg CD4+ CD25+ FoxP3+

e células dendriticas plasmocitdides)?

, cuja funcdo primordial ¢ impedir a
activagdo imunitaria desregrada e as respostas auto-imunes, sendo um tipo de

células particularmente numerosas em doentes com neoplasias.

Além das respostas imunitarias especificas, o desenvolvimento de inflamagdo crénica é

[285]
bl

extremamente importante para a progressio do melanoma'™, uma vez que condiciona a
ocorréncia de novas mutagoes através da geracdo de espécies reactivas de oxigénio e
nitrogéneo. As células imunitarias que infiltram os tumores libertam citocinas pro-
inflamatérias capazes de activar os factores de transcricio NFkB e STAT-3, controlando a
proliferacdo, a sobrevivéncia celular, a angiogénese e a invasao. Por essa razdo, talvez a
presenca de infiltrado linfocitario tumoral (TIL), apesar de traduzir uma resposta imunitaria
activa contra o melanoma, nao tenha demonstrado ser um factor preditivo independente de
sobrevivéncia livre de doenga ou de sobrevivéncia global™'. Os neutréfilos que infiltram o
tumor (T'AN) sao inclusivamente capazes de promover a migracao das células de melanoma

através da facilitagio das interac¢des entre moléculas de adesio (MAC-1/ICAM-1)Pl,

A indugido de respostas imunitarias dirigidas contra as células de melanoma foi desde ha
muito tempo explorada do ponto de vista terapéutico. A administragio de interferdio o
(proposto em protocolos de interferdo em doses altas, interferdao em doses baixas e interferao

peguilado) resulta numa destruicao tumoral mediada pelo influxo de células T e células
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dendriticas. Adicionalmente, exibe efeitos apoptéticos e anti-angiogénicos. Esta substancia

tem sido utilizada em terapéutica adjuvante em melanomas de alto risco (estadiamento em

IIB-C/IIIA-C da AJCC), influenciando positivamente a sobrevivéncia livte de doenca,

embora sem beneficio na sobrevivéncia global e a custa de efeitos secundarios
importantes™?.

A IL-2 ¢é uma citocina com propriedades estimuladoras sobre as células imunitarias
efectoras, promovendo a proliferacio de células B, T e NK. O seu uso terapéutico no
melanoma metastatico encontra-se aprovado pela FDA desde 1998, nunca tendo obtido
aprovagao na Europa. A taxa de respostas objectivas com este agente é de 16% (com 6% de
respostas completas), mas o seu uso comporta um risco consideravel de efeitos adversos
graves e potencialemente fatais, nomeadamente hipotensio e edema pulmonar®.

A terapéutica adjuvante com vacinas no melanoma utiliza diversos tipos de antigénios
(péptidos ou ganglidsidos) ou células alogénicas de melanoma para elicitar respostas
imunolégicas com efeito antitumoral. As respostas imunoldgicas eficazes desencadeadas
pelas vacinas peptidicas, embora duradouras, ocorrem apenas numa infima propor¢io de
doentes. As vacinas baseadas em células de melanoma revelaram-se decepcionantes: nao
demonstraram eficacia ou até agravaram o prognostico, possivelmente por indugio de
tolerancia™?.

A terapéutica com células adoptivas é outra modalidade de imunoterapia. Utiliza células
imunitarias do doente estimuladas 7z vitro na presenca de antigénios tumorais. Podem ser
utilizadas células dendriticas autélogas, células TIL ou células T geneticamente modificadas
(com receptores de células T quiméricos). A eficacia deste tipo de tratamentos, utilizados
particularmente no melanoma avangado (doenga irressecavel ou metastatica), nunca foi
demonstrada em ensaios clinicos randomizados prospectivos”.

O anticorpo monoclonal ipilimumab foi a primeira aprovagao em mais de uma década no
que respeita a0 tratamento do melanoma metastatico™” (a I1.-2 tinha sido aprovada em 1998
e a dacarbazina, ainda hoje o farmaco padrio, em 1975). Este anticorpo ¢ dirigido contra o
CTLA-4 (CD152). Esta proteina transmembranar dos linfécitos T pertence a superfamilia
das imunoglobulinas e é homoéloga da proteina CD28. Quer o CTLA-4 quer o CD28 sio
ligandos das proteinas B7-1 e B7-2 (CD80 e CD86) da superficie das células apresentadoras
de antigénios. Na apresentacdo antigénica mediada pelo CMH das células apresentadoras e
pelo TCR dos linfécitos T, as proteinas B7-1 e B7-2 exercem uma fungio co-estimuladora
quando interagem com o CD28 ou co-inibidora quando o CD28 ¢ substituido pelo CTLA-4.

A fungdo co-estimuladora é constitucional, ja que o CD28 ¢é normalmente expresso a
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superficie dos linfécitos T, enquanto a funcdo co-inibidora é induzida, dependente da
promocao da expressio de CTLA-4. Quando ¢ expresso, o CTLA-4 desloca o CD28,
ocupando o seu lugar na ligacao a B7-1 e B7-2, para os quais apresenta uma afinidade 10 a 20
vezes superior. No melanoma, a expressio de CTLA-4 ¢é geralmente promovida pelos
linfécitos T reg CD4+ CD8+ FoxP3+, sendo determinante no desenvolvimento de

tolerancia por parte das células T periféricas™’!

. A accao do ipilimumab conduz, pois, a
estimulagdo dos linfécitos T, que se traduz num aumento significativo da taxa de
sobrevivéncia em comparacdo a vacinaciao peptidica com gpl00 (46% wversus 25% aos 12
meses e 24% versus 14% aos 24 meses). O tremelimumab ¢é outro anticorpo anti-CTLA-4
com mecanismo de acg¢do idéntico e com respostas objectivas de 6,6%. As respostas ao
ipilimumab e ao tremelimumab tendem a ser sustentadas e duradouras™?.

A PD-1 ¢ igualmente uma proteina da superfamilia das imunoglobulinas que tem uma
funcio co-inibidora na apresentacio antigénica. F expressa a superficie dos linfécitos T
activados, linfécitos B, células NKT, mondcitos activados e células dendriticas. A interaccao
com os seus ligandos PD-L1 ou PD-L2 leva a fosforilagio de PD-1 nos residuos de tirosina
da porc¢ao intracelular da molécula, com subsequente recrutamento da fosfatase SHP-2 e
inibicao da sinalizacao desencadeada pelo TCR. A expressao aumentada de PD-L1 é comum
no contexto do melanoma e parece ser induzida pelas células neoplasicas através de
mecanismos ndo esclarecidos™. Ha actualmente seis inibidores de PD-1 em
desenvolvimento para tratamento do melanoma avangado (doenga ganglionar irressecavel ou
doenca metastatica). O primeiro a entrar num ensaio clinico multicéntrico de fase I foi o
anticorpo monoclonal nivolumab (BMS-936559), tendo sido observadas respostas objectivas

de longa duragio em 6 a 17% dos doentes™.

2.3.  Factores clinico-patologicos de risco no melanoma

Os factores de prognostico de ordem clinico-patolégica mais importantes variam de
acordo com a fase de progressio da doenga™”.
No melanoma localizado (sem metastizacdo ganglionar ou a distancia), o prognéstico

depende principalmente de:

(@) Espessura do tumor (medida em milimetros).

(i) Indice mitético (definido histologicamente como mitoses/mm?).
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(iif) Ulceragao do tumor primario.

No melanoma com metastizagio loco-regional (metastases satélites/em transito e/ou

metastases ganglionares), os factores que agravam o prognoéstico sao:

) Numero de ganglios linfaticos invadidos.
(it) Carga tumoral (micrometastases ganglionares zersus macrometastases).
(iif) Ulceragao do tumor primario.

No melanoma metastatico, o prognostico depende essencialmente do local de
metastizagao (gradativamente pior: metastases nao viscerais versus metastases pulmonares
versus outras localizacdes) e do nfvel sérico de LDH (valores elevados agravam o

prognostico).
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Capitulo III

Material e Métodos

3.1. Introdugao

Considerando os objectivos definidos para o presente trabalho, optou-se pela realizagao

de dois estudos paralelos:

@) Analise de mutagoes realizada em amostras de tecido parafinado correspondentes
a: (1.1.) melanomas primarios e suas metastases loco-regionais provenientes de
uma amostra de doentes com melanoma agrupados sob a designacao de grupo A
e (1.2.) nevos melanociticos adquiridos provenientes de doentes agrupados sob a

designagao de grupo B.

(i) Estudo clinico retrospectivo que incidiu sobre a amostra de doentes com

melanoma definida como grupo A.

O desenho de ambos os estudos foi delineado de acordo com o fluxograma da Figura 9.
O estudo genético foi realizado em 2 amostras distintas (grupo A: doentes com melanoma;
grupo B: doentes com nevos melanociticos), enquanto o estudo clinico retrospectivo incidiu
apenas numa amostra de doentes com melanoma.

O estudo foi aprovado pela Comissio de Ftica dos Hospitais da Universidade de
Coimbra (actual CHUC) e autorizado por declaragio do Conselho de Administracao da

mesma institui¢ao datada de 30 de Junho de 2008.
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| Selecgdo das amostras

y

Amostra B Amostra A 2. Estudo observacional
(Nevos melanociticos) (Melanoma) retrospectivo

Biopsia do ganglio sentinela em
4 melanomas com espessura < 4 mm e

I 1. Estudo genético | melanomas com espessura > 4 mm

Progressdo da doenga metastatica

- - loco-regional para doenga
Extracgdo de DNA a partir de tecido fixado em disseminada a distancia

formol e incluido em parafina

v

Vias de disseminagdo metastatica

v

Anilise mutacional através de genotipagem por
TagMan OpenArray®

y v

Identificagio das mutagdes I =I Resultados

Figura 9. Estratégia global do estudo.

3.2.  Selecgio de amostras

3.2.1. Grupo A

Foram seleccionados doentes com melanoma admitidos no Servico de Dermatologia do
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra num periodo de 8 anos (de 1 de Janeiro de
2000 a 31 de Dezembro de 2007). O intervalo temoporal do perfodo de inclusiao foi
escolhido de acordo com o equilibrio entre dois critérios: (i) haver um distanciamento
razoavel do momento actual, permitindo um tempo médio de seguimento suficientemente
prolongado, fundamental para o conhecimento da evolugao clinica da doenga a longo prazo
e (i) nao haver um recuo temporal excessivo, garantindo um 6ptimo estado das amostras
incluidas em parafina e, simultaneamente, possibilitar uma extraccgdo de DNA com
parametros quantitativos e qualitativos adequados a uma genotipagem de boa qualidade.

Os doentes foram seleccionados através de uma pesquisa realizada por cédigo de
diagnostico ICD.9 nos registos informaticos do Servigo de Estatistica do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra dentro do periodo de inclusao mencionado.

Foram incluidos doentes com melanoma cutaneo primario ou com metastases loco-

regionais de melanoma submetidos a tratamento durante o perfodo de inclusao.
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Foram excluidos os doentes com registo clinico omisso quanto as variaveis clinico-
patolégicas em avaliagdo ou que abandonaram o seguimento antes de cumpridos pelo menos
6 meses de observacao.

Além disso, ainda foram excluidos do estudo genético os doentes cujos blocos de parafina
respeitantes a0 tumor primitivo nao constavam da histoteca do Servico de Dermatologia do
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra.

Os doentes foram identificados através de um cédigo alfanumérico que consistiu num

numero de ordem antecedido pela letra A (A1, A2, A3, etc.).

3.2.2. Grupo B

Foram seleccionados doentes com nevos melanociticos excisados no Servico de
Dermatologia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra durante o segundo semestre
de 2008. A selec¢ao destes doentes foi realizada através de pesquisa por diagnostico (palavra-
chave: “nevo melanocitico”) na base de dados de relatérios histopatologicos do Servigo de
Dermatologia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra.

Excluiram-se os doentes dos quais nao se dispunha da amostra parafinada de nevo
melanocitico armazenada na histoteca do Servico de Dermatologia do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra.

Os doentes foram identificados através de um cédigo alfanumérico que consistiu num

numero de ordem antecedido pela letra B (B1, B2, B3, etc.).

3.3. Estudo genético

3.3.1. Estratégia global

A analise mutacional baseou-se num protocolo pré-determinado que se encontra

descriminado no fluxograma da Figura 10.
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Isolamento de DNA de tecidos incluidos em blocos de parafina

-

Quantificagao e avaliagao de qualidade das amostras de DNA

-

Carregamento do DNA nas placas de genotipagem de TagMan OpenArrayTM

-

Amplificacdo de DNA e obtencdo de imagens das placas

-

Andlise dos dados através do TagMan Genotyper Software "

InW ap oe523319p ap ew.ojele|d

-

sagje!

Revisdo dos genétipos

Discriminagdo alélica de 29 mutagdes nas amostras de DNA

Descoberta de mutagdes associadas ao melanoma

|-|_

Figura 10. Estratégia da analise mutacional.

3.3.2. Selecgao de mutagdes a testar

A selecgdo das mutacdes foi feita de acordo com um estudo de sequenciagao gendémica
realizado por Pleasance ¢# /", em que 0 DNA de uma linha de células neoplasicas (COLO-
829) derivada de um melanoma metastatico foi sequenciado usando a tecnologia de analise
do genoma Illumina™ GAIL Uma linha celular linfoblastéide derivada do mesmo doente foi
também sequenciada e a variante obtida foi subtraida a variante COLO-829, de modo a
estabelecer um catdlogo de mutagdes somaticas relativas a populagdao celular neoplasica.
Encontraram-se 187 mutacées em regides codificadoras que determinaram alteragcdes na
sequéncia de aminoacidos (mutagdes nao sinénimas). Algumas destas mutagdes foram
avaliadas através de sequenciagdo convencional de DNA, tendo 62 delas sido confirmadas na

variante celular COLO-829.
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Para a presente analise, foram escolhidas 29 destas muta¢oes (Tabela III), de acordo com

critérios sugeridos pela Life Technologies® Corporation, responsivel pela concepgio e

fabrico da tecnologia de genotipagem utilizada. Esta selec¢ao teve em consideragaio um

critério fundamental: a obtencao previsivel de boas taxas de genotipagem, evitando regides

com sequéncias repetitivas de bases ¢/ou polimorfismos que nio fossem considerados alvos,

factos relacionaveis com uma elevada frequéncia de emparelhamento com as sondas de

DNA e com a ocorréncia de amplificagdo genética inespecifica.

Tabela 3. SubstituicGes nucleotidicas seleccionadas para estudo. Sdo indicados o nome do teste, o gene
em causa, o nucledtido de referéncia (Ref.), o nucledtido observado (Obs.), a posicdo do aminoacido e a
alteracdo ocorrida e o cédigo “Ensemble Transcript ID”

Nome do ensaio Gene Ref. Obs. Posicao Troca de aminoacidos Transcript ID
ALS2 Q1303* ALS2 c T 202580492 GIn1303Term (CAA>TAA) ENST00000264276
BAI3 D755N BAI G A 69759168 Asp755Asn (GAT>AAT) ENST00000370598
BTBD9 R46C BTBD9 C T 38565735 Arg46Cys (CGT>TGT) ENST00000403056
CARDG6 L638F CARD6 C T 40853346 Leu638Phe (CTC>TTC) ENST00000254691
DLEC1 D215N DLEC1 G A 38101313 Asp215Asn (GAT>AAT) ENST00000308059
DMRT2 P470S DMRT2 C T 1056995 Pro470Ser (CCA>TCA) ENST00000358146
EPHB4 P346L EPHB4 C T 100417439 Pro346Leu (CCC>CTC) ENST00000358173
GLI1 S11094F GLI1 C T 57865804 Ser1094Phe (TCC>TTC) ENST00000228682
HRB/AGFG1 G340R HRB/AGFG1 G A 228398468 Gly340Arg (GGG>AGG) ENST00000409171
IL1RL1 E294K IL1IRL1 G A 102959785 Glu294Lys (GAA>AAA) ENST00000233954
MADD S1561F MADD C T 47350616 Ser1561Phe (TCC>TTC) ENST00000342922
MEI1 G507E MEI1 G A 42141050 Gly507Glu (GGA>GAA) ENST00000401548
MMP28 G296E MMP28 G A 34095359 Gly296Glu (GGA>GAA) ENST00000338839
MYO9A G2291V MYO9A G T 72122618 Gly2291Val (GGT>GTT) ENST00000356056
NPSR1 D11H NPSR1 G C 34698055 Aspl1His (GAT>CAT) ENST00000359791
PKN1 R185C PKN1 C T 14557316 Arg185Cys (CGC>TGC) ENST00000242783
SERPINA6 R282L SERPINA6 G T 94776112 Arg282Leu (CGG>CTG) ENST00000341584
SMARCAD1 V890D SMARCAD1 T A 95202678 Val890Asp (GTT>GAT) ENST00000457823
SPO11 G508 SPO11 G A 55908260 Gly50Ser (GGT>AGT) ENST00000371260
STK19 D89N STK19 G A 31940123 Asp89Asn (GAC>AAC) ENST00000375331
STK19 W285* STK19 G A 31948279 Trp285Term (TGG>TGA) ENST00000375331
TNFRSF8 P215S TNFRSF8 C T 12170228 Pro215Ser (CCC>TCC) ENST00000263932
TP63 M499I TP63 G T 189604330 Met499Ile (ATG>ATT) ENST00000264731
TRAPPC10 G983D TRAPPC10 G A 45511881 Gly983Asp (GGT>GAT) ENST00000291574
TTBK1 P855S TTBK1 C T 43251041 Pro855Ser (CCC>TCC) ENST00000259750
UVRAG N561K UVRAG C A 75852040 Asn561Lys (AAC>AAA) ENST00000356136
XIRP2 G127R XIRP2 G A 167760371 Gly127Arg (GGA>AGA) ENST00000409195
ZBTB41 F164V ZBTB41 T G 197169114 Phel64Val (TTT>GTT) ENST00000367405
ZNF217 P651S ZNF217 C T 52193352 Pro651Ser (CCG>TCG) ENST00000302342

3.3.3. Colheita das amostras de tecido

Os blocos de parafina correspondentes aos doentes seleccionados para o estudo,

armazenados no arquivo do Servico de Dermatologia do Centro Hospitalar ¢ Universitario
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de Coimbra, foram preparados de acordo com a premissa de garantir o envio de uma

quantidade de tecido suficiente para uma extraccio de DNA com qualidade e quantidade
satisfatorias. Assim, foram efectuados cortes com uma espessura de 6 pm (pelo menos 10

cortes por bloco), usando-se para o efeito um micrétomo Leica® RM2145. Em cada uma das
secgdes, removeu-se 0 excesso de parafina com uma lamina de bisturi n.° 11. No caso de
melanomas primarios ou de metastases de melanoma excisadas com margem cirurgica, usou-
se o mesmo método para remover o excesso de tecido normal das margens, de modo a
optimizar a propor¢ao de células tumorais.

Os cortes foram acondicionados em tubos de microcentrifuga Eppendorf® de 2 mL. (um
tubo por amostra) que foram identificados de acordo com um coédigo alfanumérico

constituido sequencialmente por:

@) Letra maidscula definidora da natureza da amostra (A para melanoma cutaneo
primario, B para metistase cutinea satélite/em transito, C para metastase
ganglionar e D para nevo melanocitico).

(i) Numero de ordem.

Depois de colhidas, acondicionadas e identificadas, as amostras foram enviadas para o
laboratério (Biocant — Centro de Inova¢io em Biotecnologia, Unidade de Servicos

Avancados, Cantanhede).

3.3.4. Isolamento do DNA

As amostras de DNA foram isoladas através da tecnologia QIAamp DNA FFPE Tissue
Kit" (QIAGEN®). Trata-se de uma tecnologia especialmente concebida para purificacio de
DNA a partir de pegas de tecido fixadas em formol e incluidas em blocos de parafina. Esta
tecnologia permite a libertacao eficaz do DNA a partir de secgdes de tecido parafinado,
promove a quebra das ligagdes cruzadas induzidas nos acidos nucleicos pela fixagio com
formol e possibilita, em tltima analise, a obten¢do de DNA de elevada qualidade.

O processo de extracdo ¢ realizado através de um protocolo (Tabela 4) que inclui
diferentes passos sequenciais (lise rapida — ligacdo — lavagem — elui¢ao), podendo efectuar-se

manualmente ou através da plataforma robotizada automatica QIAcube™.
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Tabela 4. Protocolo do processo de extrac¢cdo de DNA (QlAamp DNA FFPE Tissue Kit™).

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Adicdo de 1 mL de xileno ao tubo de microcentrifuga e agitagdo vigorosa durante 10 s.
Centrifugacdo a velocidade maxima durante 2 m a temperatura ambiente.

Remocao do sobrenadante por pipetagem, deixando o sedimento no tubo.

Adicdo de 1 mL de etanol a 100% e mistura por agitacao.

Centrifugacdo a velocidade maxima durante 2 m a temperatura ambiente.

Remocgdo do sobrenadante por pipetagem, deixando o sedimento no tubo.

Remocao cuidadosa do etanol residual usando uma ponta de pipeta fina.

Abertura do tubo e incubacgdo a temperatura ambiente (15-25°C) durante 10 m ou até que o
etanol residual evapore.

Adigdo de 180 pL de tampdo ATL e 20 plL de proteinase K, misturando por agitagcao.
Incubagdo a 56°C durante 1 h (com o objectivo de lisar a amostra).

Incubagdo a 90°C durante 1 h (com o objectivo de reverter parcialmente as modificagdes dos
acidos nucleicos induzidas pelo formol da fixacao).

Breve centrifugacdo para remover gotas depositadas no lado interno da tampa do tubo.
Adigdo de 2 uL de RNAase A (100 mg/mL) e incubar a temperatura ambiente durante 2 m.
Adigdo de 200 pL de tampdo AL e de 200 pL de etanol e misturar por agitagao.

Breve centrifugacdo para remover gotas depositadas no lado interno da tampa do tubo.

Transferéncia da totalidade da amostra lisada para a coluna QlAamp MinElute™ e
centrifugagdo a 8000 rpm durante 1 m. Colocag3o da coluna QlAamp MinElute™ num tubo
colector de 2 mL limpo.

Abertura da coluna QlAamp MinElute™, adi¢do de 500 pL de tampdo AW1 e centrifugagdo a
8000 rpm durante 1 m. Colocacdo da coluna QlAamp MinElute™ num tubo colector de 2 mL
limpo.

Abertura da coluna QlAamp MinElute™, adi¢do de 500 pL de tampdo AW?2 e centrifugacdo a
8000 rpm durante 1 m. Colocacdo da coluna QlAamp MinElute™ num tubo colector de 2 mL
limpo.

Centrifuga¢do a 14000 rpm durante 3 m para secar completamente a membrana.

Colocagdo da coluna QlAamp MinElute™ num tubo colector de 1,5 mL limpo. Abertura da
tampa da coluna QlAamp MinElute™ e aplicagdo de 20-100 uL de tamp3o ATE no centro da
membrana.

Encerramento da tampa e incubagdo a temperatura ambiente (15-25°C) durante 1 m.

Centrifugacdo a 14.000 rpm durante 1 m.
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3.3.5. Preparagio e controlo de qualidade das amostras de DNA

A quantifica¢ao de acidos nucleicos purificados a partir das amostras é um processo que,
através do calculo da concentragao média de DNA obtida, bem como do seu grau de pureza,
visa garantir que a quantidade de acidos nucleicos presentes ¢ a requerida pelos métodos de
analise propostos.

No presente trabalho, a quantificacaio de DNA foi efectuada através das analises
espectrofotométrica e fluorimétrica.

A espectrofotometria baseia-se na propriedade dos acidos nucleicos aborverem luz
ultravioleta (UV). Assim, apos exposi¢ao a determinada intensidade de luz UV (Iy, ou luz
incidente), quanto menor for a intensidade de luz que se mede através da amostra (I;, ou luz
transmitida), maior sera a concentragao de acidos nucleicos da mesma, considerando que
uma maior quantidade de acido nucleicos provocara uma maior queda na radiacao incidente
que atravessa a amostra (absorvancia ou densidade 6ptica).

A absorvancia (A) dos acidos nucleicos em relagao a determinado comprimento de onda

(M) pode set determinada através da equagao:

Ay=—logyo |
0

Desta forma, sabendo-se pela lei de Beer-Lambert que a concentragdo de uma substancia
varia de forma previsivel em funcido da absorvancia, pode estimar-se com precisao a
concentracao de DNA.

Os racios entre absorvancias a diferentes comprimentos de onda podem ser preditivos de
contaminagao por substiancias estranhas usadas no processo de purificagio ou por
compostos organicos diferentes dos acidos nucleicos (por exemplo, proteinas). Um racio
Aago/230 inferior a 1,7 relaciona-se geralmente com a presen¢a de contaminantes com elevada
absorvancia a 230 nm. A causa habitual é a presenca de residuos de fenol utilizado no
processo de extragdo de DNA ou, eventualmente, a presenca de glicogénio usado para
precipitar os acidos nucleicos e, a ocorrer, prejudicara ou impossibilitara a amplificagao e a
genotipagem.

Um racio Asgso inferior a 1,7 também se pode relacionar com a presenca de

contaminantes externos como o fenol, mas ¢ mais frequentemente observado em amostras
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com concentracdo de DNA muito baixa (< 10 ng/pL) e com elevada contamina¢io por
proteinas.

As medi¢oes das absorvancias para calculo dos racios Azeo/230 € Asgo/2s0 das amostras em
estudo foram realizadas com recurso a um espectrofotémetro NanoDrop®.

Para garantir uma quantificacio precisa do DNA e possibilitar uma normalizagio correcta
das amostras, realizou-se uma quantificagdo por fluorimetria, de modo a superar a
contribuicao relativa de nucleétidos e de DNA de cadeia tnica na concentracio de DNA
medida por espectrofotometria e a incapacidade deste ultimo método distinguir o DNA do
RNA.

O método fluorimétrico baseia-se na utilizacao de corantes fluorescentes com afinidade
para os acidos nucleicos. A fluorescéncia das amostras pode ser avaliada através de um
espectrofluorémetro ou de um leitor de fluorescéncia em microplacas, comparando os
valores registados com curvas de fluorescéncia respeitantes a concentragoes conhecidas de
DNA.

A tecnologia usada para realizar a fluorimetria das amostras do presente trabalho foi a
PicoGreen dsDNA Quantitation Reagent™ (Molecular Probes® Inc., Eugene, Oregon).
Nesta técnica, a quantificagio de DNA de cadeia dupla nio ¢ significativamente influenciada
pela presenga de DNA de cadeia simples ou de RNA, mesmo em concentragdes equimolares
destes tipos de acidos nucleicos. O protocolo da quantificagio de DNA foi pormenorizado
na Tabela 5. As curvas-padrio para esta quantificagio foram obtidas de acordo com os
protocolos das Tabelas 6 e 7.

A concentracio de DNA recomendada para a realizacio da genotipagem ¢é de 50 ng/pL
(hum volume constante por cada placa), mas testes preliminares realizados com

concentragoes inferiores conduziram a observacio de que valores de 15 a 20 ng/pl. também
permitem boas taxas de sucesso na genotipagem. Assim, as amostras com concentragoes de
DNA inferiores a 15 ng/pL ou com ricios de absorvancia inferiores a 1,7 foram
concentradas e purificadas por precipitagio com glicogénio e isopropanol.

Apenas as amostras com concentragdao final de DNA igual ou supetior a 15 ng/ul e

racios de absorvancia iguais ou superiores a 1,6 foram consideradas para analise genotipica.
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Tabela 5. Protocolo da quantificagdo fluorimétrica do DNA ( Quant-IT PicoGreen™).

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Preparacdo do tampao TE (10 mM Tris-HCIl, 1ImM EDTA, pH 7,5): diluicdo de 20 vezes com

dgua destilada.

Preparacdo do reagente Quant-IT PicoGreen™ concentrado em DMSO: diluicdo de 200 vezes

em tampao TE.

Diluicdo da solugdo DNA standard (componente C) 100 vezes em tampao TE para criar uma
solugdo de dsDNA a 2ug/mL, a partir da qual se podem obter as curvas-padrdo de

fluorescéncia do DNA de cadeia dupla.

Preparacdo de diferentes concentracdes de dsDNA por diluicdo em solugdo de reagente
Quant-IT PicoGreen™ (ver Tabelas V e VI), com o objectivo de obter as curvas-padrdo de
gama alta e de gama baixa (5 pontos por curva). Colocagdo destas solugdes em cuvettes com

caminho dptico de 10 mm.

Incubagdo a temperatura ambiente durante 2 a 5 m.

Fluorimetria com espectrofluorémetro usando comprimentos de onda padrdo para a

fluoresceina (excitagdo a ~ 480 nm e emissdo a ~ 520 nm)

Obtencdo dos valores de fluorimetria corrigidos por subtraccdo da fluorescéncia de cada

uma das solugdes a da solugdo branca.

Geracgdo das curvas-padrdo usando os valores fluorimétricos corrigidos.

Preparacao das amostras de DNA purificado das pecgas parafinadas dos doentes, diluindo-as

em tampao TE até perfazer volume de 1 mL.

Adicdo de 1mL de reagente Quant-IT PicoGreen™,

Incubagdo a temperatura ambiente durante 2 a 5 m.

Medicdo da fluorescéncia da amostra usando parametros instrumentais semelhantes aos

planeados para a gerag¢do das curvas-padrao.

Subtrac¢do do valor fluorimétrico da amostra ao da solucdo branca.

Determinagao da concentragdo de DNA da amostra a partir das curvas-padrao.

DMSO: Di-metil-sulfoxido.
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Tabela 6. Protocolo para obteng¢do da curva-padrdo de alta gama da concentragdo de DNA.

Volume (pL) de Volume (pl) da Volume (L) da Concentragio final de
tampao TE solugdo de DNA a solugdo de reagente DNA
2pg/mL Quant-IT PicoGreen™
0 1000 1000 1puL
900 100 1000 100 ng/mL
990 10 1000 10 ng/mL
999 1 1000 1 ng/mL
1000 0 1000 Branco

Tabela 7. Protocolo para obtenc¢do da curva-padrao de baixa gama da concentragdo de DNA.

Volume (uL) de Volume (pL) da Volume (plL) da Concentragdo final de
tamp3o TE solu¢do de DNA a 50 solucdo de reagente DNA
ng/mL Quant-IT PicoGreen™

0 1000 1000 25 ng/mL
900 100 1000 2,5 ng/mL
990 10 1000 250 ng/mL
999 1 1000 25 pg/mL
1000 0 1000 Branco

3.3.6. Genotipagem

A genotipagem foi realizada através da plataforma TaqMan OpenArray Genotype
System® (Life Technologies Corporation), que proporciona uma anélise de centenas de
variantes genéticas em amostras de DNA através da utilizagdio de sondas TagMan™ e
amplificagdo pela reac¢do em cadeia da polimerase convencional (end point PCK). Através
desta tecnologia, a PCR e a discrimina¢ao alélica sdo realizadas na mesma reacgao.

A genotipagem por sondas TagMan™ ¢ um processo de discriminacao alélica baseado em
PCR convencional usado para determinar o genotipo, diferenciando os dois alelos de um
determinado gene.

A analise genotipica por sondas TagMan™ (nome derivado da polimerase Taq e do jogo
de video Pac-Man™), baseia-se na actividade da polimerase de DNA como exonuclease 5’-3’,
clivando sondas especificas marcadas com fluoréforos quando estas estio hibridizadas com
sequencias complementares de DNA. Assim, a PCR ¢ realizada com uma sonda especifica de
cada um dos dois alelos (uma do alelo normal e outra do alelo mutado). Cada sonda esta

marcada com um fluoréforo diferente, capaz de uma discriminacdo bastante precisa. O
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fluoréforo (reporter) esta ligado a extremidade 5° da sonda e, ainda que estimulado pela fonte
de luz do termociclador, ndo emite fluorescéncia enquanto estiver na proximidade (10 a 100
A) de um extintor (guencher) ligado a extremidade 3’ da sonda. Este fenémeno, conhecido por
transferéncia de energia do tipo Forster ou FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer),
ocorre devido a transferéncia de energia entre o fluoréforo excitado (“dador”) e a molécula
extintora (“receptor”), fazendo com que o fluoréforo regresse ao estado fundamental e nao
emita fluorescéncia®’.

Apbs separacdo da dupla cadeia de DNA por desnaturagdo, a reacgao de polimerizagio é
iniciada por duas sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras (primers) que se emparelham com a
fita de DNA, uma em sentido sezse ¢ a outra em sentido anfissense. Durante esta fase de
emparelhamento, as sondas TagMan™ ligam-se as respectivas sequéncias complementares

entre os dois iniciadores. A polimerase de DNA inicia, entdo, a fase de extensao, sintetizando
a nova molécula de DNA de cadeia dupla. No entanto, assim, que encontra as sondas
TagMan™, a polimerase exibe a sua ac¢ao de exonuclease e cliva a extremidade 5’ da sonda,
libertando o fluoréforo e afastando-o da substancia extintora (guencher). Sem a possibilidade
de transferir energia para o extintor, o fluoréforo excitado emite sinais fluorescentes que sao
detectaveis e mensuraveis, indicando que o alelo respectivo esta presente na amostra.

Quanto menor a complementaridade da sonda TagMan™ em relagdo a sequéncia alvo,
menor a probabilidade de haver hibridiza¢ao. No caso de nao haver hibridiza¢ao ou desta ser
incompleta, a polimerase desloca simplesmente a sonda em vez de a clivar, evitando a

geracao do sinal fluorescente (Fig. 11).
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Figura 11. Hibridiza¢cdo das sondas durante a genotipagem. A tabela sumariza os resultados possiveis.
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A plataforma TagMan OpenArray Genotype System™ engloba duas tecnologias de alta
qualidade: TagMan Genotyping Assay™ e OpenArray™.

O processo TagMan Genotyping Assay™ utiliza dois iniciadores (primers) e duas sondas
MGB (minor groove binder, tripeptideo de di-hidrociclopirrolo-indol). Cada uma das sondas
MGB contém um reporter fluorescente distinto capaz de diferenciar cada alelo de uma forma
extremamente fidedigna e precisa: VIC™ (absorvancia maxima a 538 nm e emissao maxima a
554 nm) e FAM™ (5-carboxifluoresceina, absorvancia maxima a 492 nm e emissio maxima a
518 nm). O ligando MGB ¢ a porc¢iao da sonda que funciona como molécula extintora de
fluorescéncia (quencher), capaz de inibir a fluorescéncia emitida pelo fluoréforo enquanto este
se mantiver ligado a extremidade 5’ da sonda.

A tecnologia OpenArray™ ¢é uma plataforma que permite analisar volumes de solu¢io de
DNA na ordem dos nanolitros, permitindo um elevado rendimento das amostras e uma
menor utilizagio de reagentes. Utiliza placas de genotipagem de densidade média com
dimensdes de 63 x 19 mm. Em cada placa existem 3072 orificios de 33 nL. para a realizacao
de outros tantos ensaios TagMan™.

No presente trabalho foram usadas placas de formato 32, capazes de suportar 32 reacg¢oes
TagMan™ distintas, quantidade suficiente para as 29 mutag¢oes em estudo. Os reagentes para
a deteccao das mutacdes seleccionadas (29 ensaios) foram concebidos, fabricados e pré-
carregados nos orificios das placas de genotipagem pela Life Technologies®. Puderam ser

testadas 96 amostras simultaneamente em cada placa.
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Figura 12. Carregamento das amostras na placa de genotipagem (OpenArray™).
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Sempre que possivel, as amostras de DNA foram normalizadas para 20 ng/pl.
Utilizaram-se 60 ng para a genotipagem simultanea das 29 mutagdes e cada amostra foi
genotipada pelo menos trés vezes.

Foram incluidos dois controlos por placa para a determinagao dos clusters de genotipagem

e para verificar a presenga de potenciais contaminantes.

Antes do carregamento das amostras, adicionou-se TagMan OpenArray Master Mix™ as
amostras normalizadas de DNA (1:1). O carregamento das amostras (Fig. 12) foi efectuado
com o auxilio do dispositivo OpenArray Accuffil™ (Applied Biosystems®).

Apds o carregamento, a placa foi colocada numa caixa TagMan OpenArray™,
preenchendo-se o interior com fluido de imersao TagMan OpenArray™. A caixa foi selada
com cola TagMan OpenArray™ na plataforma Open Array Case Sealing Station™ (Applied
Biosystems®), desenvolvida e validada para a realizacdo eficiente e precisa da PCR.

A PCR decorreu de acordo com o protocolo pré-programado (Tabela 8) na plataforma

automatizada Dual Flat Block GeneAmp System 9700™ (Applied Biosystems®).

Tabela 8. Protocolo da reacgdo em cadeia da polimerase (placas TagMan OpenArray™ no sistema

termociclador Dual Flat Block GeneAmp System 9700™).

Tempo
Fase Passo Temp °C A°C/s (%) Repetigcdes
(min:seg)
1. Pré-PCR 1 93,0 10:00 100 —
1 95,0 00:45 84
2. Ciclos de PCR 2 94,0 00:13 100 50 ciclos
3 53,0 02:14 44
3. P6s-PCR 1 25,0 02:00 100 —

A geragao de imagens a partir das placas, ou seja, a aquisi¢ao de genoétipos, foi efectuada
através do OpenArray NT Imager™, com o auxilio do soffware OpenArray SNP Genotyping
Analysis™ (Applied Biosystems®). Durante a aquisicio de imagens, o OpenArray NT
Imager™ detecta e regista a quantidade de fluorescéncia emitida por cada orificio da placa.

Os dados recolhidos foram exibidos de forma grafica (Fig. 13).
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A anilise dos dados foi efectuada através do soffware TagMan Genotyper™ no modo
automatico, embora se tenha processado a revisio manual e eventual correc¢io de todos os
genotipos.

Utilizou-se como controlo a base de dados 1000 Genomes Data™, representativa da
frequéncia de variantes genéticas na Europa (trata-se de um catalogo de variantes genéticas
humanas baseado num mapa integrado de 1092 genomas), para determinar o significado
clinico das muta¢des encontradas. O potencial patogénico das mutagdes em estudo foi ainda

estimado através dos soffwares ANNOVAR™ e SIFT™ avaliando-se a probabilidade de
estarem associadas a doenca®®*”, A ferramenta informatica ANNOVAR™ utiliza
informagao actualizada acerca de variantes genéticas do genoma, identificando aquelas que
causam alteragdes do codigo proteico e quais os aminoacidos envolvidos. Adicionalmente, o
software SIFT™ permite prever se uma determinada alteracio na sequéncia de aminoacidos

afecta a func¢ao da proteina em causa.
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Figure 13. Resultado de um ensaio de genotipagem. Cada ponto colorido representa uma amostra. A cor
de cada ponto indica o gendtipo detectado pelo software: azul — homozigotia para o alelo detectado pelo
fluoréforo FAM (TT), verde — heterozigotia para os alelos detectados pelos fluor6foros FAM e VIC (TA),

vermelho —homozigotia para o alelo detectado pelo fluoréforo VIC (AA) e ciano — controlos.
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Foram excluidas do estudo genético todas as amostras cuja taxa de genotipagem foi
inferior a 60%, ou seja, em que nao se obtiveram pelo menos 18 genotipagens nos 29 ensaios
realizados. A exclusio de amostras de tumor primario (grupo A) ou de nevo melanocitico
adquirido (grupo B) foi critério para a retirada desses casos do estudo.

A analise dos genotipos foi realizada de acordo com o objectivo de determinar a
prevaléncia das mutag¢oes em estudo e de inferir se estas fazem parte de eventos mutacionais
cumulativos associados a progressio da doenga. A ocorréncia destas mutagoes no grupo
amostral A (melanomas) foi avaliada comparativamente com os resultados observados no

grupo amostral B (nevos melanociticos).

3.4. Estudo clinico retrospectivo

Foi realizada uma revisdo retrospectiva dos registos clinicos dos doentes do grupo A

(melanoma), registando-se as seguintes variaveis clinico-patologicas:

o Sexo.

o Idade (anos).

o Grupo etario (0-20 anos, 21-40 anos, 41-60 anos, 61-80 anos e >80 anos).

o Localizagio do melanoma (cabega e pescogo, tronco, membro superior, membro
inferior e nao classificado).

o Tipo anatomo-clinico de melanoma (Iéntigo maligno, melanoma de crescimento
superficial, melanoma acral, melanoma nodular e outros).

o Espessura do melanoma (mm).

o Ulceragao do melanoma primario.

o Realizacao de biopsia selectiva do ganglio sentinela.

o Estado do ganglio sentinela.

0 Metastizacdo satélite/em transito.

o0 Metastizagdo ganglionar regional.

0 Metastizagao a distancia.

o Progressao da doenga loco-regional para doenga a distancia.

o Primeiro foco metastitico (metastases satélites/em transito, metastases ganglionares

ou metastases distantes).
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o Vias metastaticas (via A: metistases satélites/em trinsito com ou sem metastizacio
ganglionar subsequente a anteceder a metastizacdo distante; via B: metastizagao
ganglionar a anteceder a metastizagao distante; via C: metastizagdo distante nao
precedida por doenga loco-regional).
o Mortalidade por melanoma.
o Tempo de evolucio até ao aparecimento de metastases distantes.

o Tempo de seguimento até a morte ou a ultima observagao.

A analise das variaveis colhidas da amostra em estudo incidiu sobre os seguintes aspectos:

o Avaliagio de factores clinico-patolégicos com influéncia no prognoéstico,
particularmente factores preditivos de metastiza¢ao loco-regional e a distancia.

o Avaliagdao da utilidade da biopsia do ganglio sentinela na abordagem de melanomas
de espessura elevada (>4 mm).

o Avaliagdo de factores preditivos de progressio da doenga loco-regional (definida
como metastizagdo distante nos doentes com doenga loco-regional activa ou
previamente ressecada).

o Avaliagdo do impacto da progressao da doenga loco-regional na sobrevivéncia.

o Avalizacdo de factores determinantes da via de metastizacao do melanoma.

o Avaliagao do tempo de sobrevivéncia livre de metastases a distancia de acordo com a
via de metastizacao.

o Avaliagdo do tempo de sobrevivéncia global de acordo com a via de metastizagao.

3.5. Tratamento estatistico dos dados

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com o auxilio do soffware IBM® SPSS®
Statistics, versio 20.

A frequéncia de variaveis nominais em 2 grupos distintos, expressa em tabelas de
contigéncia 2x2, foi comparada pelo teste do x> O teste exacto de Fisher foi utilizado nas
tabelas de contingéncia 2x2, quando a frequéncia esperada de pelo menos uma célula foi
inferior a 5. A associac¢do entre variaveis foi avaliada através do odds ratio (OR), calculando-se
os intervalos de confianca (IC) para um nivel de confianca de 95%. O teste do % foi

igualmente utilizado na comparagio da distribuicio de variaveis nominais em mais de 2
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grupos. Recorreu-se a0 método de Monte Carlo sempre que, nestas circunstancias, a
frequéncia esperada foi inferior a 5 em pelo menos uma célula da tabela de contingéncia.

Na compara¢ao de dois grupos em fun¢ao de uma varavel ordinal aplicou-se o teste de
Mann-Whitney, tendo-se preferido o teste de Kruskal-Wallis quando se pretendeu comparar
mais de dois grupos.

Para avaliar a associacdo entre duas variaveis, sendo uma delas de natureza ordinal,
utilizou-se a correlacao nao linear de Spearman.

A comparagao estatistica da distribuicio de varidveis quantitativas entre dois grupos
diferentes foi realizada através do teste T de Student. No caso da distribuicio da variavel
quantitativa ndo corresponder a distribui¢io normal, optou-se por um teste ndo paramétrico
(teste de Mann-Whitney). Quando se pretendeu estabelecer comparagdes entre mais de dois
grupos relativamente a distribui¢ao de uma variavel quantitativa, utilizou-se o teste ANOVA
de um factor ou, na presenca de variaveis com distribuicao diferente da normal, preferiu-se
um teste nao paramétrico (teste de Kruskal-Wallis).

A avaliacio da influéncia de variaveis dependentes sobre uma determinada variavel
categobrica binaria foi realizada com recurso a regressao logistica. O OR para cada variavel foi
calculado com um IC de 95%. A qualidade do ajuste do modelo de regressiao logistica foi
avaliada através do teste de Hosmer e Lemeshow.

O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para verificar a hipétese de
uma determinada variavel quantitativa ter distribui¢ao normal, de modo a seleccionar o teste
estatistico adequado para comparar médias entre grupos distintos.

Desenharam-se curvas de sobrevivéncia de acordo com o método de Kaplan-Meier. A
comparagao estatistica entre as curvas foi realizada através do teste /og-rank de Mantel-Cox.

A regressiao de Cox foi usada na avalia¢do da influéncia de variaveis dependentes sobre as
curvas de sobrevivéncia. O risco conferido por dada variavel foi avaliado através do hazard
ratio (HR), calculando-se os intervalos de confianca para um nivel de confianca de 95%.

A sobrevivéncia livre de doenga foi definida como a data de diagnéstico do melanoma
subtraida a data de diagndstico da primeira recorréncia, independentemente de se tratar de
recorréncia local, regional ou distante. A sobrevivéncia global foi definida como a data de
diagnoéstico do melanoma subtraida a data de morte do doente. A sobrevivéncia a partir da
metastizagao distante foi definida como a data de diagnéstico da primeira metastase distante
subtraida a data de morte do doente.

O nivel de significancia definido para os testes estatisticos aplicados foi de 5% (p<0,05).
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Capitulo IV

Resultados

4.1. Estudo genético

4.1.1. Composigdo da amostra (grupo A)

Foram seleccionados 224 doentes com melanoma para a amostra designada por grupo A
(Fig. 14), tendo-se excluido um caso por registos clinicos incompletos e 15 por abandono
precoce do seguimento (<6 meses). A amostra resultante (n=208) foi alvo dos estudos
genético e observacional retrospectivo (taxa de exclusao de 7,1%).

Cento e vinte e sete doentes foram excluidos do estudo genético devido a: (i)
indisponibilidade de amostra de tecido do tumor primario para avaliagio em virtude da
biopsia excisional ter sido realizada noutro servico hospitalar (n1=97) ou por se tratar de
melanoma primario oculto (n=3), (ii) obtencao de concentracbes de DNA e/ou ricios de
absorvancia inadequados para a genotipagem a partir das amostras de tecido do melanoma
primario (n=19), e (i) menos de 18 genotipagens realizadas com éxito nos 29 ensaios, ou
seja, uma taxa de genotipagens bem sucedidas inferior a 60% (n=8). Deste modo, restaram

81 doentes para a analise mutacional proposta (taxa de exclusao de 63,8%).
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Figura 14. Grupo A (melanoma): selec¢do da amostra para os estudos genético e clinico retrospectivo.

4.1.2. Composigdo da amostra (grupo B)

Seleccionaram-se 70 doentes com nevos melanociticos para o grupo B (Fig. 15). Foram

excluidos quatro doentes em virtude do bloco de parafina da peca de excisio do nevo

melanocitico nio se encontrar disponivel para avaliagdo. Excluiram-se 32 doentes devido a

impossibilidade de isolar DNA em quantidade e qualidade necessarias a genotipagem das

respectivas amostras de tecido. Ocorreu, ainda, a exclusio adicional de 6 casos devido a taxa

de genotipagens bem sucedidas ter sido inferior a 60%. Assim, o nimero de casos do grupo

B estabeleceu-se em 28 (taxa de exclusio de 60%0).
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Figura 15. Grupo B (nevos melanociticos): selec¢do da amostra para estudo genético.

4.1.3. Caracterizagao dos grupos amostrais
Houve predominio de doentes do sexo feminino em ambos os grupos. A média etaria foi
de 62,6 anos (25-95 anos) nos doentes com melanoma e de 33,2 anos (4-88 anos) nos

doentes com nevos melanociticos adquiridos (Tabela 9).

Tabela 9. Distribuicao grupos amostrais em fun¢do do sexo e da idade.

SEXO IDADE (anos)
Feminino Masculino Média Mediana Desvio-padrao
Grupo A 47 (58%) 34 (42%) 62,6 66,0 17,4
Grupo B 19 (67,9%) 9 (32,1%) 33,2 30,0 20,0

Nos melanomas genotipados predominaram os melanomas nodulares (38%), seguidos
pelos melanomas acrais (27%) e pelos melanomas de crescimento superficial (26%). Os
lentigos malignos representaram apenas 5% dos casos e outros tipos de melanoma

corresponderam a 4% (Tabela 10).
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Tabela 10. Localizacdo e tipo dos melanomas submetidos a estudo genético.

Frequéncia (n) Percentagem (%)

Localizagdo do melanoma

Cabeca e pescogo 16 19,8%
Tronco 16 19,8%
Membro superior 9 11,1%
Membro inferior 38 46,9%
Ndo classificado 2 2,5%
Total 81 100%
Tipo de melanoma

Léntigo maligno 4 4,9%
Melanoma crescimento superficial 21 25,9%
Melanoma acral 22 27,1%
Melanoma nodular 31 38,3%
Qutros 3 3,7%
Total 81 100%

A localizagdo mais comum dos melanomas analisados foi o membro inferior (47%o),
seguida respectivamente pelo tronco (20%), cabega e pescogo (20%) e membro superior
(11%). Nos casos remanescentes (2%) a localizagdio do tumor nido estava devidamente

identificada nos processos clinicos consultados (Tabela 10).

Tabela 11. Localizacdo e tipo dos nevos melanociticos submetidos a estudo genético.

Frequéncia (n) Percentagem (%)
Localiza¢do do nevo melanocitico
Cabeca e pescogo 10 35,7%
Tronco 10 35,7%
Membro superior 4 14,3%
Membro inferior 4 14,3%
Total 28 100%
Tipo de nevo melanocitico
Juncional 2 7,1%
Composto 7 25%
Dérmico 18 64,3%
Outros 1 3,6%
Total 28 100%
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Os nevos melanociticos adquiridos avaliados foram maioritariamente nevos dérmicos
(64%). Os nevos compostos, juncionais e outros representaram respectivamente 25%, 7% e
4% (Tabela 11). As localizagbes predominantes dos nevos melanociticos submetidos a estudo
genético foram o tronco e a cabeca e pescoco. Cada uma destas areas anatémicas
correspondeu a 36% dos casos, assim como os membros inferiores e os membros superiores

foram, respectivamente, as localizacoes de 14% das lesdes (Tabela 11).

4.1.4. Amostras de tecido seleccionadas para genotipagem

Foram obtidas 135 amostras de tecido fixado em formol e incluido em parafina dos
doentes do grupo A (melanoma): 107 melanomas primarios emparelhados com 27
metastases satélites/em transito e apenas uma metdstase ganglionar. A extrac¢do de DNA em
concentracio e grau de pureza adequados para a genotipagem nao foi possivel em 24
amostras (17,8%). Em 9 das 111 amostras restantes (8,1%), obtiveram-se menos de 18
genotipagens nos 29 ensaios realizados. Assim, as amostras efectivamente genotipadas foram

102 (taxa de exclusio de 24,4%).

250 +

15

150 -

100 -+

Total Grupo A Grupo B

Figura 16. Distribuicdo relativa das amostras de tecido por cada grupo. Tom escuro: amostras excluidas
por extracgdo insuficiente de DNA. Tom claro: amostras excluidas por ndo terem gerado um minimo de 18

(60%) genotipagens bem sucedidas. Tom intermédio: amostras genotipadas.
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Foram obtidas 66 amostras de tecido incluido em parafina correspondentes a nevos
melanociticos de doentes do grupo B. A extraccdo de DNA em concentragdo e grau de
pureza adequados para a genotipagem nao foi exequivel em 32 amostras (48,5%). Das 34
restantes, houve 6 casos de exclusio (17,6%) devido a obtencio de menos de 18
genotipagens bem sucedidas nos 29 ensaios realizados. Assim, as amostras efectivamente
genotipadas foram 28 (taxa de exclusao de 57,6%).

A distribuicao das amostras e a comparagao das taxas de exclusao entre os dois grupos
encontram-se expressas respectivamente nas Fig. 16 e Tabela 12. A extracgao de DNA foi
significativamente mais eficaz nos blocos de parafina dos melanomas do que nos dos nevos
melanociticos (p<0,001), mas nao houve diferenca estatistica entre os grupos quanto a

frequéncia de amostras genotipadas com éxito.

Tabela 12. Amostras excluidas por extrac¢do de DNA em quantidade e/ou qualidade insuficientes e por

genotipagem insatisfatoria.

Exclusdo por extrac¢do de Exclusdo por taxa de
p p
DNA insuficiente [n (%)] genotipagem <60% [n (%)]
Grupo A 24 (17,8%) 9
<0,001 0,119
Grupo B 32 (48,5%) 6

As amostras provenientes dos doentes do grupo A corresponderam a pegas de excisao de
melanomas cutdneos primatios (cédigo A), metistases satélites/em transito de melanoma
(cédigo B) e metastases ganglionares de melanoma (cédigo C). Os dados relativos a
concentragdo do DNA extraido de cada amostra, assim como o respectivo grau de pureza
(definido pelos racios de absorvancia 260/230 nm e 260/280 nm), a utilizacio de glicogénio
para optimizar a concentra¢io do DNA extraido, o volume da amostra e a percentagem de
genotipagens em relagdo as 29 mutacOes testadas encontram-se descriminados em tabela

propria no Apéndice A.
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B Melanomas cutaneos
primarios

81; 79% Metdstases loco-regionais

Figura 17. Amostras provenientes dos doentes do grupo A.

Das 102 amostras provenientes dos 81 doentes do grupo A, 81 (79%) corresponderam a
melanomas cutaneos primarios e 21 (21%) a metastases loco-regionais de melanoma (20
metastases cutaneas satélites/em transito e uma metastase ganglionar), conforme a Figura 17.

As amostras provenientes dos doentes do grupo B corresponderam a nevos melanociticos
adquiridos (codigo D). Os dados relativos a concentragio do DNA extraido de cada amostra
e o tespectivo grau de pureza (definido pelos racios de absorvancia 260/230 nm e 260/280
nm), a utilizacao de glicogénio para optimizar a concentracio do DNA extraido, o volume da
amostra ¢ a taxa de genotipagens em relacio as 29 mutagOes testadas encontram-se

descriminadas em tabela prépria no Anexo A.

4.1.5. Genotipagem

O ensaio respeitante a mutagao DMRT2 P470S foi excluido em virtude dos respectivos
genotipos se terem agrupado com um nivel reduzido de discriminagdo, comprometendo a
precisao e fiabilidade dos dados. Apos esta filtragem, analisaram-se os genétipos relativos as
restantes 28 mutagdes num total de 130 amostras de DNA (102 do grupo A e 28 do grupo

B). Os resultados gerais da genotipagem encontram-se sumarizados na Tabela 13.

Tabela 13. Resultados gerais da genotipagem.

Testes de genotipagem Testes excluidos Amostras genotipadas Amostras excluidas

96.6% (n=28) 3.4% (n=1) 89,7% (n=130) 10,3% (n=15)

Foram detectadas 4 mutagoes distintas nas amostras de DNA genotipadas,
respectivamente nos genes BAI3, DLECI, MYOC e TP63, conforme a Tabela 14.

Descrevem-se as respectivas frequéncias alélicas na Tabela 15.
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A mutagio BAI3 D755N corresponde a uma substituicio G>A no codio 22063,
resultando na troca de aspartato por asparagina na posi¢ao 755 da sequéncia de aminoacidos
da proteina. Esta mutagao foi apontada como deletéria (potencialmente patogénica) pelos
softwares ANNOVAR™ e SIFT™. Foi observada na amostra All. Esta amostra foi
genotipada 3 vezes (Tabela 15). Todavia, o estado heterozigético foi observado em apenas
duas ocasioes. A amostra mutada correspondia a0 melanoma cutaneo primario do caso All,
um homem de 83 anos com um melanoma nodular do dorso, nao ulcerado e com espessura
de 6 mm. O doente tinha metastases ganglionares axilares no momento do diagnostico e,
posteriormente, surgiram metastases satélites e em transito. A doenga teve um desfecho fatal

ap6s um tempo de seguimento de 8 meses.

Tabela 14. MutagGes encontradas nas amostras de melanoma (Grupo A) e de nevos melanociticos (grupo

B).
Gene Mutagao Grupo A Grupo B
BAI3 D755N All
DLEC1 D215N A66, A74, A77 D1, D6
MYO9A G2291V A37
TP63 M499| B19

A mutacao DLEC1 D215N corresponde a uma substituicio G>A no codao 0643,
resultando na troca de aspartato por asparagina na posi¢ao 215 da sequéncia de aminoacidos
da proteina. Esta mutagao nao foi previamente descrita na populagao geral, de acordo com
os dados do 1000 Genomes Project™. Foi observada no estado heterozigético em 3
melanomas cutianeos primarios (casos A66, A74 e A77). As amostras A6G6 e A74 foram
genotipadas quatro vezes e o estado heterozigotico foi identificado em trés dessas ocasioes.
Na amostra A77 esta mutagdo ocorreu em heterozigtia nas 3 vezes que foi genotipada
(Tabela 15).

O caso A66 correspondia a uma mulher de 66 anos com um melanoma de crescimento
superficial da perna esquerda, ndao ulcerado e com 1,2 mm de espessura, estando viva e livre

de doenga apds 35 meses de seguimento.
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O caso A74 diz respeito a uma mulher de 88 anos com um melanoma nodular da face,
nao ulcerado, com espessura de 7,2 mm, que veio a evidenciar metastizagao ganglionar e,
posteriormente, metastizacao pulmonar com desfecho fatal 20 meses apds o diagnéstico.

O caso A77 correspondia a uma mulher de 67 anos com um melanoma de crescimento
superficial da perna esquerda, nao ulcerado, com espessura de 0,6 mm, estando viva e livre
de doencga apds 113 meses de seguimento.

Esta mutacido foi observada em dois nevos melanociticos dérmicos, um no tronco (caso
B1) e outro na face (caso B6). A mutacao foi identificada sempre em estado de heterozigotia
nas 3 genotipagens efectuadas em ambas as amostras (Tabela 15). Nao se observou diferenca
estatisticamente significativa (p=0,293) da frequéncia alélica da variante DLEC1 D215N
entre as amostras de nevos melanociticos e as amostras de melanoma.

A mutagago MYO9A G2291V corresponde a uma substituicio G>T no codao 6872,
resultando na troca de glicina por valina na posi¢ao 2291 da sequéncia de aminoacidos da

proteina. Esta mutacdo foi apontada como deletéria (potencialmente patogénica) pelos

softwares ANNOVAR™ e SIFT™. A mutacio foi observada no melanoma primario do caso
A37, uma mulher de 60 anos com um melanoma nodular, ulcerado, com 5,1 mm de
espessura, localizado na perna direita. Esta amostra foi genotipada 3 vezes e o estado de
heterozigotia s6 foi revelado numa das ocasides (Tabela XV). Durante o seguimento,
surgiram metastases ganglionares e metastases em transito. Duas destas metastases em
transito foram analisadas e ndo revelaram a presenca da mutagio (3 genotipagens efectuadas).
A doente estava viva com doenga loco-regional aos 11 meses de seguimento.

A mutagao TP63 M4991 corresponde a uma substituicido G>T no codao 1497, resultando
na troca de um residuo de metionina por outro de isoleucina na sequéncia de aminoacidos da
proteina. Esta mutac¢do foi apontada como deletéria (potencialmente patogénica) pelos
softwares ANNOVAR™ e SIFT™. Foi observada em heterozigotia num unico ensaio de
genotipagem de uma metastase em transito de melanoma do caso A76, um doente do sexo
masculino de 77 anos com um melanoma nodular da face, nio ulcerado, com 6 mm de
espessura. A mesma mutac¢ao nao foi observada na amostra relativa ao melanoma primario.
O doente, que veio a evidenciar metastizagdo ganglionar regional e pulmonar, morreu por
progressao da doenga 66 meses ap6s o diagndstico.

A comparacao da frequéncia das mutagoes observadas em ambos os grupos encontra-se
descrita na Tabela 17. Nao houve diferenca estatistica na frequéncia de mutagdes DLECI

D215N entre os melanomas e os nevos melanociticos (p=0,601).
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Tabela 15. Frequéncia alélica das mutag¢des nas amostras de melanoma e nos nevos melanociticos.
Potencial patogénico previsto pelas ferramentas bioinformaticas.

Potencial Frequéncia alélica Frequéncia alélica
patogénico Frequéncia alélica
Gene Mutagao (melanoma) (nevos) p
(ANNOVAR™) (1000 Genomes Project™)
(SIFT™) (n=102) (n=28)
BAI3 D755N Sim 0,0098 0 1,0 0
DLEC1  D215N Nao 0,0294 0,0714 0,293 0
MYO9A G2291V Sim 0,0098 0 1,0 0
TP63 M499| Sim 0,0098 0 1,0 0

Tabela 16. Mutacdes observadas e respectivos gendtipos. HT: heterozigoto. @: sem mutacio.

Caso Amostra Mutagao Gendtipo
All All BAI3_D755N 2XxHT+1x0@
A66 A66 3xHT+1x0@
A74 A74 3xHT+1x@
A77 A77 DLEC1_D215N 3xHT
Bl D1 3x HT
B6 D6 3x HT
A37 I1xHT+2x @
A37 B12 MYO9A_G2291V 3xP
B13 3x@
A76 3x@
A76 TP63_M499I
B19 1xHT+3x0@
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Tabela 17. Frequéncia das mutag¢Ges BAI3 D755N, DLEC1 D215N, MYO9A G2291V e TP63 MA499I nos

doentes com melanoma (grupo A) e nos doentes com nevos melanociticos (grupo B).

Grupo A (n=81) Grupo B (n=28) P
BAI3_D755N 1(1,2%) 0 1,0
DLEC1_D215N 3(3,7%) 2(7,1%) 0,601
MYO9A_G2291V 1(1,2%) 0 1,0
TP63_M499I 1(1,2%) 0 1,0

4.2.  Estudo clinico retrospectivo

4.2.1. Distribuigdo das variaveis clinico-patologicas

A distribuicao das variaveis clinico-patolégicas avaliadas na amostra encontra-se expressa
nas Tabelas 18 a 24. Todos os doentes eram de raca caucasiana. Salienta-se uma idade média
de 61,2 anos (25-95 anos), com mediana de 66 anos e desvio-padrio de 16,5 anos. Houve
uma clara predominancia feminina (62,5%), correspondendo a uma relagdo
masculino:feminino de 0,6.

O tempo médio de seguimento dos doentes foi de 56,7 meses (desvio-padrao de 48,1

meses; mediana de 49 meses), variando desde 1 a 372 meses.

Tabela 18. Distribui¢cao em fungdo do sexo e da idade.

Idade (anos)

Intervalo
Sexo n (%) Média Desvio-padrao Mediana
Interquartil
Masculino 78 (37,5%) 62,3 15,2 66 26,25
Feminino 130 (62,5%) 60,5 17,3 63 22,75
TOTAL 208 (100%) 61,2 16,5 65,5 25,0
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Tabela 19. Distribui¢do por grupo etério.

0-20 anos 21-40 anos 41-60 anos 61-80 anos >80 anos
Freq. 0 27 61 99 21
% 0 13% 29,3% 47,6% 10,1%
Tabela 20. Localizagdo do melanoma. NC: nao classificado.
Cabeca e pescogo Tronco Membro superior Membro inferior NC
Freq. 32 59 19 92 6
% 15,4% 28,4% 9,1% 44,2% 2,9%
Tabela 21. Distribui¢cdo em fung¢do do tipo de melanoma.
M. crescimento Melanoma
Léntigo maligno Melanoma acral Outros
superficial nodular
Freq. 7 66 44 61 30
% 3,4% 31,7% 21,1% 29,3% 14,4%

Tabela 22. Distribuicdo em func¢do da categoria T da classificagdo TNM (AJCC 2009).

T Espessura Frequéncia Percentagem

Tis In situ 11 5,3%

T1 0-1 mm 24 11,5%

T2 1,01-2 mm 54 26%

T3 2,01-4 mm 39 18,8%

T4 >4 mm 63 30,3%
N3o classificado 17 8,2%
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Tabela 23. Ulceragdo do tumor primario.

Frequéncia Percentagem
Ausente 155 74,5%
Ulceragao
Presente 53 25,5%
Total 208 100%

A espessura média dos melanomas foi de 3,9 mm (desvio-padrio de 4,1 mm), variando de
melanoma 7z situ até um valor maximo de 20 mm. A mediana da espessura foi de 2,4 mm
(intervalo interquartil de 4,4 mm). A distribuicao dos melanomas primarios por categoria T
da classificacio TNM (Tis a T4) esta exposta na Tabela 22.

A ulceragao ocorreu em 25,5% dos melanomas primarios (Tabela 23). As metastases
satélites/em transito afectaram 39,9% dos doentes, tendo as metastases ganglionares
regionais e as metastases a distancia ocorrido em 20,2% e 31,7%, respectivamente (Tabela
24).

Aproximadamente 1/3 dos doentes (30,8%) tiveram um desfecho fatal relacionado com a

progressao do melanoma (Tabela 24).

Tabela 24. Metastizagdo em transito, metastizagcdo ganglionar regional, metastizacdo a distancia e morte

por melanoma.

Frequéncia Percentagem
Metdéstases satélites/em transito 83 39,9%
Metdstases ganglionares regionais 42 20,2%
Metastases distantes 66 31,7%
Morte por melanoma 64 30,8%

Naio se encontrou diferenca estatistica na distribuicao etaria entre homens e mulheres,
quer em relagdo a média etaria (Fig. 18), quer em relagao a distribuigao pelos varios grupos

etarios (Tabela 25).
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Figura 18. Idade em fungdo do sexo (p=0,524).

Tabela 25. Distribui¢do por grupo etdrio em fungdo do sexo.

Grupo etario (anos)

21-40 41-60 61-80 >80

Feminino 20 (74,1%) 38 (62,3%) 58 (58,6%) 14 (66,7%)
Sexo 0,405
Masculino 7 (25,9%) 23 (37,7%) 41 (41,4%) 7 (33,3%)

Total 27 (100%) 61 (100%) 99 (100%) 21 (100%)

O tronco foi a localizagao mais frequente dos melanomas no sexo masculino e o membro

inferior no sexo feminino (Tabela 26), facto que teve significado estatistico (p<<0,001).

Tabela 26. Localizagdo do melanoma em fungdo do sexo.

Localizagdo anatémica

Cabega e Membro Membro Ndo P
Sexo Tronco . . . .
pescogo superior inferior classificado
Feminino 22 (16,9%) 21 (16,2%) 14 (10,8%) 71 (54,6%) 2 (1,5%)
<0,001
Masculino 10 (12,8%) 38 (48,7%) 5 (6,4%) 21 (26,9%) 4 (5,1%)
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A frequéncia dos varios tipos de melanoma (Tabela 27) diferiu entre os dois sexos
(p=0,04). O léntigo maligno e o melanoma acral foram significativamente mais comuns no
sexo feminino, ja que 85,7% e 72,7% dos casos, respectivamente, ocorreram em mulheres.

Ao invés, os melanomas nodulares ocorreram preferencialmente nos homens.

Tabela 27. Tipo de melanoma em fungdo do sexo.

Localizacdo anatomica

. Melanoma
Léntigo . Melanoma Melanoma
Sexo . crescimento Outros P
maligno . acral nodular
superficial
Feminino 6 (4,6%) 40 (30,8%) 32 (24,6%) 30 (23,1%) 22 (16,9%)
0,04
Masculino 1(1,3%) 26 (33,3%) 12 (15,4%) 31 (39,7%) 8 (10,3%)

A espessura média do melanoma foi de 3,4 mm no sexo feminino (desvio-padriao de 3,6
mm; mediana de 2,1 mm) e de 4,8 mm no sexo masculino (desvio-padrio de 4,8 mm;
mediana de 3,2 mm). Apesar de se ter documentado uma espessura média significativamente
mais elevada nos doentes do sexo masculino (Fig. 23 e Tabela 28), nao se observou diferenca
estatistica entre 0s sexos no que respeita a distribui¢iao por categoria T da classificagago TNM

(Tabela 29).
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Figura 19. Espessura do tumor primario em fungdo do sexo (p=0,024).
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Tabela 28. Espessura do tumor primario em fungao do sexo.

Espessura do tumor (mm)

P
Média Desvio-padrao Mediana
Feminino 3,4 3,6 2,1
Sexo 0,024
Masculino 4,8 4,8 3,2

A presenca de ulceragao do tumor primario foi ligeiramente superior no sexo masculino
(26,9% wversus 24,6% no sexo feminino), diferenca que, no entanto, nao teve significado

estatistico (Tabela 30).

Tabela 29. Distribuicdo dos melanomas por categoria T da classificagdo TNM (AJCC 2009) em fung¢do do

sexo.
Espessura (categoria T)
P

Sexo In situ 0-1mm 1,01-2 mm 2,01-4 mm >4 mm
Feminino 7 (63,6%) 19 (79,2%) 32 (59,3%) 27 (69,2%) 33 (52,4%)

0,085
Masculino 4 (46,4%) 5(20,8%) 22 (40,7%) 12 (30,8%) 30 (47,6%)
Total 11 (100%) 24 (100%) 54 (100%) 39 (100%) 63 (100%)
Tabela 30. Ulceragdo do tumor primario em fung¢do do sexo.

Ulceragao
Ausente Presente P
Sexo Feminino 98 (75,4%) 32 (24,6%) 0,712
Masculino 57 (73,1%) 21 (26,9%)

Conforme a Tabela 31 e a Fig. 20, observou-se uma diferenca estatisticamente
significativa da idade média dos doentes consoante a localizagio do melanoma. A
comparagao multipla (teste de Bonferroni) revelou que os doentes com melanoma da cabega
e pescogo eram significativamente mais velhos do que os com melanoma do tronco
(p=0,002). Da mesma forma, os doentes com melanoma do tronco eram mais jovens do que
aqueles cujo melanoma se localizava no membro inferior (p=0,049).

A localizagao do melanoma mostrou-se estatisticamente distinta nos diversos grupos

etarios (p=0,042). Porém, efectuadas comparag¢oes multiplas pelo teste de Bonferroni, apenas
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se verificou diferencga estatistica (p=0,032) entre a localizagao “cabega e pescoco”, que teve

frequéncia crescente com a idade, e a localizagio “tronco”, que predominou nos estratos
etarios mais jovens e foi diminuindo com a progressao etaria (Tabela 32).

A idade média dos doentes também foi estatisticamente diferente em fungao do tipo de
melanoma. A média etaria dos doentes com léntigo maligno foi a mais elevada (69,7 anos),
enquanto a dos que tiveram um melanoma de crescimento superficial (56,8 anos) foi a mais
baixa (Tabela 31 e Fig. 21). As comparagdes multiplas de Bonferroni permitiram evidenciar
que os doentes com melanoma acral eram significativamente mais velhos do que os que
tiveram outro tipo de melanoma ou melanoma de crescimento superficial (p=0,032 e
p=0,005, respectivamente). A distribuicdo dos tipos de melanoma ao longo dos grupos
etarios revelou igualmente diferencas estatisticamente significativas (Tabela 33). A frequéncia
do melanoma de crescimento superficial foi decrescendo a medida que o estrato etario foi
subindo, o que diferiu significativamente do melanoma acral, cuja frequencia foi aumentando
de acordo com o avango do estrato etario (p=0,008). Os outros tipos de melanoma, que
também foram cada vez menos frequentes com o avango etario, também se distinguiram

estatisticamente dos melanomas acrais (p=0,042).

Tabela 31. Idade em fungdo da localizagdo e do tipo de melanoma. DP: desvio-padrdo. Q: quartil.

Idade (anos)

Intervalo
Média Desvio-padrao Mediana p
interquartil
Localizacao
Cabeca e pescogo 68,4 12,4 71,0 19,0
Tronco 54,9 16,2 57,0 25,0 0,003
Membro superior 61,2 19,2 65,0 32,0
Membro inferior 62,8 15,9 65,0 23,5
N3o classificado 60,3 22,5 59,5 29,25
Tipo anatomo-clinico
Léntigo maligno 69,7 12,9 75,0 20,0
Mel. cresc. superf. 56,8 15,0 58,0 22,0 0,001
Melanoma acral 67,4 14,7 71,0 22,0
Melanoma nodular 63,2 17,5 67,0 26,5
Outros 55,5 17,2 58,5 30,5
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Figura 20. Idade em fungdo da localizagdo do melanoma (p<0,05).

Tabela 32. Localizagdo do melanoma por grupo etario.

Grupo etdrio

21-40 anos 41-60 anos 61-80 anos >80 anos P

Local Cabega e pescogo 1 (4%) 8 (13%) 18 (18%) 5(24%)

Tronco 13 (48%) 18 (29%) 27 (27%) 1 (5%)

Membro superior 3(11%) 4 (7%) 9 (9%) 3 (14%)

0,042

Membro inferior 9 (33%) 29 (48%) 43 (44%) 11 (52%)

N3o classificado 1 (4%) 2 (3%) 2 (2%) 1 (5%)

Total 27 (100%) 61 (100%) 99 (100%) 21 (100%)

A espessura média aumentou gradualmente com a progressao do grupo etario (p<0,001)
(Tabela 34 e Fig. 22), mostrando que a medida que o estrato etario se eleva ha uma tendéncia
para encontrar tumores mais espessos. Paralelamente, a categoria T4 da classificagago TNM

(Tabela 35) também aumentou progressivamente desde o grupo etario dos 21-40 anos até ao

grupo de doentes com idade superior a 80 anos (p=0,002).

Pag. | 102



Oncogénese e Progressdo do Melanoma
Analise Mutacional e Estudo Clinico Retrospectivo

100,00+

80,007

60,00

Idade

40,007

20,00

T T T T T
Léntigo maligno Melanoma Melanoma acral  Melanoma nodular Outros
crescimento
superficial

Tipo

Figura 21. Idade em funcdo do tipo de melanoma (p<0,05).

Tabela 33. Tipo de melanoma por grupo etario.

Grupo etdrio

21-40 anos 41-60 anos 61-80 anos >80 anos p

Tipo Léntigo maligno 0 2 (3%) 4 (4%) 7 (26%)

M. crescimento

11 (41%) 24 (39%) 30 (31%) 1 (4%)

superficial

Melanoma acral 1 (4%) 12 (20%) 22 (22%) 9 (33%) 0,014

Melanoma nodular 8 (29%) 15 (25%) 28 (28%) 10 (37%)

Outros 7 (26%) 8 (13%) 15 (15%) 0

Total 27 (100%) 61 (100%) 99 (100%) 21 (100%)

Tabela 34. Espessura do tumor primario por grupo etario.

Grupo etario

21-40 anos 41-60 anos 61-80 anos >80 anos ¢]
Média 2,7 mm 3,3mm 4,2 mm 6,6 mm <0,001
Espessura
Mediana 1,4 mm 1,8 mm 2,8 mm 6,0 mm
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A espessura média foi de 4,1 mm nos melanomas da cabe¢a e pescoco (mediana de 3,0
mm), 4,4 mm nos do tronco (mediana de 2,5 mm), 3,9 mm nos dos membros superiores
(mediana de 1,9 mm), 3,6 mm nos dos membros inferiores (mediana de 2,0 mm) e 3,4 mm
nos de localizagao nao classificada (mediana de 3,2 mm). A diferenga entre a espessura média
de tumores localizados em varias regides anatémicas nao foi estatisticamente significativa

(Fig. 23).

Tabela 35. Categoria T da classificagdo TNM (AJCC 2009) por grupo etario.

Grupo etéario

21-40 anos 41-60 anos 61-80 anos >80 anos P
T In situ 5 (19%) 2 (3%) 2 (2%) 2 (10%)
0-1,0 mm 4 (15%) 8 (14%) 11 (13%) 1 (5%)
1,01-2,0 mm 8 (31%) 22 (39%) 23 (26%) 1(5%)
0,002
2,01-4,0 mm 3 (12%) 13 (23%) 21 (24%) 2 (10%)
>4,0 mm 6 (23%) 12 (21%) 31 (35%) 14 (70%)
Total 26 (100%) 57 (100%) 88 (100%) 20 (100%)
76 68
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Figura 22. Espessura do tumor primario em func¢do do grupo etario (p<0,001).

Pag. | 104



Oncogénese e Progressdo do Melanoma
Analise Mutacional e Estudo Clinico Retrospectivo

Os melanomas de crescimento superficial, melanomas acrais e melanomas nodulares
tiveram, respectivamente, espessuras médias de 1,9 mm (mediana de 1,3 mm), 4,1 mm
(mediana de 2,4 mm) e 6,1 mm (mediana de 5,1 mm), respectivamente. A espessura média
dos léentigos malignos foi de 3,5 mm (mediana de 2,4 mm) e a de outros tipos anatomo-
clinicos foi 3,7 mm (mediana de 2,0 mm). A diferenca da espessura média (Fig. 23) foi
estatisticamente significativa entre os varios tipos anatomo-clinicos (p<0,001). As
comparagoes multiplas entre tipos distintos de melanoma resultaram em diferengas
significativas entre melanoma de crescimento superficial e melanoma acral (p=0,025),
melanoma de crescimento superficial e melanoma nodular (p<0,001), melanoma acral e
melanoma nodular (p=0,002) e, finalmente, outros tipos de melanoma e melanoma nodular
(P=0,000).

Observou-se que quanto mais elevado o estrato etario, maior a propor¢ao de melanomas
primarios ulcerados (Tabela 306), facto que se revestiu de significado estatistico (p<0,001).

A ulceragdo do tumor primario ndo foi estatisticamente diferente nas varias regies
anatoémicas do tegumento (Tabela 37). Em relacao aos varios tipos de melanoma, aqueles que
se associaram a uma propor¢ao significativemente maior de tumores ulcerados foram, por

esta ordem, os melanomas nodulares ¢ os melanomas acrais (Tabela 38).

20,00 * *

15,00 o o

10,00

Espessura

5,00

.00

T T T T T
Cabega e pescogo Tronco Membro superior Membro inferior Néo classificado

Localizagdo

Figura 23. Espessura do tumor primario em fungdo da localizagdo (p=0,716).
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Figura 24. Espessura do tumor primario em fungdo do tipo de melanoma (p<0,001).

Tabela 36. Ulceragdo do tumor primario por grupo etario.

Grupo etario

Ulceragao 21-40 anos 41-60 anos 61-80 anos >80 anos P
Ausente 24 (89%) 53 (87%) 69 (78%) 9 (43%)
<0,001
Presente 3(11%) 8 (13%) 20 (22%) 12 (57%)
Total 27 (100%) 61 (100%) 99 (100%) 21 (100%)
Tabela 37. Ulceragdo do tumor primario em fungdo da localizagao.
Localizagdo do melanoma
Cabeca e Membro Membro Nao
Tronco P
Ulceragao pescogo superior inferior classificado
Ausente 28 (87%) 43 (73%) 12 (63%) 67 (73%) 5 (83%)
0,319
Presente 4 (13%) 16 (27%) 7 (37%) 25 (27%) 1(17%)
Total 32 (100%)  59(100%) 19 (100%) 92 (100%) 6 (100%)
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Tipo de melanoma

Melanoma
Léntigo Melanoma Melanoma
crescimento Outros p
maligno acral nodular
Ulceragao superficial
Ausente 6 (86%) 60 (91%) 27 (61%) 35 (57%) 27 (90%)
<0,001
Presente 1(14%) 6 (9%) 17 (39%) 26 (43%) 3 (10%)
Total 7 (100%) 66 (100%) 44 (100%) 61 (100%) 30 (100%)
76 68
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Figura 25. Espessura do tumor primario em fungao da ulceragdo (p<0,001).

A espessura média dos melanomas ulcerados foi de 7,0 mm (mediana de 5,6 mm), contra
os 2,9 mm dos tumores nao ulcerados (mediana de 1,6 mm). Os tumores ulcerados tiveram
uma espessura significativamente maior (Fig. 25). Em concordancia, a propor¢io de

melanomas ulcerados foi maior nos tumores classificados como T3 e T4 (Tabela39).
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Tabela 39. Ulceragdo do tumor primario em fungdo da categoria T da classificagdo TNM (AJCC 2009).

Categoria T
Ulceragao In situ 0-1,0mm 1,01-2,0 mm 2,01-4,0 mm >4 mm ¢]
Ausente 11 (100%) 23 (96%) 49 (91%) 26 (67%) 31 (49%)
<0,001
Presente 0 1 (4%) 5 (9%) 13 (33%) 32 (51%)
Total 11 (100%) 24 (100%) 54 (100%) 39 (100%) 63 (100%)

O léntigo maligho ocorreu exclusivamente na cabe¢a e pescogco. O melanoma de
crescimento superficial predominou no tronco e no membro inferior. O melanoma acral foi
mais comum no membro inferior, quando comparado com o membro superior (88,6 versus
11,4%) e o melanoma nodular distribuiu-se de um modo sensivelmente uniforme pelas

diversas regioes anatémicas (Tabela 40).

Tabela 40. Tipo de melanoma em fun¢do da localizagao.

Localizagdo
Cabecga e Membro Membro Nao
Tronco p
Tipo pescog¢o superior inferior classificado
Léntigo maligno 7 (22%) 0 0 0 0
M. cresc. superf. 4 (12%) 29 (49%) 4 (21%) 28 (30%) 1(17%)
Melanoma acral 0 0 5(26%) 39 (42%) 0 <0,001
Melanoma nodular 15 (47%) 19 (32%) 8 (42%) 17 (19%) 2 (33%)
Outros 6 (19%) 11 (19%) 2 (11%) 8 (9%) 3 (50%)
Total 32 (100%) 59 (100%) 19 (100%) 92 (100%) 6 (100%)

Dos factores clinico-patolégicos que se relacionaram com uma maior frequéncia de
metastases em transito na andlise univariada, salientam-se a idade, a espessura do tumor
primario, a ulceragao e o tipo anatomo-clinico (Tabela 41). Assim, a idade dos doentes com
metastases em transito (média de 66,6 anos e mediana de 69,5 anos) foi superior a daqueles
que nio tiveram aquele tipo de metastases (média de 59,8 anos e mediana de 63 anos),

diferenca que teve significado estatistico (p=0,016). A espessura média do tumor primario foi
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de 6,5 mm (mediana de 6,0 mm) nos doentes com metastases em transito contra os 3,3 mm

(mediana de 1,9 mm) dos tumores dos doentes que nao tiveram aquele tipo de metastases

(p<0,001). A ulceracio do tumor primario conferiu um risco de 2,5 vezes (IC 95%: 1,2-5,0)

de desenvolver metastases em transito (avaliado pelo odds ratio). Os melanomas nodulares

(32,8%), seguidos pelos melanomas acrais (18,2%), foram os tipos de melanoma que se
associaram a maior frequéncia de metastases em transito.

Nao obstante, apds a realizagao da regressao logistica, apenas a espessura permaneceu

preditiva da metastizag¢ao em transito.

Tabela 41. Metastases em transito em funcdo do sexo, idade, espessura, ulceragao, localizagdo e tipo de

melanoma. An. univar.: andlise univariada. Reg. log.; regressao logistica.

Metastases em transito An. univar. Reg. log.
Nao Sim o] p

Sexo Feminino 108 (83,1%) 22 (16,9%) 0,129 _
Masculino 58 (74,4%) 20 (25,6%)

Idade (anos) Média 59,8 66,6 0,016 0,328

Mediana 63,0 69,5
Espessura (mm) Média 3,3 6,5 <0,001 0,008
Mediana 1,9 6,0

Ulceragdo Ausente 130 (83,9%) 25 (16,1%) 0,013 0,457
Presente 36 (67,9%) 17 (32,1%)

Localizagdo Cabecga e pescoco 27 (84,4%) 5 (15,6%)
Tronco 47 (79,7%) 12 (20,3%)
Membro superior 14 (73,7%) 5(26,3%) 0,648 T
Membro inferior 72 (78,3%) 20 (21,7%)
Nao classificado 6 (100%) 0

Tipo Léntigo maligno 7 (100%) 0 0,999
M. cresc. superf. 57 (86,4%) 9 (13,6%) 0,753
Melanoma acral 36 (81,8%) 8 (18,2%) 0,042 0,963
Melanoma nodular 41 (67,2%) 20 (32,8%) 0,410
Outros 25 (83,3%) 5(16,7%) —

Na analise univariada, as metastases ganglionares (Tabela 42) ocorreram mais
frequentemente no sexo masculino do que no sexo feminino (p=0,004), o que se traduziu
num odds ratio de 2,3 (IC 95%: 1,3-4,1). A espessura voltou a ter influéncia na probabilidade
de ocorréncia de metastizagdo ganglionar regional (p<<0,001), observavel na diferenga de
espessura entre os que tiveram e 0s que ndo tiveram metastases ganglionares: espessura

média de 6,1 mm (mediana de 5,0 mm) versus 2,6 mm (mediana de 1,5 mm). Relativamente a
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ulceracdo, calculou-se um odds ratio de 3,1 vezes (IC 95%: 1,6-5,9). O melanoma nodular
(63,9%) e, em menor propor¢ao, o melanoma acral (38,6%) relacionaram-se com uma maior
tendéncia de metastizagdo ganglionar. Na regressao logistica, no entanto, apenas a espessura

permaneceu como factor preditivo de metastizagao ganglionar regional (p=0,001).

Tabela 42. Metastases ganglionares regionais em fun¢do do sexo, idade, espessura, ulceragao, localizagdo

e tipo de melanoma. An. univar.: analise univariada. Reg. log.; regressao logistica.

Metastases ganglionares An. univar. Reg. log.
Nao Sim ¢] ¢]

Sexo Feminino 88 (67,7%) 42 (32,3%) 0,004 0,367
Masculino 37 (47,4%) 41 (52,6%)

Idade (anos) Média 60,2 62,5 0,322 0,334

Mediana 64,0 67,0
Espessura (mm) Média 2,6 6,1 <0,001 0,001
Mediana 1,5 5,0

Ulceragdo Ausente 104 (67,1%) 51(32,9%) <0,001 0,434
Presente 21 (39,6%) 32 (60,4%)

Localizagdo Cabeca e pescogo 23 (71,9%) 9(28,1%)
Tronco 32 (54,2%) 27 (45,8%)
Membro superior 11 (57,9%) 8 (42,1%) 0,561 o
Membro inferior 56 (60,9%) 36 (39,1%)
N3o classificado 3 (50%) 3 (50%)

Tipo Léntigo maligno 7 (100%) 0 0,999
M. cresc. superf. 53 (80,3%) 13 (19,7%) 0,238
Melanoma acral 27 (61,4%) 17 (38,6%) <0,001 0,710
Melanoma nodular 22 (36,1%) 39 (63,9%) 0,411
Outros 16 (53,3%) 14 (46,7%) —

Quanto a metastizagao a distancia (Tabela 43), os homens tiveram um risco acrescido de
2,2 vezes, avaliado pelo odds ratio (p=0,011; IC 95%: 1,9-3,9). A espessura dos melanomas
que progrediram para doenga distante (média de 6,2 mm e mediana de 4,6 mm) também foi
significativamente maior do que a dos que nao progrediram (média de 3,1 mm e mediana de
1,7 mm). A ulceragiao conferiu um risco de 3,1 vezes de ter metastases distantes (p<0,001; IC
95%: 1,6-5,9). Os melanomas nodulares (49,2%) e os outros tipos distintos de melanoma
(43,3%) desenvolveram mais frequentemente metastases distantes (p<0,001). Na analise
multivariada, apenas a espessura (p=0,015) e a ulceragio (0,04) se associaram

significativamente a maior taxa de metastases distantes, apesar do sexo ter ficado préoximo do
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nfvel de significancia estatistica (p=0,00), mostrando uma tendéncia aparentemente maior

dos homens desenvolverem metistases distantes.

Tabela 43. Metastases distantes em fungdo do sexo, idade, espessura, ulceragdo, localizagdo e tipo de
melanoma. An. univar.: andlise univariada. Reg. log.; regressao logistica.

Metastases distantes An. univar. Reg. log.
Nao Sim P p

Sexo Feminino 97 (74,6%) 33 (25,4%) 0,011 0,06
Masculino 45 (57,7%) 33 (42,3%)

Idade (anos) Média 60,8 62,1 0,656 0,226

Mediana 65,0 66,0
Espessura (mm) Média 3,1 6,2 <0,001 0,015
Mediana 1,7 4,6

Ulceragao Ausente 116 (89,2%) 39 (10,8%) <0,001 0,04
Presente 26 (49,1%) 27 (50,9%)

Localizagdo Cabecga e pescoco 24 (75%) 8 (25%)
Tronco 39 (66,1%) 20 (33,9%)
Membro superior 13 (68,4%) 6(31,6%) 0,388 T
Membro inferior 64 (69,6%) 28 (30,4%)
N3do classificado 2 (33,3%) 4 (66,7%)

Tipo Léntigo maligno 7 (100%) 0 0,999
M. cresc. superf. 56 (84,9%) 10 (15,1%) 0,327
Melanoma acral 31(70,4%) 13 (29,6%) <0,001 0,358
Melanoma nodular 31 (50,8%) 30 (49,2%) 0,589
Outros 17 (56,7%) 13 43,3%) —

Os homens tiveram um risco de morte relacionada com o melanoma de 2,1 vezes
(p=0,013; IC 95%: 1,2-3,9), conforme avaliado pelo odds ratio (Tabela 44). Os doentes que
morreram em consequéncia do melanoma tiveram uma espessura significativamente mais
elevada (média de 6,1 mm; mediana de 4,7 mm) do que os doentes que permaneceram vivos
durante o tempo de seguimento (média de 3,0 mm; mediana de 1,6 mm). A ulceracao
conferiu um risco de 2,9 vezes de morte relacionada com o melanoma (p<0,001; IC 95%:
1,5-5,7). Houve diferenca estatistica na mortalidade relacionada com o tipo de melanoma, em
particular devido ao melanoma nodular (mortalidade de 47,5%) e a outros tipos distintos de
melanoma (mortalidade de 40%). Apds a regressao logistica, a significancia estatistica apenas

se manteve em relagao a espessura.
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Tabela 44. Morte por melanoma em funcdo do sexo, idade, espessura, ulceragdo, localizagdo e tipo de

melanoma. An. univar.: andlise univariada. Reg. log.; regressao logistica.

Morte por melanoma An. univar. Reg. log.
Nao Sim ¢] ¢]
Sexo Feminino 98 (75,4%) 32 (24,6%) 0,013 0,222
Masculino 46 (58,9%) 32 (41,1%)
Idade (anos) Média 60,2 63,4 0,228 0,884
Mediana 63,5 66,5
Espessura (mm) Média 3,0 6,2 <0,001 0,006
Mediana 1,6 4,7
Ulceragdo Ausente 117 (75,5%) 38 (24,5%) 0,001 0,283
Presente 27 (50,9%) 26 (49,1%)
Localizagdo Cabeca e pescogo 25 (78,1%) 7 (21,9%)
Tronco 39 (66,1%) 20 (33,9%)
Membro superior 13 (68,4%) 6 (31,6%) 0,267 T
Membro inferior 65 (70,7%) 27 (29,3%)
Nao classificado 2 (33,3%) 4 (66,7%)
Tipo Léntigo maligno 7 (100%) 0 0,999
M. cresc. superf. 55 (83,3%) 11 (16,7%) 0,223
Melanoma acral 32 (72,7%) 12 (27,3%) 0,001 0,234
Melanoma nodular 32 (52,5%) 29 (47,5) 0,910
Outros 18 (60%) 12 (40%) —

O risco de morte relacionada com o melanoma, avaliado pelo odds ratio (Tabela 45) foi de

6,3 vezes (IC 95%: 3,0-13,0) nos doentes que tiveram metastases em transito, 12 vezes (IC

95%: 5,9-24,4) nos que tiveram metastases ganglionares e 345 vezes nos que tiveram

metastases distantes (IC 95%: 93,9-1267,1).

Tabela 45. Risco de morte por melanoma em fungdo da presenga de metastases em transito, ganglionares

regionais e a distancia.

Morte por melanoma

Ndo Sim P Odds ratio
Metastases em transito Nao 129 (77,7%) 37 (22,3%)
Sim 15 (35,7%) 27 (64,3%) <0,001 6,3
Metastases ganglionares N3o 111 (88,8%) 14 (11,2%)
Sim 33 (39,8%) 50 (60,2%) <0,001 12,0
Metastases distantes Nao 138 (97,2%) 4(2,8%)
Sim 6(9,1%) 60 (90,9%) <0,001 345,0
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Em relagao a sobrevivéncia global (Fig. 26), o tempo médio de sobrevivéncia foi de 166
meses (mediana de 148 meses). A sobrevivéncia aos 30 meses foi de 94,1% e aos 60 meses de

87,4%
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Figura 26. Sobrevivéncia global.

O tempo médio de sobrevivéncia foi significativamente maior nas mulheres (média de 227
meses e mediana de 372 meses) do que nos homens (média de 105 meses e mediana de 106
meses). A sobrevivéncia dos homens foi significtivamente menor do que a das mulheres

(p=0,003), conforme analise das curvas de sobrevivéncia (Fig. 27).
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Figura 27. Sobrevivéncia em fungdo do sexo (p=0,003).
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Nao se observou diferenga estatisticamente significativa na sobrevivéncia global por

grupo etario (p=0,402), conforme se pode verificar nas curvas de sobrevivéncia (Fig. 28).
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Figura 28. Sobrevivéncia em func¢io do grupo etério (p=0,402).

A sobrevivéncia global por categoria T da classificagago TNM da AJCC (Fig. 29) foi
diminuindo progressivamente de T1 a T4 (p<0,001). Os melanomas 7z situ tiveram uma
sobrevivéncia média de 131 meses, enquanto esta foi de 151 meses nos melanomas T1, 276

meses nos melanomas T2, 117 meses nos melanoms T3 e 51 meses nos melanomas T4.
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Figura 29. Sobrevivéncia em func¢do da categorias T do melanoma (p<0,001).
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A ulceragio foi preditiva de uma menor sobrevivéncia global (Fig 30). O tempo médio de
sobrevivéncia dos doentes com ulceracao foi de 110 meses (mediana de 54 meses), enquanto

o daqueles com tumores nao ulcerados foi de 116 meses (mediana de 148 meses).
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Figura 30. Sobrevivéncia em func¢do da ulceracdo do melanoma (p<0,001).

As curvas de sobrevivéncia global nao variaram significativamente em fung¢ao da

localizacao do melanoma primario (p=0,073), conforme se infere da observagao da Fig. 31.
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Figura 31. Sobrevivéncia em func¢do da localizagdo do melanoma (p=0.073).
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A sobrevivéncia dos doentes diferiu significativamente em fun¢dao do tipo de melanoma
(Fig. 32). A sobrevivéncia foi maior no léntigo maligno, diminuindo sucessivamente do
melanoma de crescimento superficial para o melanoma acral, outros tipos de melanoma e

melanoma nodular (p<<0,001).
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Figura 32. Sobrevivéncia em fung¢do do tipo de melanoma (p<0,001).

Apbs efectuada a regressio de Cox, de modo a corrigir a influéncia das variaveis que
tiveram impacto nas curvas de sobrevivéncia (sexo, categoria T, ulceragdo e tipo), verificou-
se que apenas a categoria T manteve um impacto pejorativo na sobrevivéncia (p<0,001),

demonstrando-se um agravamento do prognéstico em funcao do aumento da espessura

(Tabela 406).

Tabela 46. Regressao de Cox das variaveis que influenciaram as curvas de sobrevivéncia.

Sexo CategoriaT  Ulceragdo  Léntigo mal. M. cresc. sup. M. acral M. nodular

P 0,372 <0,001 0,418 0,971 0,349 0,203 0,397

A diferenca das curvas de sobrevivéncia em funcao da ocorréncia de metastases em
transito (p<0,001) pode ser observada na Fig. 33. A sobrevivéncia global dos doentes com
metastases em transito (média de 85,9 meses, mediana de 59 meses) foi significativamente

menor do que a dos doentes sem metastases em transito (média de 153,8 meses, mediana de

204 meses).
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Figura 33. Sobrevivéncia em funcdo da presenca de metdstases em transito (p<0,001).

A diferenca das curvas de sobrevivéncia em funcio da ocorréncia de metastases

ganglionares regionais (p<0,001) pode ser observada na Fig. 34. A sobrevivéncia global dos

doentes com ganglionares regionais (média de 42,1 meses, mediana de 59 meses) foi

significativamente menor do que a dos doentes sem metastases em transito (média de 139,1

meses, mediana de 204 meses).
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Figura 34. Sobrevivéncia em fun¢do da presenca de metastases ganglionares regionais (p<0,001). Mgg:

metastases ganglionares regionais.
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Figura 35. Sobrevivéncia em funcdo da presenca de metastases distantes (p<0,001). Md: metastases

distantes.

A diferenca das curvas de sobrevivéncia em funcao da ocorréncia de metastases distantes
(p<0,001) pode ser observada na Fig. 35. A sobrevivéncia global dos doentes com metastases
ganglionares regionais (média de 44,3 meses, mediana de 26 meses) foi significativamente
menor do que a dos doentes sem metastases distantes (média de 362,5 meses, mediana de

372 meses).

4.2.2. Biopsia selectiva do ganglio sentinela

Cento e trinta e quatro doentes (47 mulheres e 87 homens) foram submetidos a
biopsia do ganglio sentinela. A média etaria foi de 59 anos (desvio-padrio de 14,5 anos) ¢ a
mediana foi de 63 anos (intervalo interquartil de 21,25 anos), variando de 27 a 85 anos. A
espessura média dos melanomas foi de 3,5 mm (desvio-padrao de 3,7 mm), com mediana de
2,0 mm (intervalo interquartil de 3,25 mm).

A biopsia do ganglio sentinela foi positiva em 21,6% dos doentes (Tabela 47), tendo
sido a percentagem de positividade significativamente superior nos individuos do sexo
masculino (36,2%) em relacio aos do sexo feminino (13,8%), conferindo aos homens um
risco de 3,5 vezes (IC 95%: 1,5-8,3) de terem micrometastases no ganglio sentinela,

conforme resultado do odds ratio (p=0,003).
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Tabela 47. Estado do ganglio sentinela em fungdo do sexo.

Ganglio sentinela Odds
Negativo Positivo p ratio Total
Sexo Masculino 30 (63,8%) 17 (36,2%) 47 (35,1%)
0,003 3,5
Feminino 75 (86,2%) 12 (13,8%) 87 (64,9%)
Total 105 (78,4%) 29 (21,6%) 134 (100%)

A idade dos doentes com ganglio sentinela positivo (média de 58,6 anos e mediana de 63
anos) foi sensivelmente idéntica a dos que tiveram ganglio sentinela negativo (média de 59,1
anos, mediana de 61 anos), conforme ilustrado na Fig. 36.

A espessura do tumor primario influenciou o resultado da biopsia do ganglio sentinela
(Fig. 30), tendo sido significativamente mais elevada nos doentes com ganglio sentinela
positivo (média de 7,0 mm e mediana de 6,0 mm zersus média de 2,6 mm e mediana de 1,7
mm nos doentes com ganglio sentinela negativo).

A percentagem de doentes com micrometastases no ganglio sentinela, que foi nula nos
doentes com tumores de espessura menor que 1,0 mm e inferior a 15% nos doentes
classificados nas categorias T2 e T3 (espessura entre 1,01 e 4,0 mm), aumentou radicalmente
a partir dos 4,0 mm de espessura (Tabela 48), onde se verificou uma taxa de 51,5% de

doentes com pelo menos um ganglio sentinela positivo (p<0,001).

80,00+

60,007
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40,00

20,00

T T
Negativo Positivo

Ganglio sentinela

Figura 36. Idade em fungdo do estado do ganglio sentinela (negativo: média de 59,1 anos, mediana de 61

anos; positivo: média de 58,6 anos, mediana de 63 anos) (p=0,873).
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Figura 37. Espessura do melanoma em fungdo do estado do ganglio sentinela (negativo: média de 2,6 mm

e mediana de 1,7 mm; positivo: média de 7,0 mm e mediana de 6,0 mm) (p<0,001).

Tabela 48. Estado do ganglio sentinela em fung¢do da categoria T.

Categoria T
Ganglio . P
. In situ 0-1,0 mm 1,01-2,0 mm 2,01-4,0 mm >4,0 mm
sentinela
Negativo 2 (100%) 13 (100%) 45 (88,2%) 24 (85,7%) 16 (48,5%)
<0,001
Positivo 0 0 6 (11,8%) 4 (14,3%) 17 (51,5%)

A percentagem de doentes com ganglio sentinela positivo foi de 34,4% nos que tinham
tumores primarios ulcerados e de 18,2% nos que nao tinham ulceragdo do tumor primario

(Tabela 49), diferenca que esteve proxima da significancia estatistica (p=0,00).

Tabela 49. Estado do ganglio sentinela em fung¢do da ulceragdo do melanoma.

Ganglio sentinela

Negativo Positivo P
Ulceragao Ausente 81 (81,8%) 21 (65,6%)
0,06
Presente 18 (18,2%) 11 (34,4%)
Total 99 (100%) 32 (100%)
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O resultado da biopsia do ganglio sentinela nao foi estatisticamente influenciado pela

localizagao do melanoma primario (Tabela 50).

Tabela 50. Estado do ganglio sentinela em fung¢do da localizagdo do melanoma.

Tipo de melanoma

Cabega e Membro Membro Nado
Tronco
G. sentinela pesco¢o superior inferior classificado
Negativo 13 (86,7%) 35 (71,4%) 9 (90%) 47 (81%) 1 (50%)
0,379
Positivo 2 (13,3%) 14 (28,6%) 1(10%) 11 (19%) 1 (50%)
Total 15 (11,1%) 49 (36,1%) 10 (7,5%) 58 (43,3%) 2 (1,5%)

Apesar da tendéncia observada dos melanomas nodulares estarem associados a uma
proporcao mais elevada de micrometastases no ganglio sentinela (Tabela 51), ndo se obteve
significado estatistico nesta observa¢ao (p=0,06).

Apbs a regressio logistica, o sexo (p=0,004) e a categoria T (p<<0,001) continuaram a ter
significado estatistico como preditores do estado do ganglio sentinela. O odds ratio ajustado

do sexo foi de 4,4 (IC 95%: 1,6-11,9) e o da categoria T foi de 3,3 (IC 95%: 1,9-5,9).

Tabela 51. Estado do ganglio sentinela em fung¢do do tipo de melanoma.

Tipo de melanoma

Melanoma
Léntigo Melanoma Melanoma
crescimento Outros ¢}
maligno acral nodular
G. sentinela superficial
Negativo 1 (100%) 47 (87%) 21 (84%) 21 (61,8%) 15 (75%)
0,06
Positivo 0 7 (13%) 4 (16%) 13 (38,2%) 5 (25%)
Total 1(0,7%) 54 (40,3%) 25 (18,7%) 34 (25,4%) 20 (14,9%)
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A biopsia do ganglio sentinela foi preditiva do risco de metastizacao (Tabela 52). Assim,

os doentes com ganglio sentinela metastatico tiveram um risco de 5,2 vezes (IC 95%: 1,9-

13,9) de metastizacao em transito, 5,9 vezes (IC 95%: 2,4-14,7) de metastizacao distante e de

7,4 vezes (IC 95%: 2,9-18,4) de morte relacionada com o melanoma (p<<0,001).

Tabela 52. Risco de metastizagdo em transito, metastizagao a distancia e morte por melanoma em fungao

do estado do ganglio sentinela.

Ganglio sentinela

Negativo Positivo P Odds Ratio
Metastases em transito Nao 94 (89,5%) 11 (10,5%) <0,001 5,2
Sim 18 (62,1%) 11 (37,9%)
Total 112 (83,6%) 22 (16,4%)
Metastases distantes Nao 89 (84,8%) 16 (15,2%) <0,001 5,9
Sim 14 (48,3%) 15 (51,7%)
Total 103 (76,9%) 31 (23,1%)
Morte por melanoma Nao 90 (85,7%) 15 (14,3%) <0,001 7,4
Sim 13 (46,8%) 16 (55,2%)
Total 103 (76,9%) 31 (23,1%)

A sobrevivéncia livre de doenca (Fig. 38) foi significativamente mais curta em doentes

com biopsia de ganglio sentinela positiva (3 meses versus 119 meses, em média, p<0,001).
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Figura 38. Sobrevivéncia livre de doenga em func¢do do estado do ganglio sentinela.
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A sobrevivéncia global (Fig. 39) foi igualmente mais curta em doentes com biopsia do
ganglio sentinela positivo (p<<0,001). A sobrevivéncia aos 30 meses (2,5 anos) foi de 94,6%
nos doentes com ganglio sentinela negativo e de 44,4% nos que tiveram ganglio sentinela
positivo (p<0,001), o que traduz um risco de morte de 31,3 vezes (IC 95%: 10,2-96,6) nos
doentes com ganglio sentinela positivo. Aos 60 meses (5 anos), estas percentagens foram de
respectivamente 85,7% e 33,6% (p<0,001), significando um risco de morte de 11,4 vezes (IC
95%: 4,6-29,2) nos doentes com ganglio sentinela positivo.

Trinta e trés doentes submetidos a biopsia do ganglio sentinela, 15 do sexo masculino
(45,5%) e 18 do sexo feminino (54,5%), tinham melanomas espessos (>4,0 mm). A idade
média destes doentes foi de 63,4 anos (mediana de 67 anos e desvio-padrio de 14,1 anos),
tendo variado de 28 a 85 anos. A espessura média dos melanomas deste subgrupo foi de 8,3
mm (mediana de 7,0 mm e desvio-padrio de 4,5 mm), tendo variado de 4,4 a 20 mm. A
ulceragdo estava presente em 51,5% dos tumores e a localizagao anatémica mais comum foi
o membro inferior (51,5%), seguido pelo tronco (39,4%), cabega e pescoco (6,1%) e membro
superior (3%). O tipo de melanoma mais comum foi o melanoma nodular (54,5%), seguido
pelo melanoma acral (24,2%), outros tipos de melanoma (12,1%) e melanoma de
crescimento superficial (9,1%). O tempo médio de seguimento foi de 35,6 meses (mediana de

28 meses, desvio-padrao de 27,7 meses), tendo variado entre 6 e 109 meses.
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Figura 39. Sobrevivéncia em fun¢do do estado do ganglio sentinela.

A taxa de positividade da biopsia de ganglio sentinela foi significativamente mais elevada
nos doentes com tumores espessos (51,5%) do que nos tumores com espessura igual ou

inferior a 4,0 mm (10,6%) (p<<0,001). Deste modo, ter um melanoma com mais de 4,0 mm
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de espessura acarretou um risco de 8,9 vezes (IC 95%: 3,5-23,0) de ter metastases no ganglio

sentinela (Tabela 53).

Tabela 53. Estado do ganglio sentinela em fungdo da espessura do melanoma (inferior ou igual a 4 mm

versus superior a 4 mm).

Ganglio sentinela Odds
Negativo Positivo Ratio
Espessura <4 mm 84 (89,4%) 10 (10,6%)
<0,001 8,9

>4 mm 16 (48,5%)

17 (51,5%)

Total 100

27

No grupo “tumores espessos (>4,0 mm)” ndo se observou diferenca estatistica entre os

doentes com ganglio sentinela positivo e doentes com ganglio sentinela negativo

relativamente as taxas de metastizagdo em transito, metastizacdo a distancia e morte

relacionada com o melanoma (Tabela 54).

Tabela 54. Risco de metastizagdo em transito, metastizacdo a distancia e morte por melanoma em fungdo

do resultado da biopsia do ganglio sentinela em doentes com melanoma espesso (>4 mm).

Ganglio sentinela

Negativo Positivo p
Metastases em transito N&o 9 9 0,849
Sim 7 8
Total 16 17
Metastases distantes N&o 11 8 0,208
Sim 5 9
Total 16 17
Morte por melanoma N&o 11 7 0,112
Sim 5 10
Total 16 17
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Figura 40. Sobrevivéncia livre de doenga em fung¢do do estado do ganglio sentinela no subgrupo de

melanomas espessos (>4,0 mm).

Nestes doentes com tumores espessos, a sobrevivéncia livre de doenca foi
significativamente mais curta nos doentes com metastases no ganglio sentinela (31,4 meses
versus 4,4 meses, em média) (p<<0,001). A diferenca entre as curvas de sobrevivéncia livre de
doencga dos doentes com ganglio sentinela positivo e com ganglio sentinela negativo (Fig. 40)
foi estatisticamente significativa (p<0,001).

Em relagaio aos melanomas espessos (>4,0 mm), ndo se observou diferenga estatistica
entre as curvas de sobrevivéncia global dos doentes com ganglio sentinela positivo e com
ganglio sentinela negativo (Fig. 41) (p=0,194).

A sobrevivéncia global aos 60 meses (5 anos) foi de 57% nos doentes com ganglio
sentinela negativo e de 37,8% nos que tiveram ganglio sentinela positivo, diferenca que nio
teve significado estatistico (p=0,387). No entanto, a sobrevivéncia a curto prazo, avaliada aos
30 meses (2,5 anos) foi significativamente maior nos doentes com ganglio sentinela negativo
(83,1% versus 44,1%, p=0,008), correspondendo a um risco de morte de 7,9 vezes (IC 95%:

1,6-39,4) nos doentes com ganglio sentinela positivo.
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Figura 41. Sobrevivéncia global em funcao do estado do ganglio sentinela no subgrupo de melanomas

espessos (>4,0 mm).

4.2.3. Progressao da doenga loco-regional

Dos 208 doentes, 88 (42,3%) tiveram metastiza¢ao loco-regional (metastases satélites, em
transito e/ou ganglionares regionais).

Houve progressio para metastizacdo a distancia em 54 destes doentes (61,4%). A
comparagao entre as variaveis clinico-patologicas dos doentes com doenca loco-regional que
progrediu para metastizagdao a distancia é descriminada na Tabela 55. Nenhuma variavel foi
significativamente distinta entre 0s grupos com e sem progressio, a excep¢ao da morte
relacionada com o melanoma, uma vez que aqueles cuja doenca loco-regional teve
progressao metastatica a distancia tiveram um risco de morte por melanoma estimado em 60
vezes (p<0,001; IC 95%: 15,6-230,3). No entanto, o odds ratio ajustado a idade foi ainda mais
elevado: 82,6 (IC 95%: 17,8-382,2).

A sobrevivéncia livre de doenga foi, em média, de 7,9 meses nos doentes com progressio
para doenga metastatica a distancia e de 9,6 meses naqueles que cuja doenca loco-regional
nao progrediu. Estes dados corresponderam a curvas de sobrevivéncia praticamente
sobreponiveis entre os 2 grupos (Fig. 42), entre as quais nido se observou diferenca

estatisticamente significativa (p=165).
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Tabela 55. Progressao da doenca loco-regional para doenga a distancia em fungdo do sexo, idade,

espessura. ulceragao, tipo, localizagdo do melanoma e morte por melanoma.

Melanoma com metastases

loco-regionais

Sem
Com progressao
progressao
(n=54) OR
(n =34) P
Masculino 16 (36,4%) 28 (63,6%) o
Sexo 0,661
Feminino 18 (40,9%) 26 (59,1%)
Média 66,8 61,2 G T
Idade (anos)
Mediana 70,5 66,0
Média 5,3 6,9 0,223 —
Espessura (mm)
Mediana 5,0 6,0
Ausente 20 26 .
Ulceragdo 0,638
Presente 13 21
Léntigo maligno 0 0
Mel. cresc. Superficial 9 (56,2%) 7 (43,8%)
Tipo Melanoma acral 9 (50%) 9 (50% 0,156 T
Melanoma nodular 13 (31,7%) 28 (68,3%)
Outros 3(23,1%) 10 (76,9%)
Cabega e pescogo 4 (36,4%) 7 (63,6%)
Tronco 10 (37,1%) 17 (62,9%)
Localizagdo  Membro superior 2 (25%) 6 (75%) 0,491
Membro inferior 18 (46,2%) 21 (53,8%)
N3o classificado 0 3 (100%)
Nao 30 (83,3%) 6 (16,7%) 60.0
Morte por melanoma <0,001 !
Sim 4 (7,7%) 48 (92,3%)
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Figura 42. Sobrevivéncia livre de doenga nos casos com doenga loco-regional em fungao da progressdo

para metastizacdo distante (p=0,165).

A sobrevivéncia global dos doentes com doenga loco-regional foi significativamente
menor no grupo em que houve progressao para metastizagao a distancia (48 meses) do que
no grupo em que a metastizagao a distancia nao ocorreu (326,8 meses). Desta forma, as
curvas de sobrevivéncia global (Fig. 43) diferenciam-se com um forte significado estatistico

(p<0,001).
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Figura 43. Sobrevivéncia global nos casos com doenca loco-regional em func¢io da progressio para

metastizagdo distante (p<0,001).
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4.2.4. Vias metastaticas

Dos 208 doentes, 66 (31,7%) desenvolveram doenca metastatica distante. As vias
metastaticas através das quais se verificou a dissemina¢do da doenga encontram-se descritas
na Fig. 44. As metastases ganglionares regionais ocorreram como foco metastatico inaugural
(via B) em 35 doentes (53,0%), as metastases em transito (via A) em 20 casos (30,3%) e as
metastases distantes em 11 (16,7%).

Niao se encontraram diferengas estatisticamente significativas entre os doentes das
distintas vias metastaticas no que concerne as variaveis clinico-patolégicas em estudo,
conforme o exposto na tabela 56, com excepcao da idade (p=0,042). Porém, no teste de
comparagoes multiplas de Bonferroni, a diferenca da média etaria ndo evidenciou significado
estatistico quando se compararam as varias vias metastaticas entre si (B-A: p=0,66; B-C:

p=280 e C-A: p=0,870).

Metdstases em transito
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Figura 44. Distribuicdo dos casos (n=66) em fungdo da via metastatica.
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Tabela 56. Vias metastaticas do melanoma.

Via metastatica

A B c P
Masculino 9(27,3%) 19 (57,6%) 5 (15,1%) 0.760
Sexo !
Feminino 11 (33,3%) 16 (48,5%) 6(18,2%)
Média 67,3 57,5 67,3
Idade (anos) g
Mediana 69,5 62,0 71,0
Espessura (mm) !
Mediana 6,0 4,8 4,0
Ausente 9 (22,5%) 17 (42,5%) 14 (35%) 0.723
Ulceragdo !
Presente 8(29,6%) 13 (48,2%) 6(22,2%)
Léntigo maligno 0 0 0
Mel. cresc. superficial 5 (50%) 2 (20%) 3 (30%)
Tipo Melanoma acral 4(30,8%) 5 (38,4%) 4(30,8%) 0,129
Melanoma nodular 8(26,7%) 20 (66,7%) 2 (6,6%)
Outros 3(23,1%) 8 (61,5%) 2 (15,4%)
Cabega e pescogo 4 (44,4%) 4 (44,4%) 1(11,2%)
Tronco 5(25%) 12 (60%) 3 (15%)
Localizagdo  Membro superior 3 (50%) 3 (50%) 0 LhrAL
Membro inferior 8 (28,6%) 14 (50%) 6(21,4%)
N3o classificado 0 2 (66,7%) 1(33,3%)
Morte por melanoma !
Sim 17 32 11

A sobrevivéncia livre de doenca (Fig. 45), a sobrevivéncia livre de metastases distantes
(Fig. 46 e Tabela 57) e a sobrevivéncia global (Fig. 47), conforme pode ser avaliado pela
comparagao das respectivas curvas de sobrevivéncia, foram estatisticamente idénticas entre

as trés vias metastaticas estudadas.
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Survival Functions
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Figura 45. Sobrevivéncia livre de doenga em fung¢do da via metastatica (p=0,428).
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Figura 46. Sobrevivéncia livre de metastases distantes em fun¢do da via metastatica (p=0,170).
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Tabela 57. Sobrevivéncia livre de metastases distantes (Tmd).

Tmd (meses) p
Sexo Masculino 21,8 0,404
Feminino 29,4
21-40 anos 22,6
Grupo etario 41-60 anos 26,4 0,363
61-80 anos 27.9
>80 anos 15,4
0-1,0 mm (T1) —
Espessura (T) 1,01-2,0 mm (T2) 46,4 0,12
2,01-4,0 mm (T3) 32,3
>4 mm (T4) 20,1
Ulceragdo Ausente 31,9 0,522
Presente 22,6
Léntigo maligno —
Melanoma cresc. superf. 40,5
Tipo Melanoma acral 32,5 0,376
Melanoma nodular 21,8
Outros 16,1
Cabeca e pescogo 29,0
Tronco 19,9
eEEllerED Membro superior 38,7 e
Membro inferior 28,3
Nao classificado 2,3
Morte por melanoma  N&o 19,7 0,836
Sim 26,2

Também nao houve diferenga estatisticamente significativa entre as curvas de
sobrevivéncia a partir da metastizagao distante dos doentes das trés vias metastaticas
(P=0,620 no teste /log-rank de Mantel-Cox). Assim, desde que foi diagnosticada a doenga
metastatica, a sobrevivéncia média foi de 19,6 meses (mediana de 6 meses) na totalidade da
amostra. Em relacdo a cada uma das vias, foi de 16,5 meses (mediana de 6 meses) nos

doentes da via A, 22,6 meses (mediana de 5 meses) nos doentes da via B e 10,3 meses

(mediana de 5 meses) nos doentes da via C.
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Figura 47. Sobrevivéncia global em fungdo da via metastatica (p=0,210).
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Figura 48. Sobrevivéncia a partir do diagndstico de metastizacdo distante em fungdo da via metastatica

(p=0,620).
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2.1.  Aspectos metodologicos

2.1.1. Selecc¢ao da amostra

A amostragem estratificada foi o método utilizado para seleccionar os casos integrantes
dos grupos A e B. Para tal, definiu-se um intervalo temporal considerado adequado em
fun¢io dos objectivos do estudo e inclufram-se todos os individuos contidos nessa
subdivisao. A adopcao desta técnica de amostragem residiu na previsibilidade de uma relativa
constancia das variaveis em distintas subdivisoes temporais, facto importante para a evicgao
de um viés de seleccio.

Houve, no entanto, uma limita¢ao relacionada com os critérios de exclusao que teve uma
possivel influéncia na composi¢ao dos grupos. Por necessidade do proprio estudo, apenas se
consideraram os individuos com seguimento clinico suficientemente prolongado (essencial
para a analise dos factores de progndstico clinico-patolégicos e de uma eventual relacao de
mutagdes encontradas com a progressao da doencga) e aqueles em relagdo aos quais havia
disponibilidade de pecas de tecido para a analise genética (um dos objectivos centrais do
trabalho). Se no grupo B esta limitagao condicionou a exclusio de um nimero relativamente
baixo de casos (n=4; 5,7%), no grupo A levou a exclusio de 115 casos (51,3%). Contudo,

este facto nao influenciou o estudo clinico retrospectivo, uma vez que a indisponibilidade de
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amostras de tecido nao foi considerada um critério de exclusao para este estudo. Dessa
forma, apenas foram retirados 16 doentes (7,1%) desta vertente do trabalho.

A razao da elevada taxa de exclusdao de doentes a incluir na analise mutacional deveu-se ao
grande nimero de casos de melanoma referenciados ao Servigo de Dermatologia do CHUC
a partir de outras unidades hospitalares (n=97). Muitos destes doentes foram aceites para
tratamento ja depois da biopsia excisional do tumor primario ter sido realizada nos hospitais
de origem. Por isso, em relagdo a estes casos, ndo havia disponibilidade de nenhuma peca
parafinada relativa a amostras de tecido tumoral. Além disso, alguns desses doentes,
considerados de menor risco, voltaram para seguimento no hospital de origem apds terem
sido submetidos a tratamento adequado, pelo que nao havia registos clinicos ulteriores que
permitissem conhecer a evolugao da doenca.

O impacto deste viés de selecgao pode ser apreciado na distribui¢ao dos tipos anatomo-
clinicos de melanoma submetidos a estudo genético: o melanoma nodular foi predominante
(38,3%), seguido respectivamente pelos melanoma acral (27,1%), melanoma de crescimento
superficial (25,9%) e léntigo maligno (4,9%). Em contraste, e apesar de alguma discrepancia
entre diferentes séries, o melanoma de crescimento superficial surge na literatura como o
mais comum (70-75%), secundado pelos melanoma nodular (20-25%), léntigo maligno (5-
10%) e melanoma acral (5%)P"). Por isso, o facto dos doentes de menor risco terem sido
devolvidos ao hospital de origem produziu uma sobre-valorizagao dos melanomas nodulares
e acrais, bem como da espessura média dos tumores desta série (5,0 mm).

O impacto dos critérios de exclusao na composi¢dao do grupo B foi aparentemente menor.
No entanto, ha a ressalvar um viés importante na selec¢io dos nevos melanociticos, uma vez
que esta decorreu da decisao prévia de efectuar a sua excisdo cirurgica, resultado de critérios
diversificados e heterogéneos (atipia clinica, razdes cosméticas, ou outras). Considerando
questdes éticas relacionadas com uma potencial excisio desnecessaria de nevos
melanociticos, inevitavelmente inerente a uma seleccdo aleatéria de lesdes, a escolha deste
método de selec¢ao pareceu adequar-se aos propoésitos de se obter um grupo de lesoes

melanociticas benignas a ser utilizado como controlo.

2.1.2. Mutagdes seleccionadas

As mutagoes foram seleccionadas por critérios cientificos (mutagGes previamente

detectadas numa linha celular de melanoma submetida a sequenciacio genémicall) e
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técnicos (mutagOes em regides genéticas sem sequéncias repetitivas de bases e sem

polimorfismos além das variantes pesquisadas, de forma a garantir uma boa taxa de
genotipagem, considerando o tipo de amostras ¢ a tecnologia utilizada).

As mutagoes em causa foram previamente identificadas através da sequenciacao gendmica
de uma linha celular detrivada de uma metastase de melanoma, mas a sua ocorréncia em
melanomas primarios e nas suas metastases era desconhecida, dai que se tenha pretendido
avalia-la, na perspectiva de identificar novos genes influentes na oncogénese ou na

progressao do melanoma.

2.1.3. Isolamento do DNA

A natureza das amostras de tecido disponiveis para a genotipagem (amostras fixadas em
formol e incluidas em parafina) acrescentou algumas dificuldades. Estas amostras preservam
eficazmente os detalhes citolégicos e a arquitectura tecidular e permitem um armazenamento
simples a temperatura ambiente durante perfodos de tempo bastante longos. Todavia, o
processo de fixacdo e inclusio prejudica a eficicia da extra¢do e a qualidade do DNA,
limitando a possibilidade de realizar analises moleculares e afectando potencialmente os

resultados da genotipagem™!

. A influéncia que os processos de fixagao e inclusao exercem
na fragmentagdo dos acidos nucleicos e no consequente aparecimento de mutacoes
artefactuais e de falsos negativos foi previamente demonstrada®. As mutagdes artefactuais
do tipo C>T/G ou A>G/T e a desaminagdo da citosina ou da adenosina, levando
respectivamente a formacao de uracilo ou hipoxantina, aparecem com relativa frequéncia em
isolamentos de DNA provenientes de amostras de tecido parafinado. O risco destes
artefactos pode ser prevenido usando grande quantidade de DNA de cadeia dupla, realizando
multiplas amplificagdes ou recorrendo a métodos apropriados de extrac¢do que tenham a
capacidade de reverter parcialmente as modificagbes que o formol induz nos acidos
nucleicos, factos tidos em consideragao no decurso do presente trabalho.

As dificuldades referidas resultaram na exclusao de 24 (17,8%) amostras do grupo A e 32
(48,5%) do grupo B. A taxa de exclusdao foi significativamente mais elevada no grupo B
(p<0,001), o que pode ser explicado por um menor volume das amostras provenientes destes
doentes, que correspondiam a pegas relativamente pequenas resultantes da excisao de nevos
melanociticos. Pode extrapolar-se que a uma menor disponibilidade de tecido correspondeu,

assim, uma menor quantidade de DNA extraido. Em fun¢io disso, o tamanho da amostra
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parece ser um factor limitante da extracgdo de DNA a partir de blocos de parafina através

desta técnica.

2.1.4. Genotipagem

Apesar da utilizagilo de DNA abaixo dos niveis recomendados e da auséncia de
normaliza¢do das amostras, em virtude das limitagoes resultantes da heterogeneidade das
concentragoes iniciais de DNA, foram genotipadas 130 amostras (89,7%) para mais de 60%
das mutagées em estudo. Dada a natureza das amostras (pegas fixadas com formol e
incluidas em parafina), esta taxa traduz resultados de boa qualidade. Pela auséncia de um
padrao comum nas 21 amostras cuja genotipagem nao foi bem sucedida, nao foi possivel

concluir acerca de eventuais factores que determinaram os insucessos pontuais.

Estes resultados sugerem que a genotipagem por sondas TagMan™ ¢ aplicavel a tecidos
incluidos em parafina. Todavia, os resultados das diversas genotipagens realizadas numa
mesma amostra nem sempre foram reprodutiveis (ora detectaram certas mutagdes em
heterozigotia, ora revelaram homozigotia para a variante selvagem do gene em causa). Esta
falta de sensibilidade e robustez nao ocorre geralmente noutros materiais biolégicos e pode
explicar-se por uma grande heterogeneidade dos tecidos em estudo, constituidos por células
neoplasicas e células normais. Nesse caso, a ocorréncia de falsos negativos por amplificacio
do DNA de células normais pode ter sido um problema central, revelando um genétipo
heterozigético em amostras com os dois alelos mutados ou uma incapacidade de identificar
uma mutac¢do em heterozigotia. Em virtude disso, parece ser altamente recomendavel incluir
na genotipagem apenas os espécimes cuja populagiao de células tumorais seja superior a 50%,
facto nem sempre controlavel, dada a natureza das pegas. Assim, a frequéncia alélica das
variantes mutadas e a existéncia de outras mutagdes pode ter sido subestimada nas amostras
estudadas, particularmente naquelas em que a heterogeneidade celular é previsivelmente

maior, como ¢é o caso do grupo A.
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2.2.  Analise mutacional

2.2.1. Consideragdes gerais

A frequéncia alélica das 4 mutacoes observadas foi muito baixa, quer nos melanomas quer
nos controlos (0,0098 a 0,0714), o que impossibilitou, desde logo, uma avaliagio do seu
impacto prognoéstico através da analise estatistica com estudo multivariado, considerando a
influéncia de factores como a espessura e a ulceracdo do tumor primario. Hste facto,
dependente de resultados que eram a partida imprevisiveis, constitui um objectivo
incumprido do trabalho.

Apenas a variante DLEC1 D215N nao foi apontada como deletérea pelos soffwares
ANNOVAR™ e SIFT™, embora se possa admitit um provavel caricter patologico,

considerando que, de acordo com a base de dados 1000 Genomes Data™; se trata de uma

mutag¢ao que nao foi observada previamente na populacao geral.

2.2.2. BAI3 D755N

O gene BAI3 (brain-specific angiogenesis inhibitor 3), situado no cromossoma 6q12 foi clonado

[P% Tem cerca de 745 kb e exibe certa

e caracterizado em 1997 por Shiratsuchi ¢/ a
homologia com os genes BAI1 (8q24) e BAI2 (1p35). Estes genes codificam proteinas
transmembranares da familia dos receptores acoplados a proteina G. A proteina BAI3, de
171 kDa, tem uma sequéncia de 1.522 aminodcidos e, a semelhan¢a das homoélogas BAI1 e
BAI2, encontra-se expressa no cérebro normal (cortex e hipocampo), onde parece regular a
quantidade de sinapses excitatérias?™. Funciona igualmente como inibidor angiogénico,
estando a sua perda de expressio relacionada com a angiogénese cerebral induzida pela
4]

isquémia e com a progressio dos gliomas malignos®™

O promotor do gene BAI3 tem sitios com afinidade para diversos factores de transcrigao

(STAT5B, NRSF-1, NRSF-2, Pax-2, Pax-2a, E47, S8, AP2y e E2F1). E um gene alvo da

proteina p53, contendo pelo menos um sitio de liga¢ao funcional daquela proteina num dos

[303]

intrées. A ligagao de p53 promove a expressao de BAI3
No que concerne a sua relagio com a oncogénese, o gene BAI3 funciona como onco-

supressor, tendo-se observado mutages neste /ocus em varios tipos de neoplasias (gliomas™,
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carcinomas da mama, pulmio, ovario e prostata). Outras 10 variantes mutadas foram
descritas em estudos de sequenciacio gendmica, estando potencialmente envolvidas no
melanomal->%,

A perda de expressao de p53, quer ocorra por mutagoes genéticas quer por fendmenos
epigenéticos, pode condicionar uma diminui¢io da expressio de BAI3, sendo mais um
mecanismo teérico da carcinogénese induzida por perda funcional de TP53.

A mutagio BAI3 D755N foi observada no tumor primitivo do doente Al3 (sexo
masculino, 83 anos). Esta mutacdo verificou-se em heterozigotia em 2 das 3 genotipagens
efectuadas, uma discrepancia possivelmente condicionada pela heterogeneidade do tecido
estudado.

O tumor com a variante mutada de BAI3 ocorreu no dorso, uma regiao anatémica nao

submetida a exposi¢io cronica a radiagdo UV, embora alvo potencial de padrdes

intermitentes de exposi¢do. No sexo masculino, o dorso ¢ a localizagdo de maior risco para a

[305]
bl

ocorréncia de melanoma particularmente quando se considera o melanoma de
crescimento superficial. No entanto, o melanoma observado no doente Al13 ¢ do tipo
nodular e este tipo anatomo-clinico ndo tem predilec¢do por area anatémica, havendo um
tisco relativamente uniforme de surgir em diferentes regides do tegumento”. Nio ¢é
possivel, portanto, estabelecer relagoes epidemiologicas com a exposicdo actinica.
Adicionalmente, a mutagio D755N em BAI3 corresponde a uma substituicio G>A, que,
nao sendo uma troca C>T numa sequéncia dipirimidinica, nao pode ser relacionada com a
ac¢ao mutagénica directa da radiagao UV.

O doente em causa teve progressao loco-regional da doenca, facto para o qual ja tinha
elevado risco, em virtude do estadiamento inicial do tumor primario (T4a), ndo se podendo,
com os dados disponiveis, evocar qualquer papel pejorativo da mutacdo observada. Nao foi
excisada nenhuma metastase em transito ou ganglionar deste doente, pelo que nao se pode
estudar a expressao da variante mutada na doenga metastatica.

A mutagao ocorreu em apenas um doente da série e, dada a baixa frequéncia da mutagio

(1,1%), seria necessario estudar um elevado nimero de individuos para investigar eventuais

correlagdes etiopatogénicas com a exposicao a radiagao UV e com o prognostico da doenca.

Pag. | 140



Oncogénese e Progressao do Melanoma
Andlise Mutacional e Estudo Clinico Retrospectivo

2.2.3. DLEC1 D215N

O gene DLECI (deleted in lung and esophageal cancer ), situado no cromossoma 3p22,

foi clonado e caracterizado em 1999 por Daigo et alP

. Tem aproximadamente 59 kb e
compreende 37 exdes. Codifica uma proteina de 195 kDa com 1.755 aminoacidos que pode
ser encontrada em localizagao citoplasmatica.

O gene DLEC1 ¢ um gene onco-supressor. Antes da sua sequenciagdo e
caracterizagao, varios autores descreveram perdas do braco curto do cromossoma 3 em
carcinomas de diversas origens (pulmio, es6fago e 1im)*""L. Ao longo da tltima década, tém
surgido relatos que relacionam mutagoes inactivadoras deste gene ou a sua repressio por
fenémenos epigenéticos (metilacio CpG do promotor ou hipo-acetilagdo das histonas) com

307]

neoplasias malignas (carcinomas do pulmio, es6fago™”, rimP”), estdbmagol'”, célon"",

5 5

mamal'"l, espinhocelulares da cabega e pescogo'?, assim como linfomas de Hodgkin e nio-
Hodgkin”") e benignas (leiomiomas utetinos™*). A inactivacio de DLEC1 pode influenciar
negativamente o prognéstico da doenca, conforme foi demonstrado em relacio aos

317]

carcinomas do pulmiol”, fim®'% ¢ ovarioP. Além da substitui¢io nucleotidica D215N,

outras 3 muta¢Oes foram descritas em estudos de sequenciagdo gendémica como
potencialmente envolvidas no melanomal®"**'*1,

Na série estudada, a mutacao DLEC_D215N foi observada em trés melanomas
cutaneos primarios, verificando-se heterozigotia em 3 genotipagens, com dois tumores a
resultarem homozigdticos para a variante normal do gene numa quarta genotipagem,
corroborando a discrepancia causada pela heterogeneidade dos tecidos. Os doentes com
tumores mutados no /ecus DLEC1 eram todos do sexo feminino. Dois melanomas (A77 e
A88) eram melanomas de crescimento superficial localizados na perna (regido anatémica com
maior risco de melanomas deste tipo no sexo feminino™) e um era um melanoma nodular
da face (A85). Apenas ocorreu metastizagao loco-regional e a distancia neste ultimo caso, de
acordo com o risco conferido pelo estadiamento inicial (T4a). Os melanomas de crescimento
superficial, no entanto, tinham espessuras de 1,2 (T2a) e 0,6 mm (T1a), respectivamente, e
nao metastizaram durante o tempo de seguimento das doentes. Assim, a inactivagio de
DLECI, apesar de pouco comum (surgiu apenas em 3,7% dos casos), parece ser um
acontecimento precoce na oncogénese do melanoma. No entanto, por razoes idénticas as

referidas em relagao ao gene BAI3, nio existe nenhuma evidéncia de que esta mutagiao possa

ter ocorrido por ac¢ao mutagénica directa da radiagao UV.
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A mutacio DLEC1_D215N também se observou em heterozigotia (resultado
sobreponivel em 3 genotipagens) em 2 nevos melanociticos dérmicos (um no tronco e outro
na face), o que corresponde a 7,1% dos nevos melanociticos genotipados. Uma vez que esta
mutag¢ao nao esta descrita na populagao geral, admite-se a sua participa¢ao na nevogénese ou
como factor genético de susceptibilidade. Uma questdo interessante que este achado levanta
¢ se a perda de heterozigotia do /loeus DLEC1 num nevo melanocitico pode contribuir para a
transformagao maligna.

Requerem-se estudos adicionais para esclarecer o posicionamento das mutagoes de

DLECT na oncogénese do melanoma.

2.2.4. MYOYA G2291V

O gene MYO9A (miociclina IXA), situado no cromossoma 15q22-q23 foi clonado e
caracterizado em 1999 por Gorman ez 2/P™. Tem aproximadamente 296 kb e compreende 37
exoes. Codifica uma proteina de cerca de 293 kDa com 2548 aminoacidos que pertence a
superfamilia da miosina. Esta proteina (miosina IXA) é uma miosina nao convencional, que
partilha estruturalmente os dominios basicos da miosina convencional. Como outras
miosinas nio convencionais, a miosina IXA funciona como um motor molecular que
intervém nos movimentos intracelulares. Esta ac¢ao depende da activagao da GTPase Rho,
um importante regulador do esqueleto de actina das células, fundamental para a migragao
celular e para o estabelecimento de unides intercelularesP”. No sistema nervoso, a GTPase
Rho influencia a morfologia e fungao neuronais.

Mutagoes deste gene foram associadas a sindroma de Bardet-Biedl, entidade de
transmissao autossomica recessiva, de expressividade variavel, caracterizada por atraso
mental, obesidade, retinite pigmentosa, sindactilia, polidactilia, baixa estatura e
hipogenitalismo®".

Além da mutacio G2291VPY) outra mutacio somatica de MYO9A foi indicada como

[139

potencialmente patogénica no melanoma!””. Uma expressio reduzida do gene MYO9A foi
observada em amostras de carcinomas da mama™”. Num modelo de células epiteliais
bronquicas em cultura, demonstrou-se que a depleccdo de miosina IXA nas células em
migracao leva a desorganizacio do citoesqueleto de actina e a disrupcdo das unides

319]

intercelulares, conduzindo a dispersio celular®”. Esta evidéncia levanta a possibilidade da
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perda funcional da miosina IXA ser um contributo para a progressio tumoral, facilitando a
metastizacao.

Esta mutagao foi encontrada apenas numa genotipagem do tumor primario do doente
A43, um melanoma nodular da perna direita. Este melanoma metastizou por via linfatica,
condicionando o aparecimento de metastases em transito e ganglionares. Contudo, a
mutagao ndao foi encontrada nas duas metastases em transito estudadas. As explicacbes
possiveis para esta discrepancia sao: (i) o resultado da genotipagem das metastases foi
falsamente negativo devido a uma sub-representacao de tecido tumoral nessas amostras, (i) o
resultado da genotipagem do tumor primario foi falsamente positivo ou (iii) houve uma nova
mutagao com perda de material genético em 15q, incluindo o gene MYO9A, durante a
progressao tumoral.

Apesar da mutagdo ser apontada como deletérea pelos softwares ANNOVAR™ e

SIFT™, a aparente falta de reprodutibilidade dos resultados coloca muitas reservas na

interpretagao dos mesmos.

2.2.5. TP63 M4991

O gene TP63, situado no cromossoma 3q28 foi clonado e caracterizado em 1998 por
Yang e alP*!. Tem aproximadamente 266 kb e codifica uma proteina de cerca de 77 kDa
com 680 aminoacidos que pertence a familia da p53. Este gene, através de splicing alternativo

ou pela presenca de dois promotores, codifica diferentes isoformas de TP63 (TAp63 e
ANp63)™3. Conforme sublinhado no Capitulo 1I, a proteina TAp63 é um factor de

transcricdo com fungOes anti-proliferativas e pré-apoptoticas, enquanto a proteina ANp63,
exercendo uma actividade dominante-negativa sobre a p53, promove a proliferacio ¢ a
sobrevivéncia das células.

Diversas mutagdes de TP63 estao relacionadas com displasias ectodérmicas (sindroma
EEC, sindroma ADULT, sindroma de Rap-Hodgkin, fenda palatina, etc.)P.

Além da mutacio TP63 M4991P" foram descritas na literatura cinco outras mutagdes

21391901 " todas identificadas em estudos de sequenciagio

somaticas em células de melanoma
genomica.

No presente trabalho, a mutagao TP63 M4991 foi observada numa metastase satélite de
um melanoma nodular da face (espessura de 6 mm, T4a), cujo tumor primario era

homozigético para a variante selvagem. Este resultado pode ter diversas explicagoes
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hipotéticas: (1) o tecido tumoral estava sub-representado na amostra do tumor primario,
conduzindo a um resultado falso negativo, (ii) o resultado da genotipagem na metastase ¢ um
falso positivo e (iif) a mutagao esta relacionada com o processo de invasao tumoral e com a
metastizagao, tendo surgido de novo durante a evolug¢ao da doenga. Neste dltimo caso, a
mutagao poderia ter impacto no prognoéstico, requerendo-se mais estudos para testar essa

possibilidade.

2.2.6. Outras mutagoes

Nao se observou nenhuma das restantes 24 mutagdes pesquisadas. Tratam-se
genericamente de mutagbes descritas em estudos de sequenciagio gendmica de linhas

celulares de melanomal®'¢713%140)

, cuja frequéncia alélica na populagio de doentes com
melanoma ¢é desconhecida. Apesar da possibilidade incrementada de resultados falsos
negativos, os achados do presente trabalho permitem presumir que estas mutacoes sao
pouco prevalentes. A sua influéncia na oncogénese e na progressio tumoral (passagem da

fase de crescimento radial para a fase de crescimento vertical e metastizagdo) continua,

portanto, por elucidar.

2.3.  Estudo clinico retrospectivo

2.3.1. Caracterizagao das variaveis clinico-patolégicas

Os resultados observados relativamente a distribuicio das diversas variaveis clinico-
patolégicas e as correlagdes entre elas sio discutidos em paralelo com alguns relatos da
literatura, em particular com uma série que, além de incluir um nimero amplo de doentes
(n=1.571), é representativa de uma populacio mediterranica (Nagore e al)P>.

Embora diversos estudos epidemiolégicos americanos, australianos e sul-africanos refiram
uma frequéncia maior de melanoma no sexo masculino”, o presente trabalho revela uma
tendéncia oposta (racio masculino:feminino de 0,6), o que é consistente com outros estudos

323,324]

europeus! Desconhecem-se, todavia, os factores que determinam estas diferencas

regionais. Na presente série, a grande frequéncia de melanomas acrais, apontados por
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323320 fo1 certamente

diversos estudos epidemiolégicos como mais comuns no sexo femininol
um dos factores que contribufu para esta diferenca. Em concordancia, refira-se que 72,7%
dos melanomas acrais observados ocorreu em mulheres.

A idade média no momento do diagndstico foi ligeiramente superior a da série de Nagore
et al. (61,2 versus 56 anos), a custa de um predominio de casos no estrato etario dos 61 aos 80
anos (47,6% dos casos). Mais uma vez, salienta-se o impacto dos melanomas acrais (21,1%
dos casos) e dos melanomas da cabeca e pesco¢o (15,4% dos casos), associados

B2l Os resultados deste estudo evidenciam

classicamente a doentes de idade mais avancada
uma idade média de 68,4 anos (mediana de 71 anos) nos doentes com melanomas da cabeca
e pescogo contra 54,9 anos (mediana de 57 anos) nos melanomas do tronco.

A idade média e a distribuigdo por grupo etario nio tiveram diferenga estatistica entre os
dois sexos.

Os melanomas dos membros inferiores (44,2%) foram bastante mais frequentes que os do
tronco (28,4%), o que nao é concordante com o esperado, ja que o tronco ¢é a localizacdo
mais comum da generalidade das grandes séries. Este resultado pode ter sido novamente
influenciado pelo grande nimero de melanomas acrais.

A localizagio mais comum nas mulheres foi o membro inferior (54,6%), enquanto nos

B05321 ) melanoma de

homens foi o tronco (48,7%), a semelhanca dos dados da literatura’
crescimento superficial predominou no tronco e, a excep¢ao dos melanomas acrais, foi
igualmente o tipo predominante nos membros inferiores. Este tipo de melanoma, que ¢ a
variante anatomo-clinica mais frequente, tem sido epidemiologicamente relacionado com a
exposicio solar intermitente e com a presenca de mutagées em BRAF no cromossoma 7.
O léntigo maligno e o melanoma desmoplasico encontram uma relagao firme com a radiagao
UVP?1 em virtude de serem tipos de melanoma mais comuns em individuos com evidéncia
de exposicao cronica a esta radiacao. Porém, os efeitos deletérios da radiacio UV nio se
esgotam na sua ac¢ao cumulativa. Provavelmente, os melanomas de crescimento superficial
encontram na exposi¢ao solar esporadica o factor de risco preponderante. A este factor
ambiental acresce a susceptibilidade individual, geneticamente determinada, conforme
descrita por Whiteman e¢f a/. na proposta de um modelo de progressio de lesoes

melanociticas!™®!

. Estes argumentos explicam, a luz dos conhecimentos actuais, as possiveis
razoes da distribuicdo anatémica do melanoma e a sua discrepancia entre 0s sexos.

Um estudo retrospectivo norte-americano, que comparou uma série da década de 1970
com outra de 2004"* evidenciou que o risco das mulheres desenvolverem um melanoma do

tronco aumentou simultaneamente com a diminui¢ao do risco de melanoma da perna. Assim,

Pag. | 145



\% | Discussdo

as diferencas de distribuicio anatémica entre sexos Nao sao estanques e estio sujeitas a
variagoes ao longo do tempo, sendo este facto sugestivo de uma influéncia de factores
ambientais (como a radia¢ao UV) que actuam de forma distinta consoante os estilos de vida e
habitos de vestuario em voga.

A distribuicao dos tipos de melanoma foi relativamente singular na nossa série. Embora se
tenha mantido um predominio de melanomas de crescimento superficial, estes representaram
cerca de um terco dos casos (31,7%), contrastando com uma propor¢ao esperada na ordem
dos dois tercos. Este resultado deveu-se a uma frequéncia elevada de melanomas nodulares
(29,3%) e, particularmente, de um numero invulgarmente alto de melanomas acrais,
traduzido por uma percentagem de 21,1%. Note-se que a série de Nagore e al. registou

sP?l. Trata-se do tipo anitomo-clinico mais frequente nos

apenas 5,3% destes melanoma
grupos étnicos em que Os restantes tipos sio extremamente raros (negros, hispanicos e
orientais)?. A série, no entanto, inclufu apenas doentes de etnia caucasiana. Nio
encontramos explicacdo para a frequéncia inesperadamente alta deste tipo de melanoma, a
maioria deles afectando mulheres (72,7%) e preferindo largamente a localizagaio no membro
inferior (88,6%) em detrimento do membro superior, estando estes ultimos resultados de
acordo com grandes séries publicadas?**.,

A espessura média dos melanomas da amostra foi bastante elevada (3,9 mm),
considerando a série de Nagore ¢/ a/. (1,3 mm) e, muito particularmente, uma série americana
que comparou a espessura média dos melanomas identificados por dermatologistas com a
dos melanomas detectados pelos doentes, registando-se uma média de 0,73 mm e 0,79 mm,

B3 Nas regides geograficas em que a espessura do tumor primario é

respectivamente
geralmente baixa no momento de detec¢ao, os melanomas nodulares sao a principal
preocupacao, ja que este subtipo, em virtude da tendéncia para o crescimento vertical desde
o inicio da evolugio, tende a ser diagnosticado em fase mais tardia®!. Porém, apesar da
espessura média dos melanomas nodulares ter sido significativamente mais elevada no
presente estudo (6,1 mm), todos os restantes tipos anatomo-clinicos evidenciaram espessuras
médias uniformemente iguais ou superiores a 1,9 mm. Apesar da referenciagdo a partir de
outros centros tender a seleccionar lesdes mais espessas e constituir, por isso, um factor de
enviesamento, estes resultados sdo extremamente preocupantes, revelando uma tendéncia
para a deteccdao tardia do melanoma na populagio servida pelo CHUC, com as devidas
consequéncias na mortalidade por esta neoplasia. Podem advogar-se diversas razoes que

contribuem em conjunto para esta situagao, como um baixo nivel educacional da populagao

acerca do melanoma, uma baixa suspeicao clinica dos técnicos de saude nao diferenciados,
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particularmente em relacdo a lesGes amelandticas ou acrais, e dificuldades no acesso

atempado a consultas de Dermatologia, em especial nas regides mais afastadas dos centros

urbanos. Estes factos realcam a importancia de um investimento na preven¢ao secundaria,

sem descurar campanhas informativas e de prevencao primaria dirigidas a populagio em
geral.

A espessura foi mais elevada nos doentes do sexo masculino (5,7 mm versus 4,7 mm no
sexo feminino, com significancia estatistica), um resultado sobreponivel ao de outras
séries??. E de salientar que os melanomas nodulares, associados a uma espessura média
significativamente maior (6,1 mm), corresponderam a 39,7% dos melanomas ocorridos no
sexo masculino e somente a 23,1% dos melanomas observados no sexo feminino,
influenciando a diferenca de espessura entre os dois sexos.

A idade avangada também tem sido referida na literatura como um factor preditivo de

uma espessura mais elevada™?.

Péde observar-se na amostra estudada uma elevagio
progressiva e com significado estatistico da espessura a medida que a idade aumenta. Os
melanomas acrais e nodulares, que representaram no seu conjunto 70% dos casos ocorridos
em doentes com mais de 80 anos e 50% dos casos diagnosticados em doentes de idade entre
61 e 80 anos, contribuiram para este resultado, tendo em conta que foram os tipos anatomo-
clinicos associados a maior espessura média (respectivamente 4,1 e 6,1 mm). Quer os

2]

melanomas nodulares?!-32 [323.333]

quer os melanomas acrais tem sido associados a
espessuras mais elevadas e a um pior prognoéstico, apesar de nao se ter encontrado diferenca
estatisticamente significativa entre as diversas regioes anatomicas consideradas.

A frequéncia de tumores primarios ulcerados (33,7%) foi mais elevada do que na série de
Nagore ¢ al. (20,6%), acompanhando a espessura mais elevada dos melanomas em estudo. F
apreciavel uma forte correlagio da ulceragao com a espessura, pois enquanto nos tumores
ulcerados se observou uma espessura média de 7 mm, esta foi de apenas 2,9 mm nos
tumores nao ulcerados (p<0,001). Em concordancia, a elevagao da categoria T da
classificagio TNM correspondeu a um aumento significativo da taxa de melanomas

%1 Estes

ulcerados (p<0,001), dados que sao sobreponiveis aos descritos na literatura
resultados podem ser explicados com base na biologia tumoral, considerando que uma massa
tumoral de maior volume tem necessidades nutritivas mais exigentes que requerem o
transporte de oxigénio e nutrientes essenciais através de neovasos, cuja proliferacio é

B9 Por isso, a ulceracdo resultante da necrose

estimulada pelo tumor (angiogénese tumoral)
de células tumorais é mais comum nos melanomas de maior volume e, consequentemente, a

sua frequéncia aumenta em fungao da espessura. Considerando que a espessura foi maior nos
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doentes de idade mais avan¢ada, também se verificou uma frequéncia crescente de tumores
ulcerados desde o grupo etirio mais jovem até ao grupo de doentes com mais de 80 anos
(p<0,001). No entanto, apesar da espessura média ter sido mais elevada no sexo masculino, a
taxa de tumores ulcerados (26,9%) nao foi significativamente diferente da observada no sexo
feminino (24,6%). Os melanomas nodulares e os melanomas acrais foram os tipos em que a
ulceracdo se observou com maior frequéncia, facto que acompanha igualmente a maior
espessura observada nestas lesdes™ !,

Na analise univariada, os factores preditivos de metastizagao em transito foram a idade
(doentes com metastases em transito tiveram idade significativamente mais avancada), a
espessura do melanoma, a presenca de ulceragao (risco de 2,5 vezes) e o tipo anatomo-clinico
(maior tendéncia revelada pelos melanomas nodulares e, em segundo lugar, pelos melanomas
acrais). Ap6s a remog¢ao da influéncia das outras variaveis em causa através da regressao
logistica, apenas a espessura manteve significado estatistico. Note-se que um estudo que
avaliou prospectivamente o risco de metastiza¢io em transito em 1.327 doentes constatou
que os factores independentes que influenciaram o aparecimento daquele tipo de metastases
foram a espessura do tumor primario e a localiza¢io (membros inferiores, cabega e pescogo e
localizagdes acrais)™. Em contraste, a presente série nio revelou diferencas significativas na
frequéncia de metastiza¢do em transito nas varias localizagoes anatomicas estudadas.

Os factores que influenciaram a ocorréncia de metastases ganglionares regionais no
estudo univariado foram o sexo masculino, a espessura elevada, a ulceragao e o tipo de
melanoma (nodular e acral). A espessura voltou a ser o unico factor com significado
estatistico apds a realizagdo da analise multivariada. Este sélido caracter preditivo da
espessura sobre a invasio ganglionar vem reforcar que a mesma seja o principal critério
utilizado na seleccdo de candidatos a biopsia selectiva do ganglio sentinela. No entanto, um
estudo que inclufu 3.463 doentes demonstrou que, além da espessura, houve outras variaveis
que puderam ser consideradas como factores independentes na predicio da presenca de
metastases ganglionares microscopicas: a idade jovem, a ulceragdo, a localizagao no tronco e

531 O indice mitético foi o factor mais recentemente considerado

a invasao linfovascula
como factor de prognéstico e critério para a realizagao de biopsia do ganglio sentinela em
melanomas com espessura inferior a 1,0 mm, em virtude da demonstracio do seu papel
preditivo de invasio ganglionar regional™. Contudo, nio foi objecto de estudo nesta série.
De modo semelhante, o sexo masculino, a espessura, a ulcera¢ao e o tipo de melanoma

(particularmente a variante nodular) foram os factores relacionados com a ocorréncia de

metastizacao distante ¢ com a morte relacionada com o melanoma, embora a anilise
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multivariada demonstrasse que apenas a espessura e¢ a ulceragdo do tumor primario se

tenham revelado capazes de predizer a metastizag¢ao distante e somente a espessura tenha

restado como factor de risco de morte por melanoma. Os resultados obtidos conferem a

espessura do tumor primario um valor prognoéstico preponderante, preditivo da evolucao

metastatica loco-regional, da metastizagao distante e da sobrevivéncia, estando de acordo

com a generalidade das revisGes retrospectivas e prospectivas. A espessura pode considerar-
se 0 mais potente factor de prognéstico na doenga localizada®>*".

Os factores que influenciaram pejorativamente as curvas de sobrevivéncia foram o sexo
masculino, a espessura (avaliada através dos niveis da categoria T da classificagio TNM da
AJCC), a ulceragio e o tipo anatomo-clinico (pior sobrevivéncia dos doentes com melanoma
nodular). Apds a analise multivariada realizada através da regressio de Cox, apenas a
espessura se manteve como factor independente com impacto na sobrevivéncia global.

Apesar de nesta série a ulceragao apenas encontrar significado estatistico como factor
preditivo de metastizagao distante, os dados de grandes séries da literatura apontam-na como
um factor de prognéstico com grande relevincia®>*". Por isso, ndo seria expectavel que esta
variavel carecesse de significado estatistico como indicador de sobrevivéncia na analise
multivariada. Nao se evidenciam as razoes desta discrepancia, advogando-se que a tendéncia
demonstrada pela ulceracio na andlise univariada pudesse revelar uma importincia
prognostica independente se a amostra fosse ampliada.

A metastizagao loco-regional, resultante de disseminagao linfatica do tumor, afectou mais
de 1/3 dos doentes (metastizacio em transito em 35,7% dos casos e metastizacio ganglionar
em 39,8%). A metastizacdo distante veio a ocorrer em 9,1% dos casos. A presenca de
metastases em transito ou de metastases ganglionares regionais teve influéncia prognostica
objectiva, levando a uma diminui¢do significativa da sobrevivéncia média de,
respectivamente, 153,8 para 85,9 meses e de 139,1 para 42,1 meses. Este efeito pejorativo na
sobrevivéncia relacionou-se certamente com a propensio para a ocorréncia de metastases
distantes nos doentes com afecgao loco-regional, facto que revela uma tendéncia da
metastizagao linfatica se associar a metastizagao hematica, quer esta ocorra de um modo
sequencial ou simultaneo. Como seria previsivel, a influéncia das metastases distantes na
sobrevivéncia foi marcada. O risco de morte nos doentes com metastases distantes reflectiu-
se de modo muito signifdicativo nas curvas de sobrevivéncia, demonstrando que a

disseminagdo da doenga ¢ a principal causa de morte relacionada com o melanoma.
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2.3.2. Biopsia selectiva do ganglio sentinela

De acordo com os resultados do ensaio trandomizado multicéntrico MSLT-I, a
probabilidade de um doente com critérios para a realizagdo de biopsia do ganglio sentinela
ter micrometastases ganglionares é de cerca de 20%!'”). Os resultados do presente estudo
demonstraram 21,6% de ganglios sentinela metastaticos nos 134 doentes submetidos a
biopsia selectiva do ganglio sentinela. Nestes doentes, o sexo masculino e o aumento da
espessura correlacionaram-se com o risco de ter um ganglio sentinela positivo, mantendo
forte relagio com esta ocorréncia mesmo apos a regressio logistica. Nao se conhece a razao
do risco acrescido no sexo masculino. Contudo, ha estudos que corroboram uma pior
sobrevivéncia aos 5 e 10 anos nos homens, mantendo-se esta tendéncia quando existe
invasio ganglionar regional™”.

A ulceracao voltou a carecer de valor preditivo sobre o estado do ganglio sentinela.

Apesar deste dado ser inesperado, considerando os estudos publicados”!

, a presenca de
ulceragdo esteve muito perto de atingir significado estatistico (p=0,06), o que permite colocar
a hip6tese da significancia estatistica poder vir a ser obtida em amostra de maior grandeza.

A idade jovem e a localizagdio do melanoma no tronco também foram previamente

B3I No entanto, a

descritos como factores preditivos de positividade do ganglio sentinela
média etaria e a distribuicido dos melanomas por regido anatémica nao se revelaram
estatisticamente distintos entre os doentes que tiveram ganglio sentinela positivo e aqueles
cujo ganglio estava livre de metastases.

A positividade da biopsia do ganglio sentinela conferiu um risco significativo de
metastizacado em transito, metastizacdo distante ¢ de morte relacionada com o melanoma,
corroborando o valor prognodstico que tem sido amplamente reconhecido a este
procedimento!' >,

De acordo com o esperado, a taxa de metastizagao do ganglio sentinela foi crescendo com
a progressio da categoria T da classificagdo da AJCC, comegando numa taxa de 0% nos
tumores com espessura inferior a 1,0 mm e subindo progressivamente até aos 51,5%
observados nos tumores espessos (>4,0 mm). Nestes doentes com melanoma de alto risco a
biopsia do ganglio sentinela ndo conseguiu prever a ocorréncia de metastases em transito
nem de metastases distantes, cuja frequéncia foi sensivelmente idéntica nos casos em que o
ganglio sentinela foi positivo e naqueles em que foi negativo. Este resultado permite evocar a

suposi¢ao de que o estado do ganglio sentinela perde valor neste contexto, considerando que

o prognostico passa a ser determinado mais pela alta taxa de disseminacdo a distancia do que
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pelo estado do ganglio sentinela. No entanto, verificou-se uma clara diferenca nas curvas de
sobrevivéncia livre de doenga nos doentes com invasao do ganglio sentinela, registando-se
uma sobrevivéncia global média de 4,4 meses, francamente inferior aos 31,4 meses dos
doentes com ganglio sentinela negativo. Ja as curvas de sobrevivéncia global em funcao do
estado do ganglio sentinela ndo foram estatisticamente distintas neste subgrupo de doentes
com tumores espessos. Porém, neste caso concreto, as curvas de sobrevivéncia adquirem a
classica forma de banana, tipica dos eventos que determinam uma vantagem de
sobrevivéncia inicial, mas que culminam num desfecho semelhante, previsivelmente
condicionado pela taxa elevada de metastizagao a distancia. Analisando, por isso, a propor¢ao
de doentes vivos aos 2,5 anos, encontra-se uma diferenca estatistica entre os doentes com
ganglio positivo (44,1%) e com ganglio sentinela negativo (83,1%), conferindo aos primeiros
um risco de morte com magnitude de 7,9 vezes. Este notério valor preditivo que o estado do
ganglio sentinela apresenta sobre a sobrevivéncia a curto prazo esgota-se, no entanto, a partir
dos 5 anos, quando a diferenca estatistica deixa de ser observada e as curvas de sobrevivéncia
passam a caminhar de forma paralela. Estes resultados sao apoiados por alguns estudos
retrospectivos que também nio conseguiram demonstrar um beneficio da biopsia do ganglio
sentinela na predi¢ao da sobrevivéncia global ou no estabelecimento do risco de morte.
Colidem, no entanto, com a maioria dos estudos retrospectivos e com uma importante meta-
analise!"" que apontam para a manuten¢io do impacto do estado do ganglio sentinela na
sobrevivéncia livre de doenga e na sobrevivéncia global destes doentes de alto risco.

Apesar dos resultados obtidos na nossa série, o tamanho da amostra, que inclufu apenas
33 doentes com melanoma de espessura superior a 4,0 mm, aliado ao caracter retrospectivo
da analise e a revisdo da literatura, ndo invocam uma mudanca de atitude com bases solidas.
Assim, parece prudente a continuidade da realizagdao da biopsia selectiva do ganglio sentinela,

163]

recomenda¢do que estd patente em trelevantes normas de orientacio clinica (NCCN)!'®! na

auséncia de estudos prospectivos, controlados e randomizados neste conjunto de doentes.

2.3.3. Progressio da doenga loco-regional

Das wvariaveis avaliadas no intuito de verificar um possivel impacto no risco de
metastiza¢ao distante nos doentes com metastases loco-regionais (metastases em transito
e/ou metastases ganglionares regionais), nenhuma revelou qualquer valor preditivo, nem

mesmo a espessura do tumor primario, que tivera um claro interesse prognostico nas fases
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mais precoces da doenga. Nio se encontraram estudos publicados que tivessem avaliado de
uma forma comparavel o risco de metastiza¢do distante na doencga loco-regional. No entanto,
existe uma grande série de Balch e a/. (n=2313), que estudou retrospectivamente doentes
com metastases ganglionares quanto a factores de progndstico com potencial impacto na

sobrevivéncia global™.

Este estudo definiu uma influéncia pejorativa ab initio das
macrometastases ganglionares quando comparadas com as micrometastases, facto que sugere
um potencial beneficio da biopsia do ganglio sentinela na sobrevivéncia do subgrupo de
doentes com micrometastases ganglionares, permitindo uma actuacdo terapéutica
(linfadenectomia radical) numa fase em que o risco de metastizagao distante é provavelmente
menor. De acordo com o ensaio MSLT-1, os doentes de risco intermédio (definidos, neste
contexto, como doentes com melanoma de espessura compreendida entre 1,2 e 3,5 mm)
tiveram metastases ganglionares em 16% dos casos. Este valor, somado a uma taxa de falsos
negativos de 3,4%, igualou sensivelmente a percentagem de doentes nio submetidos a
biopsia do ganglio sentinela que desenvolveram macrometastases ganglionares, sugerindo

s No entanto,

que a doenga ganglionar microscopica tende a evoluir para macrometastase
a biopsia do ganglio sentinela ndo trouxe qualquer beneficio da sobrevivéncia global ao
grupo ao qual foi instituida, limitando-se a determinar um modesto incremento na
sobrevivéncia livre de doencga aos 5 anos (78,3% versus 73,1%). Porém, a sobrevivéncia global
aos 5 anos do subgrupo de doentes com micrometastases ganglionares submetidos a
linfadenectomia imediata foi significativamente mais elevada que a dos doentes do grupo de
observagdo, submetidos a linfadenectomia apenas quando a doenc¢a ganglionar se tornou
clinicamente evidente (72,3% versus 52,4%). A controvérsia sobre este assunto tem persistido,
na medida em que também existem estudos que demonstram uma faléncia da
linfadenectomia na melhoria do progndstico dos doentes com micrometastases ganglionares,
como ¢ o caso de uma revisao retrospectiva de 1.113 doentes realizada na Europa por van

340]

der Ploeg et alP*). As razdes para estas discrepancias prendem-se provavelmente com um
facto decorrente dos resultados do trabalho de Balch er a/ P": o grupo de doentes com
doen¢a ganglionar microscépica nio é homogéneo quanto ao prognoéstico, ou seja, a
propensdo para progredir para metastiza¢ao distante e consequentemente motrer devido ao
melanoma ¢é ainda determinada por outros factores adicionais, como a espessura do tumor
primario, a idade (pior sobrevivéncia a partir dos 50 anos de idade), a presenca de ulceracio,

a localizagdo do melanoma (pior sobrevivéncia nos melanomas de localizagao axial) e o

indice mitético. Da mesma forma, nos doentes com macrometastases ganglionares, o
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numero de ganglios afectados, a ulceracao e a idade (pior sobrevivéncia a partir dos 70 anos)
tiveram impacto na sobrevivéncia.

Apesar das variaveis estudadas na nossa série nao terem conseguido prever a ocorréncia
de metastizagio a distancia em doentes com doenca loco-regional, a elevada taxa de
metastizagao a distancia observada neste subgrupo (61,4%) corrobora o risco elevado de
disseminagdao por via hematica (sequencial ou simultanea em relagdo a progressao loco-
regional).

A sobrevivéncia livre de doenga, tendo sido igual nos doentes com doenca loco-regional
quer tenham progredido ou nao para doenca distante, também nao se revelou capaz de
prever o risco de progressao para metastizagao distante, o que quer dizer que a metastizagao
a distancia ocorre independentemente da precocidade do aparecimento das metastases em
transito ou da invasao ganglionar regional. Estes resultados foram idénticos aos relatados por
Tejera-Vaquetizo et al."* num estudo retrospectivo realizado na Andaluzia, Espanha.

Salienta-se que o risco de morte por melanoma ajustado a idade conferido pelo
aparecimento de metastases a distancia nos doentes com doenga loco-regional foi estimado
em 82,6 vezes. As curvas de sobrevivéncia dos doentes com doencga loco-regional foram
claramente diferentes entre os doentes que desenvolveram metastases a distancia e os
doentes que nunca tiveram este tipo de metastases, o que esta de acordo com o facto da
grande maioria das mortes por melanoma ocorrerem nos doentes classificados no estadio IV
da AJCC.

A existéncia de um grupo de cerca de 1/3 de doentes com doenca loco-regional que nio
progridem para dissemina¢ao distante e a inexisténcia de factores capazes de prever o risco
de progressio, a recomendagdo de oferecer a linfadenectomia radical aos doentes com
metastizagao ganglionar deve ser mantida, muito embora esta técnica cirurgica nio tenha

influenciado a sobrevivéncia global dos doentes com metastizacao ganglionar regional.

2.3.4. Vias metastaticas

Perto de 1/3 dos doentes (n=0606; 31,7%) desenvolveram metastizacio a distancia.
Considerando este grupo, as metastases ganglionares (via metastatica B) foram o primeiro
local de dissemina¢io da doenca em cerca de metade dos casos (53%), seguidas pelas
metastases em transito (via metastatica A) em 30,3% e pelas metastases distantes directas (via

metastatica C) em 16,7%. Estes resultados sio praticamente sobreponiveis aos observados
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pot Tejera-Vaquetizo af al. numa amostra de dimensio idéntica (n=67)""" e ligeiramente

discrepantes com uma série de Meier e alP"l

(n=4606), que revelou uma propor¢ao
ligeiramente superior de metastases distantes directas (28,1%) em detrimento do inicio da
disseminag¢ao da doenga pela metastizagdo em transito (21,7%).

Dentro das variaveis consideradas (sexo, idade, espessura, ulceracdo, tipo de melanoma, e
localizagdo do melanoma), nenhuma demonstrou ter relagdo estatisticamente significativa
com qualquer das vias metastaticas. Também nao houve diferenca estatistica entre as
distintas vias metastaticas quanto a sobrevivéncia livre de doenga, a sobrevivéncia livre de
metastases distantes e a sobrevivéncia global. A sobrevivéncia livre de metastases distantes
também nao se mostrou influenciavel pelas variaveis clinico-patolégicas em estudo, nem
mesmo pela espessura ou pela ulceracao. Estes resultados apoiam inteiramente os trabalhos
de Tejera-Vaquetizo et al' e Meier et alP"l) que também nio conseguiram determinar
marcadores preditivos da via de dissemina¢ao metastatica do melanoma e que concluem que
o tempo de aparecimento de metastases distantes é o mesmo independentemente da via
metastatica em causa. Hstes factos sugerem que a disseminagdo hematica tende a
acompanhar a disseminagao linfatica, o que ¢ uma explicacio coerente da auséncia de
impacto da biopsia do ganglio sentinela e da linfadenectomia radical na sobrevivéncia global

dos doentes com melanoma.
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Conclusoes

6.1.

6.1.1.

Conclusées gerais

Analise mutacional

Relativamente a genotipagem realizada, salientam-se as seguintes conclusoes:

@

(i)

(iii)

A genotipagem com sondas TagMan™ em amostras de tecido fixadas em formol
e incluidas em parafina ¢ um método que permite obter resultados de boa
qualidade, mesmo limitando a concentragio do DNA a 15 ng/uL (inferior a
concentracio recomendada de 50 ng/pL) e colocando o limiar dos ricios de
absorvancia (Azso/230 € Azeo/250) em 1,6 (abaixo do valor recomendado de 1,7).

A extrac¢ao de DNA em concentra¢do e qualidade adequadas a genotipagem foi
mais eficaz nas amostras de melanoma do que nas de nevos melanociticos,
possivelmente devido a influéncia pejorativa do menor volume de tecido destas
ultimas.

Apesar da boa qualidade da genotipagem, a falta de sensibilidade e robustez
parece ser um problema inerente a aplicagao da pesquisa de mutagdes por sondas
TagMan™ em pecas incluidas em parafina, particularmente quando a amostra em
estudo apresenta heterogeneidade na composi¢ao do tecido (células tumorais e

células normais), conforme verificado no presente trabalho.
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(iv)

)

(vi)

(vi)

(vii)

(x)

As quatro mutagoes observadas (BAI3 D755N, DLEC1 D215N, MYO9A
G2291V e TP63 M4991) ocorreram com uma frequéncia extremamente baixa,
quer nos melanomas quer nos nevos melanociticos.

Independentemente da sua frequéncia, o papel patogénico das quatro mutacoes é
extremamente provavel, considerando as ferramentas bioinformaticas utilizadas.
A mutagao DLEC1 D215N foi a unica que coexistiu em melanomas e nevos
melanociticos, o que sucedeu com uma frequéncia indistinguivel do ponto de
vista estatistico. Este facto levanta a hipdtese da sua intervencdo na nevogénese,
além do contributo aparente na patogénese do melanoma.

A mutacao TP63 M4991, verificada numa metastase em transito de um doente
com tumor primario nio mutado, pode, por esta razao, ser um factor
interventivo na progtressio da doenga, conforme previamente postulado!™. A
confirma¢ao de tal facto, dependente de estudos posteriores, podera antever a
determinagao de um novo biomarcador de progndstico.

Novos trabalhos, com ponto de partida nestes resultados, poderdo esclarecer a
suposi¢ao de que os genes BAI3, DLEC1 ¢ MYO9A actuam como genes onco-
supressores no melanoma cutaneo primario.

Do mesmo modo, sera importante o esclarecimento do papel do gene TP63 que,
ao contrario do analogo TP53, pode intervir como oncogene ou como gene

ONCoO-Supressor.

6.1.2. Estudo clinico retrospectivo

Acerca da caracterizagao clinico-patolégica retrospectiva dos doentes da série, enumeram-

se as seguintes conclusoes:

@

(i)

(iif)

Pag. | 156

O melanoma cutaneo primario teve um predominio de casos no sexo
feminino, a semelhanca de outros estudos europeus.

Os melanomas acrais ocorreram numa propor¢ao inesperademente elevada
de doentes, facto para o qual nao se encontrou uma explicagao plausivel.

Os melanomas acrais foram mais comuns em mulheres, apareceram mais

frequentemente em individuos de idade avancada e ocorreram com uma



(iv)

)

(vi)

(vii)

(viii)

(x)

(xi)
(xii)

(xii)

(xiv)
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frequéncia significativamente mais elevada no membro inferior do que no
membro superior.
A espessura média dos melanomas acrais no momento do diagnostico foi
mais elevada que a dos restantes tipos anatomo-clinicos, a excepgao do
melanoma nodular.
Os melanomas nodulares ocorreram com uma frequéncia mais elevada do
que a esperada (29,3%), muito provavelmente devido ao enviesamento
decorrente da referenciacio de casos mais graves a partir de outros centros
hospitalares.
Embora sujeita ao mesmo tipo de viés, a espessura média dos melanomas foi
bastante elevada na série, sublinhando a necessidade de implementar medidas
de prevengdo primaria e secundaria ao nivel da populagiao e dos cuidados de
saude primarios.
A ulceragdo aumentou de modo proporcional a elevagao da espessura do
tumor primario, pelo que a ulceragao foi mais comum em tipos de melanoma
com tendéncia a terem maior espessura no momento do diagnéstico
(melanoma nodular e melanoma acral).
O tipo anatomo-clinico de melanoma careceu de valor prognéstico, corrigida
a influéncia da espessura.
O melanoma nodular ocorreu de modo relativamente transversal nas
diferentes regides do tegumento e nos varios estratos etarios.
A localizagio do melanoma variou em fung¢io do sexo (o tronco foi a
localizagao predominante nos homens e o membro inferior nas mulheres).
A localizag¢ao do melanoma nio teve impacto no prognostico.
A espessura do tumor primario foi o factor de prognoéstico independente com
malor expressdao, conseguindo-se evidenciar o seu efeito preditivo sobre a
metastizagao em transito, a metastiza¢ao ganglionar, a metastizacao distante, a
sobrevivéncia livre de doenga e a sobrevivéncia global.
Inesperadamente, a ulceragdo apenas obteve valor preditivo sobre a
metastizagao ganglionar.
O aparecimento de metastases loco-regionais ou a distancia relacionou-se

com uma menor sobrevivéncia global.
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Na amostra em estudo, apenas a espessura elevada e o sexo masculino foram
preditivos da positividade do ganglio sentinela, ficando a ulceracio muito
perto da significancia estatistica.

O estado do ganglio sentinela foi preditivo de metastizagdo em transito, de
metastizagdo distante e de morte relacionada com melanoma, excepto nos
doentes com melanomas espessos (>4,0 mm).

O estado do ganglio sentinela foi preditivo da sobrevivéncia livre de doenga,
mesmo nos doentes com tumotes espessos (>4,0 mm).

O estado do ganglio sentinela foi preditivo da sobrevivéncia global, excepto
nos doentes com melanomas espessos (>4,0 mm).

Em termos de sobrevivéncia global, os doentes com melanomas espessos
(>4,0 mm) que tiveram ganglio sentinela positivo apenas diferiram dos que
tiveram ganglio sentinela negativo no que se refere a sobrevivéncia a curto
prazo (até aos 2,5 anos). A longo prazo (5 anos), em virtude da elevada
frequéncia de metastases a distancia ocultas, mais dependentes da espessura
elevada do tumor primario do que do estado do ganglio sentinela, a
sobrevivéncia nao foi influenciada pela presenca de metastases ganglionares
microscopicas.

Nos doentes com doenga metastatica loco-regional, a metastizagao a distancia
ocorreu independentemente de quaisquer factores conhecidos, incluindo o
tempo livre de doenga, o que demonstra a tendéncia destes doentes
apresentarem em simultineo disseminag¢ao por via hematica.

Nao se identificaram factores preditivos da via de disseminagao metastatica
do melanoma.

O tempo até ao aparecimento de metastases distantes foi sobreponivel nos
doentes que progrediram directamente para doenca metastatica a distancia e
naqueles em que a disseminacdo para o6rgaos distantes foi precedida por
metastizagao loco-regional.

Pela aparente falta de valor preditivo da sobrevivéncia aos 5 anos, a utilidade
da biopsia do ganglio sentinela nos doentes com melanomas espessos (>4,0
mm) permanece controversa.

Apesar da elevada tendéncia para os doentes com invasio linfatica
apresentarem disseminac¢do hematica, tornando a biopsia do ganglio sentinela

e a linfadenectomia electiva incapazes de influenciar a sobrevivéncia global, o
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potente valor preditivo do estado do ganglio sentinela sobre a sobrevivéncia
livte de doenga e a sobrevivéncia global, bem como a possibilidade da
linfadenectomia evitar a progressio metastatica em cerca de 1/3 dos casos,

leva a que estes procedimentos continuem a ser actualmente recomendaveis.

6.2.  Aplicagdes e contribui¢des do trabalho realizado

Os estudos de sequencia¢do gendmica em linhas celulares de melanoma encontrados na
literatura referem novas mutagdes potencialmente importantes na oncogénese. Uma das
formas de avaliar a relevancia dessas mutagoes é através da genotipagem de amostras de
tecido tumoral de um dado grupo de doentes. Deste modo, ¢ possivel estimar a frequéncia
com que ocorrem e a sua eventual implicagdo prognoéstica. A actualidade destes estudos é
reforcada pela tendéncia cada vez maior de encontrar biomarcadores capazes de definir
subgrupos de doentes com maior risco ou eventuais candidatos para terapéuticas adjuvantes.

O advento de novas terapéuticas baseadas em alvos moleculares também tem estimulado
a investigacdo dos mecanismos moleculares subjacentes a transformacdo maligna e a
aquisicao de fendtipos invasivos pelas células de melanoma, ja que a compreensio destes
fenémenos pode ser determinante no estabelecimento de novos alvos moleculares. Foi neste
contexto que se enquadrou e que se releva a analise mutacional realizada.

A revisio clinico-patolégica dos doentes, orientada para a investiga¢io da progressio
tumoral, permitiu pesquisar retrospectivamente factores com possivel interferéncia na
disseminag¢dao da doenca. Assim, discutiram-se as principais vantagens e limitacdes da biopsia
do ganglio sentinela na avaliagio do risco de progressio do melanoma. Neste ambito,
procurou-se avaliar o beneficio desta técnica quando utilizada em doentes com melanomas
espessos.

A analise da evolugio clinica dos doentes de acordo com as vias através das quais o tumor
se dissemina, aponta-se como outro contributo relevante para a compreensao dos padroes de
disseminagdo tumoral: a via linfatica parece revelar-se como aquela que mais frequentemente
inaugura o processo de metastizagdo, mas ¢ provavel que as células que adquirem a
capacidade de invasao linfatica associem tendencialmente uma capacidade de migracao

hematica, quer esta ocorra de um modo simultaneo ou sequencial.

Pag. | 159



VI | Conclusdes

6.3.

Recomendagdes para investigagdes futuras

Perante as limitagoes apontadas a baixa sensibilidade (possivel ocorréncia de mutagoes

nao detectadas) e a fraca reprodutibilidade (discrepancia nos resultados de diferentes

genotipagens da mesma amostra) da genotipagem com sondas TagMan™ em amostras de

tecido fixadas em formol e incluidas em parafina, impoe-se a enumeracao de sugestoes para

melhorar a detec¢ao de mutagoes:

a)

b)

Para optimizar a robustez dos resultados da genotipagem de amostras de tecido
tumoral, é recomendavel incluir amostras de tecido em que a populagio de células
neoplasicas seja maioritaria (mais de 50%). Para este fim, a dissec¢do cuidadosa dos
cortes parafinados, extraindo o remanescente de tecido normal deve ser sempre

optimizada, por dificil e morosa que se afigure em pecas de menor dimensao.

Como o objectivo de responder a um dos desafios mais importantes da investigagao

oncolégica, que ¢ a identificagdo de biomarcadores em amostras heterogéneas de
tecido tumoral, foi desenvolvida muito recentemente a tecnologia castPCR™ (Life

Technologies® Corporation) que realiza a genotipagem através de sondas TagMan™
competitivas e especificas de aleloP*. A detec¢io da mutacio baseia-se na utilizagio
de um primer especifico do alelo mutado, enquanto o alelo selvagem ¢é suprimido
através da ligacao de uma sequéncia oligonucleotidica bloqueadora acoplada a um
ligando MGB (extintor de fluorescéncia), conforme exemplificado na Fig. 49. Este
método permite a detecgdo de 0,1% de alelos mutantes na presenca de um fundo de
alelos normais, consistindo na tecnologia mais sensivel e robusta para determinar o

perfil mutacional de amostras heterogéneas de tecido tumoral.

Com base no exposto, as principais linhas de investigagdo que este trabalho deixa em

aberto para o futuro baseiam-se na aplicagdo da tecnologia castPCR™ na genotipagem das

amostras de melanoma.
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Legenda

® 5, ®
H . Corante fluorescente

Alelo mutado h ‘ MGB (quencher)

9 Primerespecifico do alelo

é— Primerespecifico do Jocus

ASB Bloqueador MGB especifico

’ L
H 1 n H do alelo

Alelo selvagem LST SondaTaqMan especificado
locus

:

Figura 49. Reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) com sondas competitivas e especificas de alelo

(castPCR™),

Esta abordagem permitiria uma avaliagdo precisa e sensivel da frequéncia dos alelos
mutados dos genes em causa e poderia dar resposta a algumas questdes levantadas pelo

trabalho desenvolvido até a data:

@) Que impacto é que a heterogeneidade das amostras teve na determinagao da
frequéncia alélica das muta¢bes observadas?

(ii) Qual a razao da mutacado MYO9A G2291V nio ter sido observada nas
metastases em transito do caso A37 quando ja tinha sido identificada no tumor
primario: trata-se de um falso negativo na metastase, de um falso positivo no
tumor primario ou de uma perda de material genético sofrida pelo tumor durante
o processo de metastizagao?

(iif) Qual a razao para a mutacao TP63 M4991 apenas ter sido observada na metastase
em transito do doente A76 quando nao havia sido identificada no tumor
primario: trata-se de um falso negativo no tumor primario, de um falso positivo
na metastase ou de uma mutacao adquirida durante a progressao do melanomar
Se assim for, na perspectiva de identificar um biomarcador de prognéstico, qual a

sua correlacao com o desfecho?

O objectivo de responder a estas questdes exige a genotipagem das mesmas amostras com
a tecnologia castPCR™, mas, tendo em conta a frequéncia alélica previsivelmente baixa,

conduz também a necessidade de alargar substancialmente a amostra.
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Adicionalmente, sugere-se uma avaliacio prospectiva da presenca de células tumorais
mutadas em circulacdo, recorrendo a mesma tecnologia. Os dados obtidos poderiam permitir
correlagdes prognosticas importantes.

Finalmente, dado ser um assunto ainda sob intenso debate, sugere-se uma investigagao
dirigida ao estabelecimento de recomendag¢des baseadas em evidéncia quanto a realizagao da
biopsia do ganglio sentinela em doentes com melanomas espessos (>4,0 mm). A forma que
se afigura como mais adequada para atingir este fim ¢ o desenho de um estudo prospectivo
randomizado e controlado com a inclusio de uma amostra consistente de doentes com
melanomas espessos, criando dois bracos: (i) doentes submetidos a alargamento de margens
do tumor primario e biopsia selectiva do ganglio sentinela zersus (i) alargamento de margens
do tumor primario e observagdo, com linfadenectomia oferecida apenas se surgirem
metastases ganglionares clinicamente evidentes. A avalia¢io da sobrevivéncia livre de doenga
e da sobrevivéncia global aos 5 anos, comparando igualmente os doentes com
micrometastases sujeitos a linfadenectomia com os que foram alvo deste tratamento apenas
no caso de terem surgido metastases ganglionares clinicamente evidentes, seria uma forma

fidedigna de aferir o real valor da biopsia do ganglio sentinela em doentes de alto risco.
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Anexo A

Este anexo compila os dados relativos ao controlo de qualidade das amostras de

melanoma (Tabela A1) e de nevos melanociticos (Tabela A2).

Tabela Al. Amostras de melanomas primarios, metastases cutaneas em transito e metdstases
ganglionares dos doentes do grupo A. O sombreado vermelho corresponde a amostras excluidas por taxa
de genotipagem inferior a 60%. O sombreado verde corresponde a amostras excluidas por impossibilidade

de extrair DNA com concentragdo minima de 15 ng/uL e/ou racios de absorvancia <1,6.

Conc. Genotipagens

Vol. .

Caso Amostra (ng/uL) 260/230 260/280 (L) Precip. (%)
Al Al 35,18 2,03 1,96 40 61,3

A2 69,27 2,1 1,83 40 61,3

B1 31,82 2,09 1,92 16 84,9

A2 B2 20,34 2,08 1,97 16 93,5

B3 20,74 2,2 1,96 40 85,8

B4 33,88 2,14 1,98 16 100

A3 A3 17,96 1,75 1,94 16 67,7

A4 A4 28,93 2,23 1,87 16 92,7

A5 A5 32,22 1,89 1,94 14 N 100

A6 A6 48,65 1,52 1,77 5,5 N 96,8

B21 3,34 2,06 1,89 16 —

A7 A7 29,29 2,02 1,87 6 N 96,8

A8 A8 29,53 2,06 1,81 6 N 80,6

A9 A9 20,87 1,83 1,94 16 82,3

A10 A10 17,87 2,1 1,79 6 N 100
A1l A1l 36,67 1,6 1,9 40 87,1
A12 A12 37,13 1,9 1,7 40 61,3
A13 A13 23,3 1,94 1,93 6 N 100
Al4 Al4 78,56 2,16 1,92 14 96,8
A15 A15 78,97 2,13 1,93 14 100
Al6 38,52 1,75 1,86 40 61,3

ALE B5 54,09 2,03 1,99 6 N 96,8
B6 39,93 1,64 1,94 66,5 100

B7 49,55 2,28 1,69 6 N 100

A17 A17 44,95 1,89 1,94 16 98,4
A18 A18 65,95 1,78 1,84 16,5 98,1
A19 15,99 1,8 1,87 6 N 67,7

A19 B8 60,57 2,14 2,04 16 95,2
B9 65,72 2,1 2,02 16 100

720 A20 28,27 2 1,97 40 86,5
B10 64,23 2,14 2,03 16 95,2

A21 A21 22,52 1,91 1,88 5,5 \ 96,8



Anexo A

Conc. Vol. . Genotipagens
Caso Amostra (ng/uL) 260/230 260/280 (L) Precip. (%)
A22 A22 18,57 2,31 1,97 6 v 100
A23 A23 59,44 2,16 1,97 14 98,9
A24 A24 34,73 1,9 1,9 40 98,7
A25 A25 58,50 1,72 1,83 47 100
A26 A26 54,23 2,28 1,74 6 \ 100
A27 A27 44,91 2,07 2 16 100
A28 A28 82,66 2,17 1,96 16 96,8
A29 A29 55,34 1,61 1,77 34,5 63,7
A30 A30 38,65 2,03 1,88 16 100
A3l A31 18,87 1,83 1,98 16 96,8
A32 A32 43,10 1,68 1,94 40 100
A33 A33 47,20 1,66 1,88 52 100
A34 A34 67,68 2,13 1,95 16 100
A35 A35 16,89 1,93 1,89 6 \ 100
A36 A36 58,3 1,9 1,9 40 90,9
B11 59,83 2,1 1,95 16 98,4
A37 24,39 1,8 1,98 40 75,8
A37 B12 51,4 2,08 1,98 16 100
B13 24,26 1,83 1,88 16 72,6
A38 A38 23,07 1,92 1,86 5,5 v 96,8
A39 A39 42,03 1,93 1,86 6 v 80,6
A40 A40 28,97 1,7 1,9 40 75,8
A4l A4l 25,75 1,98 1,92 5,5 v 95
A42 A42 69,67 2,02 2,02 16 94,6
A43 27,99 1,95 2 40 92,3
A43 B14 82,7 2,16 1,95 16 92,5
B15 16,85 2,22 1,98 6 v 100
Ad4 Ad4 37,92 1,98 1,96 40 100
A45 20,28 1,7 1,9 40 91
A45 B16 30,48 1,7 1,9 16 98,4
B22 2,67 1,27 1,82 16 —
A46 A46 58,03 2,11 1,93 16 98,4
A47 A47 47,5 1,9 1,88 16 100
A48 A48 61,52 2,08 1,87 16 100
A49 A49 60,99 2 1,9 40 100
A50 A50 44,56 2,13 1,93 16 98,4
A51 A51 76,59 2,08 1,93 16 100
AS2 A52 60,63 2,09 1,91 16 96,8
B17 31,76 1,89 1,94 16 96,8
A53 A53 35 2,03 1,88 14 100
A54 A54 23,86 1,77 1,96 16 100
A55 A55 60,3 2,2 1,87 16 98,4
A56 A56 29,59 1,93 1,96 16 100
A57 A57 25,61 1,95 1,95 14 78,5
A58 A58 74,4 2,11 1,96 16 98,4
A59 A59 46 2 1,98 16 98,4
A60 A60 84,66 2,09 1,95 14 98,4
A61 A61 29,57 1,89 2 16 100
A62 A62 32,09 1,78 1,79 16 98,9
A63 A63 34,66 2,07 1,97 16 100
A64 A64 99,02 2,21 1,96 16 88,7
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Caso

A65
A66
A67
A68
A69
A70
A71
A72

A73

A74
A75

A76

A77
A78
A79
A80

A81

A82
A83
A84
A85
A86
A87
A88
A89
A90
A9l
A92
A93
A94
A95
A96
A97
A98
A99

A100

A101
A102
A103
Al104
A105
A106

Amostra

A65
A66
A67
A68
A69
A70
A71
A72
A73
B18
A74
A75
A76
B19
B23
A77
A78
A79
A80
A81
B20
B24
B25
B26
C1
A82
A83
A84
A85
A86
A87
A88
A89
A90
A9l
A92
A93
A94
A95
A96
A97
A98
A99
A100
B27
A101
A102
A103
Al104
A105
A106

Conc.
(ng/uL)
93,75
32,38
21,31
62,25
37,78
51,8
78,84
41,55
32,64
81,63
25,38
41,7
59,38
47,74
3
44,25
77,77
50,52
67,35
46,36
47,18
0,24
0,45
27,03
22,6
1,98
9,93
1,85
2,54
1,14
3,32
0,73
3,43
4,76
2,65
3,67
4,09
0,43
3,41
3,66
1,77
3,95
3,48
0,89
40,9
20,89
23,88
49,55
28,1
33,62
18,65

260/230

2,23
2,04
1,95
2,18
1,76
2,01
2,22
1,97
2,14
2,2
1,67
2,17
2,1
1,65
0,68
2,2
2,25
2,04
2,22
2,15
2
0,51
0,63
19
2,1
2,03
1,86
1,16
1,48
0,84
1,89
0,31
1,27
1,62
1,23
1,63
1,14
0,16
1,64
1,69
1,64
1,63
1,66
1,43
1,7
2,09
2,08
1,76
2,05
2,19
1,75

260/280

1,9
1,9
1,95
1,95
1,86
1,93
2
1,98
1,98
1,95
1,9
1,73
2
1,99
1,7
1,96
1,95
1,96
1,96
1,84
1,86
1,96
1,65
1,89
1,7
2,05
1,9
1,88
1,87
1,83
1,76
1,33
1,83
1,91
1,86
1,95
1,97
1,09
1,92
1,93
1,83
1,87
1,95
16
1,8
1,94
1,98
1,95
1,89
1,85
1,84

Vol.
(pt)
16
16
16
14
16
14
16
14
6
40
49
6
16
40
16
16
16
16
16
6
6
16
16
6
40
6
5,5
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
2,12
16
6
6
16
6
6
6

Precip.

< 2

< 2

2 |2 <2 < |2

Genotipagens

(%)

74,2
100
67,7
93,5
79,6
100
100
100
100
98,4
96,1
100
98,4
85,2
100
100
96,8
100
82,3
100
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Conc. Vol. . Genotipagens
Caso Amostra 260/230 260/280 Precip.
(ng/pL) (ut) . (%)
A107 A107 54,1 1,65 1,78 11 Y 24,2

Tabela A2. Amostras de nevos melanociticos dos doentes do grupo B. O sombreado vermelho
corresponde a amostras excluidas por taxa de genotipagem inferior a 60%. O sombreado verde
corresponde a amostras excluidas por impossibilidade de extrair DNA com concentracdo minima de 15

ng/uL e/ou racios de absorvancia <1,6.

Conc. Vol. . Genotipagens

Caso Amostra (ng/uL) 260/230 260/280 (ul) Precip. (%)

B1 D1 22,84 1,86 1,92 16 100

B2 D2 35,35 1,98 1,92 6 v 100

B3 D3 25,24 2,43 1,92 6 v 100

B4 D4 20,89 1,8 1,94 58,5 97,8

B5 D5 30,96 2,09 1,9 16 v 93,5

B6 D6 24,77 1,89 1,95 16 74,2

B7 D7 44,69 1,99 1,96 16 93,5

B8 D8 21,64 1,85 1,95 16 100

B9 D9 32,15 2,12 1,94 5,5 v 100
B10 D10 30,58 1,91 1,88 6 v 64,5
B11 D11 C17 27,05 2,09 1,96 98,4
B12 D12 21,57 1,72 1,84 6 v 100
B13 D13 22,79 2 1,98 16 98,4
B14 D14 42,41 2,04 1,97 16 96,8
B15 D15 35,54 2,01 2 16 100
B16 D16 31,44 2,01 1,94 16 98,4
B17 D17 19,16 1,68 2 16 96,8
B18 D18 43,65 1,98 1,97 16 98,4
B19 D19 42,55 2 1,96 16 100
B20 D20 48,97 2 1,92 16 98,4
B21 D21 20,54 1,74 1,94 16 100
B22 D22 40,55 2,1 1,83 6 v 98,9
B23 D23 20,17 2,22 1,97 5,5 v 100
B24 D24 17,85 2,01 1,96 5,5 v 100
B25 D25 51,27 1,93 1,95 16 98,4
B26 D26 20,67 2,01 1,96 16 98,4
B27 D27 31,03 2,13 1,94 16 98,4
B28 D28 26 2,07 2,04 16 96,8
B29 D29 4,9 1,33 1,99 16 —
B30 D30 3,78 1,54 1,97 16 —
B31 D31 2,2 0,96 1,88 16 —
B32 D32 3,06 1,71 1,84 5,5 \/ —
B33 D33 2,09 1,7 2,05 16 —
B34 D34 2,78 1,59 2,12 16 —
B35 D35 2,09 1,7 2,05 16 —
B36 D36 3,3 1,81 1,86 5,5 v —
B37 D37 4,75 1,6 2,01 16 —
B38 D38 3,38 1,83 1,81 5,5 \/ —
B39 D39 2,57 1,42 1,99 16 —
B40 D40 4,7 1,41 1,95 16 —
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Conc. Vol. . Genotipagens
Caso Amostra (ng/uL) 260/230 260/280 (ul) Precip. (%)
B41 D41 5,3 1,13 2 16 —
B42 D42 4,93 1,16 1,85 16 —
B43 D43 2,59 1,3 1,77 16 —
B44 D44 3,26 1,07 2,06 16 —
B45 D45 1,31 0,88 2,05 16 —
B46 D46 1,47 0,75 1,97 16 —
B47 D47 1,92 1,25 1,94 16 —
B48 D48 4,05 1,35 1,87 16 —
B49 D49 0,87 0,83 1,94 16 —
B50 D50 3,54 1,26 1,92 16 —
B51 D51 1,79 1,59 1,98 16 —
B52 D52 4,4 2,26 2 16 —
B53 D53 3,15 1,71 1,98 16 —
B54 D54 2,69 2,05 1,97 16 —
B55 D55 3,46 2,13 2 16 —
B56 D56 2,4 2,21 1,91 16 —
B57 D57 4,9 1,8 1,94 16 —
B58 D58 4,9 1,85 1,93 16 —
B59 D59 1,89 1,79 2,09 16 —
B60 D60 4,34 1,69 1,9 16 —
B61 D61 23,37 1,97 1,94 6 N 19,4
B62 D62 31,01 1,95 1,92 6 \ 16,1
B63 D63 19,43 1,7 1,9 18 19,4
B64 D64 20,61 1,97 1,91 6 N 22,6
B65 D65 18,36 1,76 1,85 6 N 51,6
B66 D66 22,94 1,91 1,86 6 v 29
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Anexo B

As tabelas seguintes (B1 a B152) foram extraidas do soffware IBM® SPSS® Statistics, versio

20, e correspondem aos testes estatisticos realizados.

Tabela B1. Amostras excluidas por extrac¢do de DNA em quantidade e/ou qualidade insuficientes (teste
do %?).

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 20,797° 1 ,000

Continuity Correction® 19,297 1 ,000

Likelihood Ratio 20,040 1 ,000

Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 20,693 1 ,000

N of Valid Cases 201

a. Ocells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 18,39.
b. Computed only fora 2x2 table

Tabela B2. Genotipagens bem sucedidas (teste exacto de Fisher).
Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 2,5542 1 ,110

Continuity Correction® 1,629 1 ,202

Likelihood Ratio 2,293 1 ,130

Fisher's Exact Test ,119 ,104
Linear-by-Linear Association 2,536 1 ,111

N of Valid Cases 145

a. 1cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,52.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B3. Frequéncia alélica das mutagdes BAI3 D755N, MYO9A G2291V e TP63 M499I nas amostras dos
grupos A e B (teste exacto de Fisher).
Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 2772 1 ,599

Continuity Correction® ,000 1 1,000

Likelihood Ratio ,487 1 ,485

Fisher's Exact Test 1,000 ,785
Linear-by-Linear Association ,275 1 ,600

N of Valid Cases 130

a. 2 cells (50,0%) have expected countless than 5. The minimum expected countis ,22.
b. Computed only for a 2x2 table
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Tabela B4. Frequéncia alélica das mutagGes DLEC1 D215N nas amostras dos grupos Ae B (teste exacto de
Fisher).

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 1,0492 1 ,306

Continuity Correction® ,220 1 ,639

Likelihood Ratio ,907 1 ,341

Fisher's Exact Test ,293 ,293
Linear-by-Linear Association 1,041 1 ,308

N of Valid Cases 130

a. 2 cells (50,0%) have expected countless than 5. The minimum expected count is 1,08.
b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B5. Frequéncia de mutagdes BAI3 D755N, MYO9A G2291V e TP63 M499I nas amostras dos grupos
Ae B (teste exacto de Fisher).
Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square ,3492 1 ,555

Continuity Correction® ,000 1 1,000

Likelihood Ratio ,597 1 ,440

Fisher's Exact Test 1,000 ,743
Linear-by-Linear Association ,346 1 ,557

N of Valid Cases 109

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,26.
b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B6. Frequéncia de mutagdes DLEC1 D215N nas amostras dos grupos Ae B (teste exacto de Fisher).
Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square ,5622 1 ,453

Continuity Correction® ,051 1 ,821

Likelihood Ratio ,514 1 ,474

Fisher's Exact Test ,601 ,382
Linear-by-Linear Association ,557 1 ,455

N of Valid Cases 109

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,28.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B7. Teste de normalidade da distribuicdo da idade no grupo A (teste de Kolmogorov-Smirnov).

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Idade
N 208
Normal Parameters2? Mean 61,1731
Std. Deviation 16,52779
Most Extreme Differences Absolute ,115
Positive ,045
Negative -, 115
Kolmogorov-Smirnov Z 1,657
Asymp. Sig. (2-tailed) ,008

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
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Tabela B8. Teste de normalidade da distribui¢cdo da espessura do melanoma primdrio no grupo A (teste de

Kolmogorov-Smirnov).

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Espessura
N 191
Normal Parameters®® Mean 3,9565
Std. Deviation 4,11872
Most Extreme Differences Absolute ,183
Positive ,183
Negative ,168
Kolmogorov-Smirnov Z 2,525
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
Tabela B9. Idade de acordo com o sexo (teste de Mann-Whitney).
Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
q The distribution of Idade is the aa;rr?ﬁ_les 524 Eﬁltlam iie
same across categories of Sexo. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B10. Grupo etario de acordo com o sexo (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- .
The distribution of Etdrio isthe -amPles Retainihe
same across categories of Sexo Mann- 405 null
9 “Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

Tabela B11. Localizagdo do melanoma de acordo com o sexo (teste de Monte Carlo).

Chi-Square Tests

Pearson Chi-Square
Likelihood Ratio

Fisher's Exact Test
Linear-by-Linear Association

N of Valid Cases

Value df Asymp. Sig. (2- Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)
sided) Sig. 99% Confidence Interval Sig. 99% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound Lower Bound Upper Bound

30,4022 4 ,000 ,000° ,000 ,000

30,260 4 ,000 ,000° ,000 ,000

29,790 ,000° ,000 ,000

6,744 1 ,009 ,010° ,008 ,013 ,006° ,004 ,008

208

a. 2 cells (20,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,25.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 2000000.
c. The standardized statisticis -2,597.

Pag. |B3



Anexo B

Tabela B12. Espessura do tumor primario de acordo com o sexo (teste U de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- .
The distribution of Espessura is the aaam)_les 024 Eﬂled the
same across categories of Sexo. Whitney U 0 hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B13. Categoria T de acordo com o sexo (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- )
The distribution of T is the sam%’arg"es e g::lam the
across categories of Sexo. Whitney U Foromers
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

Tabela B14. Ulcerac3o do tumor primério de acordo com o sexo (teste do y?).
Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,1372 1 ,712
Continuity Correction® ,042 1 ,837
Likelihood Ratio ,136 1 ,712
Fisher's Exact Test ,744 ,416
Linear-by-Linear Association ,136 1 ,712

N of Valid Cases 208
a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 19,88.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B15. Idade em fungdo da localizagdo do melanoma (teste de Kruskal-Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
The distribution of Idade is the lggrenpelggent- Reject the
1 same across categories of Kruskal- 003 " nu
Localizagao. Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.
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Tabela B16. ComparagGes multiplas da idade em fungdo da localizagdo do melanoma (teste de

Bonferroni).

Samplot-Sample2 Statstic Emor Statisve S0 AdiSig
Tronco-Membro superior -22897 15872 -1,443 14y 1,000
Tronco-Nio classificado 23609 25783 919 358 1,000
Tronco-Membro inferior 28232 10036 2813 005 049
Tronco-Cabega e pescogo 499685 13210 3,782 000 ,002
o Suparioriio 803 28177 028 977 1,000
e 5335 15,162 -352 725 1,000
m‘“w‘“‘c‘m’ 27,088 17.426 1553 120 1,000
Ndo classificado-Membro inferior 4,533 25352 179 858 1,000
N asifloaco-Cebege ® 26266 26,768 981 326 1000
m'"'““'m C 21733 12,349 1760 078 784

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the
SAMA

Asyniptotnc significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is 05

Tabela B17. Localizagdo do melanoma em fungdo do grupo etario (teste de Kruskal-Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
The distribution of Etério is thef aep o 2"t Reject the
1 same across categories of Ktuskgl- 042 null
Localizagdo. Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

Tabela B18. Comparagdes multiplas da localizagdo do melanoma em fungdo do grupo etario (teste de

Bonferroni).

Sample1-Samplo2 Stastic Emor  Staiiste 59 Adisig
Tronco-Nao classificado 3379 23910 -,558 b7 1,000
Tronco-Membro inferior 20538 9330 2201 028 277
Tronco-Membro superior -23,764 14756 <1611 107 1,000
Tronco-Cabega e pescogo 38212 12,281 2949 003 032
N&o classificado-Membro inferior 7,159 23,570 304 761 1,000
:‘::'ﬂ::‘m“mm 10,386 26,196 396 692 1,000
oo K 22833 24,886 918 35 1,000
e 3227 14,09 229 819 1000
m'"m"c“m‘ e 15674 11480 1365 172 1,000
oo T R O 12447 16201 768 442 1,000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the
SAMA
Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is ,05.
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Tabela B19. Idade em fungdo do tipo de melanoma (teste de Kruskal-Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- .
4 The distibuion of dade is the  Sampls o1 I
same across categories ot l1po. rusKal- . -
. 4 Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B20. Comparacdes multiplas da idade em funcdo do tipo de melanoma (teste de Bonferroni).

Samplot-Samploz sttstic _Emor _Statstc 9 AdiSig

rfcijanoma crescimento 1450 1324y Y L0
Outros-Melanoma nodular 27330 13417 2038 042 416
Outros-Melanoma acral 42064 14246 2953 003 032
Outros-Léntigo maligno 54200 25256 2146 032 319
el otanomaoodular | 25880 10687 2423 015 154
el e ol 40614 11710  -3468 001 005
el el 52750 23918 2205 027 274
e (LT T I 14,724 11,901 1237 216 1,000
iy ST 26861 24011 1419 263 1000
Melanoma acral-Léntigo maligno 12136 24 484 496 620 1,000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the
same
Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is ,0G

Tabela B21. Tipo de melanoma de acordo com o grupo etario (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of Etario isthe Samples 003 2: |.°t the
same across categories of Tipo. Kruskal- . hypothesis
Wallis Test .

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,
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Tabela B22. Comparagdes multiplas do tipo de melanoma de acordo com o grupo etério (teste de
Bonferroni).

Sample1-Sample2 e o Yol sig.  Adsig:

so:;"e"d'.l':i‘ﬁ"”'“’ croeclnents 1418 12,317 a5 908 1,000
Outros-Melanoma nodular 24168 12,474 1,937 ,053 527
Outros-Léntigo maligno 35981 23,480 1532 125 1,000
Outros-Melanoma acral 37,903 13,245 2,862 ,004 ,042
;‘:;:%ﬁ;m:;’;‘:‘:‘godum 22750 9935 2290 022 220
r:;:’,‘;l’gi‘;j_'g:gggﬁ::;‘,’igm 34,563 22,236 1554 120 1,000
:‘:;:’;,‘,’;’,‘;j":f:,‘.‘;‘;’;‘gml 36485 10887  -3351 001 008
g LA 0D 11813 22,323 520 597 1000
B 13,735 11,084 1241 214 1,000
Léntigo maligno-Melanoma acral <1922 22,762 -,084 933 1,000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the
same
Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is ,05.

Tabela B23. Espessura do melanoma de acordo com o grupo etdrio (correlagdo nao linear de Spearman).
Correlations

Espessura Etério

Correlation Coefficient 1,000 2777
Espessura Sig. (2-tailed) . ,000
N 191 191
Spearman'srho X . "
Correlation Coefficient ,277 1,000
Etério Sig. (2-tailed) ,000 .
N 191 208

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Tabela B24. Categoria T de acordo com o grupo etario (teste de Kruskal-Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
4 The distribution of T is the sameSamples ooz BT
across categories of Etario. Kruskal- . Ko othasis
Wallis Test YP -

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

Tabela 25. Espessura do melanoma em fungdo da localizagdo (teste de Kruskal-Wallis).

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
The distribution of Espessura is the Igdep?ndent- Retain the
1 same across categories of Rruskal 716 null
Localizagao. Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.
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Tabela B26. Espessura do tumor primario em fun¢do do tipo de melanoma (teste de Kruskal-Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- .
1 The distribution of Espess;l%a is the l’S<am Iels E: REILE
same across categories of Tipo. ruskal- : s
’ P Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B27. ComparagGes multiplas dos tipos de melanoma em relagdo a espessura (teste de Bonferroni).

Sample1-Sample2 e Bl Gt 83 Adsg
g‘:";’r'f‘i’é‘i‘:' féo:élg";m;‘l’ign o 21511 21,997 o8 328 1,000
;‘:;:':g;’i‘:,gﬁfrﬂ"e“m 28035 13896 2018 044 436
el Moot eral 33976 11225  -3027 002 025
wemenacusemente e s e om o
Léntigo maligno-Outros -6,524 24,115 -271 787 1,000
Léntigo maligno-Melanoma acral -12,465 22,681 -,550 583 1,000
Lentigo maligno-Melanoma 54852 22069  -2485 013 129
Outros-Melanoma acral 5941 14,956 ,397 691 1,000
Outros-Melanoma nodular 48,329 14,010 3,450 ,001 ,006
Melanoma acral-Melanoma 42387  11.365 .3.730 000 002
nodular ' ' ' D

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the
same
Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is ,05.

Tabela B28. Ulceragao do melanoma primario em fungdo do grupo etario (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of Etario is theSamples Reject the
1 same across categories of Mann- 000 null
Ulceragdo. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05
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Tabela B29. Ulceragdo do melanoma primario em fung¢do da localizagdo (teste de Monte Carlo).

Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte

Carlo Sig. (1-sided)

Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 4,599 4 ,331 ,319° ,307 ,331
Likelihood Ratio 4,975 4 ,290 ,330° 318 ,342
Fisher's Exact Test 4,650 ,300° ,288 ,311
Linear-by-Linear Association 1,070¢ 1 ,301 ,325P ,313 ,337 ,168° ,158 ,178
N of Valid Cases 208
a. 3 cells (30,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 1,53.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 1110856691.
c. The standardized statistic is 1,034.
Tabela B30. Ulceragdo do melanoma primario em fung¢do do tipo (teste de Monte Carlo).
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)
sided) Sig. 99% Confidence Interval Sig. 99% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 27,0362 4 ,000 ,000° ,000 ,000
Likelihood Ratio 28,709 4 ,000 ,000° ,000 ,000
Fisher's Exact Test 27,434 ,000® ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 3,607¢ 1 ,058 ,060° ,054 ,066 ,034° ,029 ,038
N of Valid Cases 208

a. 1 cells (10,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,78.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 624387341.
c. The standardized statisticis 1,899.

Tabela B31. Espessura em fungdo da ulceragdo do melanoma (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of Espessura is the Samples Reject the
1 same across categories of Mann- 000 " nu
Ulceragéo. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B32. Ulceragdo do melanoma de acordo com a categoria T (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- .
4 The distribution of T is the sameyam P! 000 [T
across categories of Ulcera<;§-:ﬁ..41",““,‘&y U ' hypothesis.
est

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

Tabela B33. Tipo de melanoma por regido anatémica (teste de Monte Carlo).
Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)

Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 106,419° 16 ,000 ,000° ,000 ,000
Likelihood Ratio 108,752 16 ,000 ,0000 ,000 ,000
Fisher's Exact Test 94,739 ,000° ,000 ,000
Linear-by-Linear Association ,135¢ 1 ,713 , 7320 ,720 ,743 ,3720 ,359 ,384
N of Valid Cases 208

a. 12 cells (48,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is,20.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 1831435319.

c. The standardized statistic is ,368.
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Tabela B34. Ocorréncia de metdstases satélites e/ou em transito em func¢do do sexo (teste do y?2).
Chi-Square Tests

Pearson Chi-Square
Continuity Correction®
Likelihood Ratio

Fisher's Exact Test

Linear-by-Linear Association

N of Valid Cases

Value df
2,299°
1,790
2,253

2,288
208

Asymp. Sig. (2-
sided)
1 ,129
1 ,181
1 ,133
1 ,130

Exact Sig. (2-
sided)

Exact Sig. (1-
sided)

a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 15,75.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B35. Ocorréncia de metdstases satélites e/ou em transito em fun¢do da idade (teste de Mann-
Whitney).
Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- :
The distribution of Idade is the ~ SamPles Rejechitis
1 : Mann- 016 nu
same across categories of Met. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B36. Ocorréncia de metdstases satélites e/ou em transito em fungdo da espessura do melanoma
(teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- :
The distribution of Espessura is the O2mPples Reject the
1 : Mann- 000 nu
same across categories of Met. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B37. Ocorréncia de metéstases satélites e/ou em transito em func¢do da ulceragdo do melanoma
(teste do %2).

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 6,232° 1 ,013

Continuity Correction® 5,282 1 ,022

Likelihood Ratio 5,804 1 ,016

Fisher's Exact Test ,017 ,013
Linear-by-Linear Association 6,202 1 ,013

N of Valid Cases 208

a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 10,70.

b. Computed only for a 2x2 table
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Tabela B38. Risco de ocorréncia de metdstases satélites e/ou em transito nos melanomas ulcerados (odds
ratio).
Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for Ulceragdo 2,456 1,197 5,036
(Ausente / Presente)
For cohort Met = Ndo 1,235 1,014 1,504
For cohort Met = Sim ,503 ,296 ,855
N of Valid Cases 208

Tabela B39. Ocorréncia de metastases satélites e/ou em transito em funcgdo da localizagdo do melanoma
(teste de Monte Carlo).
Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)

Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 2,512® 4 ,643 ,648° ,636 ,660
Likelihood Ratio 3,696 4 ,449 ,514° ,501 ,527
Fisher's Exact Test 2,025 ,734° ,723 ,745
Linear-by-Linear Association ,069¢ 1 ,793 ,827° ,817 ,837 ,427° ,414 ,439
N of Valid Cases 208

a. 3 cells (30,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 1,21.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 2096426169.

c. The standardized statistic is ,263.

Tabela B40. Ocorréncia de metdstases satélites e/ou em transito em fun¢do do tipo do melanoma (teste
de Monte Carlo).

Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)

Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 9,877 4 ,043 ,0420 ,037 ,047
Likelihood Ratio 10,753 4 ,029 ,0338 ,029 ,038
Fisher's Exact Test 8,646 ,0630 ,057 ,069
Linear-by-Linear Association 3,744¢ 1 ,053 ,055° ,049 ,061 ,029° ,024 ,033
N of Valid Cases 208

a. 1 cells (10,0%) have expected countless than 5. The minimum expected countis 1,41.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 2129180967

c. The standardized statistic is 1,935.

Tabela B41. Regressao logistica das variaveis que influenciaram a metastizacdo em transito.

Variables in the Equation

B STES Wald df Sig. Exp(B) 95% C.1.for EXP(B)
Lower Upper
Idade ,012 ,013 ,958 1 ,328 1,013 ,988 1,038
Espessura 127 ,048 6,977 1 ,008 1,135 1,033 1,247
Ulceragdo 311 ,460 ,457 1 ,499 1,365 ,554 3,365
tep 10 Lentigo 419,593  14714,159 ,000 1 ,999 ,000 ,000 .
MCS ,240 ,761 ,099 1 ,753 1,271 ,286 5,648
Acral -,038 ,817 ,002 1 ,963 ,963 ,194 4,773
Nodular ,597 ,725 ,679 1 ,410 1,817 ,439 7,528
Constant 3,116 971 10,290 1 ,001 ,044
a. Variable(s) entered on step 1: Idade, Espessura, Ulceracdo, Lentigo, MCS, Acral, Nodular.
Hosmer and Lemeshow Test
Step Chi-square df Sig.
1 8,198 8 ,414
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Tabela B42. Ocorréncia de metastases ganglionares regionais em fun¢do do sexo (teste do y?).
Chi-Square Tests

Value df
Pearson Chi-Square 8,341°
Continuity Correction® 7,518
Likelihood Ratio 8,301
Fisher's Exact Test
Linear-by-Linear Association 8,301
N of Valid Cases 208

Asymp. Sig. (2-
sided)
,004
006

i

,004

,004

Exact Sig. (2-

Exact Sig. (1-

sided) sided)

,005

a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 31,13.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B43. Risco de ocorréncia de metdstases ganglionares regionais no sexo masculino (odds ratio).

Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower
Odds Ratio for Sexo (Feminino 2,322 1,304
/ Masculino)
For cohort Mgg = Ndo 1,427 1,098
For cohort Mgg = Sim ,615 ,444
N of Valid Cases 208

Upper
4,133

Tabela B44. Ocorréncia de metdastases ganglionares regionais em fun¢do da idade (teste de Mann-
Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- '
1 e g, Man a2
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B45. Ocorréncia de metastases ganglionares regionais em fung¢do da espessura do melanoma
(teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- '
1 T gt o Sepessiais e oo [l
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.
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Tabela B46. Ocorréncia de metastases ganglionares regionais em fun¢do da ulceragdo do melanoma (teste
do x2).

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 12,4322 1 ,000
Continuity Correction® 11,312 1 ,001
Likelihood Ratio 12,254 1 ,000
Fisher's Exact Test ,001 ,000
Linear-by-Linear Association 12,372 1 ,000

N of Valid Cases 208
a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 21,15.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B47. Risco de ocorréncia de metastases ganglionares regionais nos melanomas ulcerados (odds
ratio).
Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for Ulceragdo 3,107 1,631 5,919
(Ausente / Presente)
For cohort Mgg = Ndo 1,693 1,193 2,403
For cohort Mgg = Sim ,545 ,398 ,745
N of Valid Cases 208

Tabela B48. Ocorréncia de metdstases ganglionares regionais em fun¢do da localizagdo do melanoma
(teste de Monte Carlo).

Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)
Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 3,0122 4 ,556 ,561° ,548 ,574
Likelihood Ratio 3,080 4 ,544 ,556° ,543 ,569
Fisher's Exact Test 3,138 ,535° ,522 ,548
Linear-by-Linear Association ,289¢ 1 ,591 ,605P ,593 ,618 393 ,311 ,335

N of Valid Cases 208
a. 2 cells (20,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,39.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 1039640005.

c. The standardized statistic is ,538.

Tabela B49. Ocorréncia de metastases ganglionares regionais em func¢do do tipo de melanoma (teste de
Monte Carlo).

Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)
Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 31,1772 4 ,000 ,000° ,000 ,000
Likelihood Ratio 34,392 4 ,000 ,000° ,000 ,000
Fisher's Exact Test 31,656 ,000° ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 22,027¢ 1 ,000 ,000° ,000 ,000 ,000° ,000 ,000

N of Valid Cases 208
a. 2 cells (20,0%) have expected countless than 5. The minimum expected count is 2,79.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 1810951851.

c. The standardized statistic is 4,693.
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Tabela B50. Regressao logistica das varidveis que influenciaram a metastizagao ganglionar.

Step 1°

Idade
Espessura
Ulceracdo
Lentigo
MCS
Acral
Nodular
Sexo

Constant

,563
20,968
-720
-236

-,903

Variables in the Equation

a. Variable(s) entered on step 1: Idade, Espessura, Ulceracdo, Lentigo, MCS, Acral, Nodular, Sexo.

Tabela B51. Ocorréncia de metéstases distantes em fungdo do sexo (teste do y?).

Tabela B52. Risco de ocorréncia de metastases distantes no sexo masculino (odds ratio).

Step
1

Pearson Chi-Square

Continuity Correction®
Likelihood Ratio

Fisher's Exact Test

Linear-by-Linear Association

N of Valid Cases

208

a. O cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 24,75.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower
Odds Ratio for Sexo (Feminino 2,156 1,185
/ Masculino)
For cohort Md = Ndo 1,293 1,043
For cohort Md = Sim ,600 ,405
N of Valid Cases 208

Upper

3,920

1,603
,888

95% C.1.for EXP(B)

S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Lower
,012 ,932 1 ,334 ,989 ,967
,063 10,653 1 ,001 1,227 1,085
,434 1,682 1 ,195 1,757 ,750
13899,148 ,000 1 2999 000 ,000
,610 1,392 1 ,238 487 ,147
,635 ,138 1 ,710 ,790 ,227
,596 ,411 1 ,522 1,466 ,455
,367 5,095 1 ,024 2,292 1,115
,784 1,327 1 ,249 ,405
Hosmer and Lemeshow Test
Chi-square df Sig.
11,607 8 ,170
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
6,4452 1 ,011
5,688 1 ,017
6,354 1 ,012
,014 ,009
6,414 1 ,011

Tabela B53. Ocorréncia de metastases distantes em fungdo da idade (teste de Mann-Whitney).
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Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- _
The distribution of Idade is the ~ SamPIes Retain the
1 same across categories of Md Mann- 656  null :
g * Whitney U hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Upper
1,012
1,387
4,116

1,610
2,743
4,716
4,708
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Tabela B54. Ocorréncia de metastases distantes em fungdo da espessura do melanoma (teste de Mann-

Whitney).

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- :
The distribution of Espessura is the Samples Reﬁect the
1 ! Mann- 000 ' nu
same across categories of Md. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B55. Ocorréncia de metastases distantes em fung¢do da ulceragdo do melanoma (teste do y2).

Value
Pearson Chi-Square 12,119°
Continuity Correction® 10,958
Likelihood Ratio 11,601
Fisher's Exact Test
Linear-by-Linear Association 12,061
N of Valid Cases 208

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
df sided) sided) sided)
1 ,000
1 ,001
1 ,001
,001 ,001
1 ,001

a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 16,82.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B56. Risco de ocorréncia de metastases distantes nos melanomas ulcerados (odds ratio).

Odds Ratio for Ulceracdo
(Ausente / Presente)

For cohort Md = Ndo

For cohort Md = Sim

N of Valid Cases

Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
3,089 1,614 5,913
1,526 1,143 2,037

,494 ,338 721
208

Tabela B57. Ocorréncia de metastases distantes em func¢do da localizagdo do melanoma (teste de Monte
Carlo).
Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)

Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 4,2492 4 ,373 ,388° ,375 ,400
Likelihood Ratio 3,969 4 ,410 ,450° ,437 ,462
Fisher's Exact Test 4,023 ,407° ,394 ,419
Linear-by-Linear Association ,554¢ 1 ,457 ,460° ,447 ,473 ,248° ,237 ,259
N of Valid Cases 208

a. 2 cells (20,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,90.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 795555105.

c. The standardized statistic is ,744.
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Tabela B58. Ocorréncia de metastases distantes em fungao do tipo de melanoma (teste de Monte Carlo).

Pearson Chi-Square
Likelihood Ratio

Fisher's Exact Test

Linear-by-Linear Association

N of Valid Cases

Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
22,1642 4 ,000
24,769 4 ,000
22,275
18,733¢ 1 ,000
208

Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided)

99% Confidence Interval

Monte Carlo Sig. (1-sided)
99% Confidence Interval

Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound
,000° ,000 ,000
,000° ,000 ,000
,000 ,000 ,000
,000° ,000 ,000 ,000°

a. 2 cells (20,0%) have expected countless than 5. The minimum expected countis 2,22.

b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 1291153757.

c. The standardized statistic is 4,328.

Tabela B59. Regressao logistica das variaveis que influenciaram a metastizagdo a distancia.

Variables in the Equation

B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Lower
Idade -,014 ,012 1,466 1 ,226 ,986 ,964
Espessura ,121 ,050 5,872 1 ,015 1,129 1,023
Ulceracdo ,872 ,433 4,047 1 ,044 2,392 1,023
Lentigo -20,129 14429,915 ,000 1 2999 000 ,000
Step 12 MCS -,636 ,649 ,961 1 ,327 530 ,149
Acral -,410 ,685 ,358 1 ,549 ,664 ,173
Nodular P33} ,613 ,292 1 ,589 1,393 ,419
Sexo ,712 ,376 3,589 1 ,058 2,038 ,976
Constant -,983 ,792 1,541 1 ,214 ,374
a. Variable(s) entered on step 1: Idade, Espessura, Ulceracdo, Lentigo, MCS, Acral, Nodular, Sexo.
Hosmer and Lemeshow Test
Step Chi-square df Sig.
1 7,152 8 ,520
Tabela B60. Morte por melanoma em fungdo do sexo (teste do y?).
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 6,163° 1 ,013
Continuity Correction® 5,417 1 020
Likelihood Ratio 6,070 1 ,014
Fisher's Exact Test ,020 ,010
Linear-by-Linear Association 6,133 1 013
N of Valid Cases 208

a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 24,00.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B61. Risco de morte por melanoma no sexo masculino (odds ratio).
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Risk Estimate

Value
Odds Ratio for Sexo (Feminino 2,130
/ Masculino)
For cohort Morte = Ndo 1,278
For cohort Morte = Sim ,600
N of Valid Cases 208

95% Confidence Interval

Lower Upper
1,166 3,891
1,037 1,576

,402 ,897

Upper Bound

95% C.1.for EXP(B)

Upper
1,009
1,245
5,594

1,888
2,540
4,628
4,256
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Tabela B62. Morte por melanoma em fung¢do da idade (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- )
The distribution of Idade is the Samples Retain the
. Mann- 228 null
same across categories of Morte. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B63. Morte por melanoma em fungao da espessura do tumor primario (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- :
The distribution of Espessura is the oamples Reject the
1 ! Mann- 000 " nu
same across categories of Morte. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B64. Morte por melanoma em fungdo da ulcera¢do do tumor primdrio (teste do x2).

Pearson Chi-Square

Continuity Correction®

Likelihood Ratio

Fisher's Exact Test

Linear-by-Linear Association

N of Valid Cases

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
11,166° 1 ,001
10,044 1 ,002
10,661 1 ,001
,002 ,001
11,112 1 ,001
208

a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 16,31.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B65. Risco de morte por melanoma nos melanomas ulcerados (odds ratio).

Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for Ulceragdo 2,965 1,546 5,686
(Ausente / Presente)
For cohort Morte = Ndo 1,482 1,121 1,959
For cohort Morte = Sim ,500 ,339 ,738
N of Valid Cases 208

Tabela B66. Morte por melanoma em fungdo da localizagdo do tumor primario (teste de Monte Carlo).

Value
Pearson Chi-Square 5,1822
Likelihood Ratio 4,889
Fisher's Exact Test 4,916
Linear-by-Linear Association ,727¢
N of Valid Cases 208

df

Chi-Square Tests
Monte Carlo Sig. (2-sided)

Monte Carlo Sig. (1-sided)

Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
,269 ,267° ,255 ,278
,299 ,3420 ,329 ,354
,284° 272 ,295
,394 ,416° ,404 ,429 2110 ,201 222

a. 2 cells (20,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,85.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 1201225993.

c. The standardized statistic is ,853.
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Tabela B67. Morte por melanoma em fungdo do tipo do tumor primario (teste de Monte Carlo).
Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)
Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 18,7812 4 ,001 ,001° ,000 ,002
Likelihood Ratio 20,938 4 ,000 ,001° ,000 ,001
Fisher's Exact Test 18,532 ,001° ,000 ,002
Linear-by-Linear Association 15,113¢ 1 ,000 ,000° ,000 ,001 ,000° ,000 ,000

N of Valid Cases 208
a. 2 cells (20,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 2,15.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 1156607048.

c. The standardized statistic is 3,888.

Tabela B68. Regressao logistica das varidveis que influenciaram a morte por melanoma.

Variables in the Equation

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) 95% C.1.for EXP(B)
Lower Upper

Idade ,002 ,011 ,021 1 ,884 1,002 ,980 1,024
Espessura ,138 ,050 7,542 1 ,006 1,148 1,040 1,267
Ulceracdo ,454 ,423 1,152 1 ,283 1,574 ,687 3,606
Lentigo -20,663 14476,778 ,000 1 999 ,000 ,000 :

Step 12 MCS -,748 ,614 1,486 1 ,223 ,473 ,142 1,576
Acral -,785 ,660 1,414 1 ,234 ,456 ,125 1,664
Nodular ,066 ,585 ,013 1 ,910 1,069 ,340 3,363
Sexo ,449 ,367 1,493 1 ,222 1,567 ,762 3,219
Constant -1,500 ,783 3,671 1 ,055 ,223

a. Variable(s) entered on step 1: Idade, Espessura, Ulceracdo, Lentigo, MCS, Acral, Nodular, Sexo.

Hosmer and Lemeshow Test
Step Chi-square df Sig.
1 11,510 8 ,174

Tabela B69. Morte por melanoma em fungdo da presenca de metastases em transito (teste do y2).
Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square I S3E 1 ,000
Continuity Correction® 25,816 1 ,000
Likelihood Ratio 25,885 1 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 27,619 1 ,000

N of Valid Cases 208
a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 12,92.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B70. Risco de morte por melanoma em fungdo da presenca de metdstases em transito (odds ratio).
Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for Met (Ndo / Sim) 6,276 3,026 13,014
For cohort Morte = Ndo 2,176 1,438 3,291
For cohort Morte = Sim ,347 ,241 ,498
N of Valid Cases 208
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Tabela B71. Morte por melanoma em fung¢do da presenga de metastases ganglionares regionais (teste do
2
x°)-

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 56,3152 1 ,000
Continuity Correction® 54,037 1 ,000
Likelihood Ratio 57,548 1 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 56,045 1 ,000

N of Valid Cases 208
a. O cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 25,54.

b. Computed only for a 2x2 table

TabelaB72. Risco de morte por melanoma em func¢do da presenga de metdstases ganglionares regionais
(odds ratio).
Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for Mgg (N&o / Sim) 12,013 5,914 24,402
For cohort Morte = Ndo 2,233 1,702 2,932
For cohort Morte = Sim ,186 ,110 ,314
N of Valid Cases 208

Tabela B73. Morte por melanoma em fungdo da presenca de metastases a distancia (teste do %2).
Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 164,145% 1 ,000
Continuity Correction® 160,036 1 ,000
Likelihood Ratio 180,118 1 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 163,356 1 ,000

N of Valid Cases 208
a. O cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 20,31.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B74. Risco de morte por melanoma em fungdo da presenca de metastases a distancia (odds ratio).
Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
0Odds Ratio for Md (N&o / Sim) 345,000 93,934 1267,110
For cohort Morte = Ndo 10,690 4,982 22,937
For cohort Morte = Sim ,031 ,012 ,082
N of Valid Cases 208

Tabela B75. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia global de ambos os sexos (teste log-rank de Mantel-
Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 8,547 1 ,003

Test of equality of survival distributions for the different levels of Sexo.
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Tabela B76. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia global por grupo etario (teste log-rank de Mantel-
Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2,933 3 ,402
Test of equality of survival distributions for the different levels of Etério.

Tabela B77. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia global em fungdo da categoria T (teste log-rank de
Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 55,842 4 ,000

Test of equality of survival distributions for the different levels of T.

Tabela B78. Comparacgdo das curvas de sobrevivéncia global em fungdo da ulceragdo do melanoma (teste
log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 13,459 1 ,000
Test of equality of survival distributions for the different levels of

Ulceragdo.

Tabela B79. Comparacdo das curvas de sobrevivéncia global em fungdo da localizagdo do melanoma (teste
log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 8,550 4 ,073
Test of equality of survival distributions for the different levels of

Localizagdo.

Tabela B80. Comparagao das curvas de sobrevivéncia em fungdo do tipo de melanoma (teste log-rank de
Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 22,806 4 ,000
Test of equality of survival distributions for the different levels of Tipo.

Tabela B81. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia global em fun¢do da presenga de metdstases
satélites e/ou em transito (teste log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 20,887 1 ,000
Test of equality of survival distributions for the different levels of

Metdstases em transito.

Tabela 82. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia global em funcdo da presenca de metdstases
ganglionares regionais (teste log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 57,831 1 ,000
Test of equality of survival distributions for the different levels of

Metastases ganglionares regionais.
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Tabela B83. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia global em fun¢do da presenca de metdstases a
distancia (teste log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 161,810 1 ,000
Test of equality of survival distributions for the different levels of

Metdstases distantes.

Tabela B84. Regressao de Cox das variaveis que influenciaram as curvas de sobrevivéncia.

Variables in the Equation

B SE Wald df Sig. Exp(B) 95,0% Cl for Exp(B)
Lower Upper
Sexo ,258 ,289 ,796 1 S22 1,294 ,734 2,281
T ,891 ,199 20,094 1 ,000 2,438 1,651 3,600
Ulceracdo ,242 ,299 ,655 1 ,418 1,273 ,709 2,287
Lentigo -12,038 8335151 ,001 1 ,971 ,000 ,000 2,240E+278
MCS -,493 ,526 ,879 1 ,349 ,611 ,218 1,713
Acral -,662 ,520 1,620 1 ,203 ,516 ,186 1,430
Nodular -377 ,446 ,716 1 ,397 ,686 ,286 1,643

Tabela B85. Positividade do ganglio sentinela em func¢do do sexo (teste do y%2).
Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 9,010? 1 ,003
Continuity Correction® 7,739 1 ,005
Likelihood Ratio 8,666 1 ,003
Fisher's Exact Test ,004 ,003
Linear-by-Linear Association 8,943 1 ,003

N of Valid Cases 134
a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 10,17.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B86. Risco do sexo masculino ter ganglio sentinela positivo (odds ratio).

Risk Estimate

Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
Odds Ratio for Sexo2
o ) 3,542 1,511 8,300
(Feminino / Masculino)
For cohort Ganglio sentinela =
1,351 1,072 1,702
Negativo
For cohort Ganglio sentinela =
- ,381 ALE) ,729
Positivo
N of Valid Cases 134
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Tabela B87. Teste de normalidade da distribuicdo da idade no grupo de doentes submetidos a biopsia do
ganglio sentinela (teste de Kolmogorov-Smirnov).

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Idade
N 134
Normal Parameters?? Mean 59,0149
Std. Deviation 14,46228
Most Extreme Differences Absolute ,123
Positive ,051
Negative -,123
Kolmogorov-Smirnov Z 1,426
Asymp. Sig. (2-tailed) ,034

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Tabela B88. Idade em funcdo do resultado da biopsia do ganglio sentinela (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- .
ke b e I
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B89. Teste de normalidade da distribuicdo da espessura do melanoma no grupo de doentes
submetidos a biopsia do ganglio sentinela (teste de Kolmogorov-Smirnov).

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Espessura
N 127
Normal Parameters2® Mean 3,5031
Std. Deviation 3,75916
Most Extreme Differences Absolute ,219
Positive ,219
Negative -,197
Kolmogorov-Smirnov Z 2,472
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Tabela B90. Espessura do melanoma em fungao do resultado da biopsia do ganglio sentinela.

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- -
PRI : Samples eject the
The distribution of Espessura is the
1 same across categories of GS. \r\;‘V?\?tr;ey U 000 R;ﬁothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.
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Tabela B91. Positividade do ganglio sentinela em fungdo da categoria T (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of T is the sameSamples Reject the
1 across categories of Ganglio  Mann- 000 null
sentinela. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,

Tabela B92. Positividade do ganglio sentinela em fungdo da ulceragdo do melanoma (teste do y?).

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 3,679° 1 ,055

Continuity Correction® 2,799 1 ,094

Likelihood Ratio 3,441 1 ,064

Fisher's Exact Test ,084 ,050
Linear-by-Linear Association 3,651 1 ,056

N of Valid Cases 131

a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 7,08.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B93. Positividade do ganglio sentinela em fung¢do da localizagdao do

Carlo).
Chi-Square Tests
Monte Carlo Sig. (2-sided)

Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 3,9912 4 ,407 ,379° ,366 ,391
Likelihood Ratio 3,958 4 ,412 ,436° ,423 ,448
Fisher's Exact Test 3,928 ,384° ,372 ,397
Linear-by-Linear Association ,059¢ 1 ,808 ,856° ,847 ,865
N of Valid Cases 134

a. 4 cells (40,0%) have expected countless than 5. The minimum expected countis ,43.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 957002199.

c. The standardized statistic is -,243.

melanoma (teste de Monte

Monte Carlo Sig. (1-sided)
99% Confidence Interval

Sig. Lower Bound Upper Bound

,441b ,429 ,454

Tabela B94. Positividade do ganglio sentinela em fun¢do do tipo de melanoma (teste de Monte Carlo).

Chi-Square Tests
Monte Carlo Sig. (2-sided)

Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 8,797 4 ,066 ,0620 ,056 ,069
Likelihood Ratio 8,622 4 ,071 ,074° ,068 ,081
Fisher's Exact Test 8,463 ,062°0 ,056 ,069
Linear-by-Linear Association 5,057¢ 1 ,025 ,025° ,021 ,029
N of Valid Cases 134

a. 3 cells (30,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis ,22.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 92208573.

c. The standardized statistic is 2,249.

Monte Carlo Sig. (1-sided)
99% Confidence Interval
Lower Bound

Sig. Upper Bound

,015° ,018
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Tabela B95. Regressao logistica das variaveis que se relacionaram com a positividade do ganglio sentinela.

Variables in the Equation

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) 95% C.1.for EXP(B)
Lower Upper
Sexo 1,478 ,512 8,321 1 ,004 4,385 1,606 11,971
Step 1° T 1,208 293 17,051 1 ,000 3,347 1,887 5,940
Constant -5,530 1,038 28,373 1 ,000 ,004
a. Variable(s) entered on step 1: Sexo, T.
Hosmer and Lemeshow Test
Step Chi-square df Sig.
1 4,050 5 ,542

Tabela B96. Metastases em transito de acordo com o resultado da biopsia do ganglio sentinela (teste
exacto de Fisher).
Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 12,482® 1 ,000

Continuity Correction® 10,562 1 ,001

Likelihood Ratio 10,737 1 ,001

Fisher's Exact Test ,001 ,001
Linear-by-Linear Association 12,389 1 ,000

N of Valid Cases 134

a. 1 cells (25,0%) have expected countless than 5. The minimum expected count s 4,76.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B97. Risco de metastases em transito nos doentes com ganglio sentinela positivo (odds ratio).
Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for GS (Negativo / 5,222 1,968 13,860
Positivo)
For cohort Met = Ndo 1,442 1,077 1,931
For cohort Met = Sim ,276 ,133 ,572
N of Valid Cases 134

Tabela B98. Metéstases distantes de acordo com o resultado da biopsia do ganglio sentinela (teste do y?).
Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 17,012® 1 ,000

Continuity Correction® 15,022 1 ,000

Likelihood Ratio 15,160 1 ,000

Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 16,885 1 ,000

N of Valid Cases 134

a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 6,71.

b. Computed only for a 2x2 table

Pag. |B24



Oncogénese e Progressao do Melanoma
Andlise Mutacional e Estudo Clinico Retrospectivo

Tabela B99. Risco de metastases distantes nos doentes com ganglio sentinela positivo (odds ratio).

Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for GS (Negativo / 5,960 2,418 14,689
Positivo)
For cohort Md = Ndo 1,756 1,194 2,581
For cohort Md = Sim ,295 ,166 ,522
N of Valid Cases 134

Tabela B100. Morte por melanoma de acordo

x°)-
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2-
Value df sided) sided)

Pearson Chi-Square 21,3632 1 ,000

Continuity Correction® 19,125 1 ,000

Likelihood Ratio 18,944 1 ,000

Fisher's Exact Test ,000
Linear-by-Linear Association 21,203 1 ,000

N of Valid Cases 134

a. O cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 6,71.

b. Computed only for a 2x2 table

com o resultado da biopsia do ganglio sentinela (teste do

Exact Sig. (1-
sided)

,000

Tabela B101. Risco de morte por melanoma nos doentes com ganglio sentinela positivo (odds ratio).

Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for GS (Negativo / 7,385 2,962 18,409
Positivo)
For cohort Morte = Ndo 1,912 1,267 2,885
For cohort Morte = Sim ,259 ,146 ,459
N of Valid Cases 134

Tabela B102. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia livre de doenga em fungdo do resultado da biopsia

do ganglio sentinela (teste log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df
119,435 1

Test of equality of survival distributions for the different levels of

Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,000

Ganglio sentinela.

Tabela B103. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia global em fungdo do
ganglio sentinela (teste log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df
33,616 1

Test of equality of survival distributions for the different levels of

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) ,000

Ganglio sentinela.

resultado da biopsia do
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Tabela B104. Sobrevivéncia global aos 30 meses em func¢do do resultado da biopsia do ganglio sentinela
(teste exacto de Fisher).

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 40,5072 1 ,000

Continuity Correction® 36,983 1 ,000

Likelihood Ratio 33,783 1 ,000

Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 40,204 1 ,000

N of Valid Cases 134

a. 1cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 4,76.
b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B105. Risco de morte aos 30 meses nos doentes com ganglio sentinela positivo (odds ratio).

Risk Estimate

Value 95% Confidence Interval
Lower Upper

Odds Ratio for Morte aos 30

31,350 10,179 96,554
meses (N&o / Sim)
For cohort GS = Negativo 3,784 1,879 7,622
For cohort GS = Positivo ,121 ,064 ,227
N of Valid Cases 134

Tabela B106. Sobrevivéncia global aos 60 meses em fung¢do do resultado da biopsia do ganglio sentinela
(teste do y2).

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 31,4982 1 ,000

Continuity Correction® 28,851 1 ,000

Likelihood Ratio 28,307 1 ,000

Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 31,263 1 ,000

N of Valid Cases 134

a. O cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 7,36.

Tabela B107. Risco de morte aos 60 meses nos doentes com ganglio sentinela positivo (odds ratio).

Risk Estimate

Value 95% Confidence Interval
Lower Upper

Odds Ratio for Morte aos 60

11,400 4,450 29,207
meses (Ndo / Sim)
For cohort GS = Negativo 2,040 1,390 2,995
For cohort GS = Positivo ,179 ,093 ,346
N of Valid Cases 134
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Tabela B108. Positividade do ganglio sentinela em fun¢do da espessura do melanoma (inferior ou igual a 4
mm versus superior a 4 mm) (teste do y?).
Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 24,380° 1 ,000

Continuity Correction® 21,999 1 ,000

Likelihood Ratio 21,986 1 ,000

Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association 24,188 1 ,000

N of Valid Cases 127

a. O cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 7,02.

b. Computed only fora 2x2 table

Tabela B109. Risco de ter uma biopsia de ganglio sentinela positivo nos doentes com melanoma de
espessura superior a 4 mm (odds ratio).

Risk Estimate

Value 95% Confidence Interval
Lower Upper

Odds Ratio for Espessura (<=4,0

8,925 3,464 22,998
mm / >4,0 mm)
For cohort Ganglio sentinela =

1,843 1,288 2,638
Negativo
For cohort Ganglio sentinela =

. ,207 ,105 ,405

Positivo
N of Valid Cases 127

Tabela B110. Metastases em transito de acordo com o resultado da biopsia do ganglio sentinela em
melanomas >4,0 mm (teste do y2).
Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square ,0362 1 ,849

Continuity Correction® ,000 1 1,000

Likelihood Ratio ,036 1 ,849

Fisher's Exact Test 1,000 ,563
Linear-by-Linear Association ,035 1 ,851

N of Valid Cases 33

a. O cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 7,27.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B111. Metastases distantes de acordo com o resultado da biopsia do ganglio sentinela em
melanomas >4,0 mm (teste do x?).
Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 1,5882 1 ,208

Continuity Correction® ,824 1 ,364

Likelihood Ratio 1,604 1 ,205

Fisher's Exact Test ,296 ,182
Linear-by-Linear Association 1,540 1 ,215

N of Valid Cases 33

a. Ocells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 6,79.
b. Computed only for a 2x2 table
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Tabela B112. Morte por melanoma de acordo com o resultado da biopsia do ganglio sentinela
melanomas >4,0 mm (teste do y?).

Value
Pearson Chi-Square 2,528
Continuity Correction® 1,538
Likelihood Ratio 2,565
Fisher's Exact Test
Linear-by-Linear Association 2,451
N of Valid Cases 33

Chi-Square Test:

S

df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2-
sided) sided)
1 ,112
1 25
1 ,109
,166
1 ,117

a. Ocells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 7,27.

b. Computed only for a 2x2 table

Exact Sig. (1-

sided)

,107

em

Tabela B113. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia livre de doenga em fungdo do resultado da biopsia
do ganglio sentinela em melanomas >4,0 mm (teste log-rank de Mantel-Cox).

Overall Comparisons

Log Rank (Mantel-Cox)

Chi-Square df
11,978 1

Sig.
,001

Test of equality of survival distributions for the different levels of

Ganglio sentinela.

Tabela B114. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia global em fungdo do resultado da biopsia do
ganglio sentinela em melanomas >4,0 mm (teste log-rank de Mantel-Cox).

Overall Comparisons

Log Rank (Mantel-Cox)

Chi-Square df
1,690 1

Sig.
,194

Test of equality of survival distributions for the different levels of

Ganglio sentinela.

Tabela B115. Sobrevivéncia global aos 30 meses em func¢do do resultado da biopsia do ganglio sentinela
nos melanomas com espessura >4 mm (teste do y2).

Value
Pearson Chi-Square 7,127°
Continuity Correction® 5,369
Likelihood Ratio 7,470
Fisher's Exact Test
Linear-by-Linear Association 6,911
N of Valid Cases 33

Chi-Square Test:

S

df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2-
sided) sided)
1 ,008
1 ,020
1 ,006
,013
1 ,009

a. Ocells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 6,79.

b. Computed only for a 2x2 table

Exact Sig. (1-

sided)

,009

Tabela B116. Risco de morte aos 30 meses nos doentes com melanoma de espessura >4,0 mm e ganglio
sentinela positivo (odds ratio).
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Risk Estimate
Value

Odds Ratio for Morte aos 30

meses (Ndo / Sim)

For cohort GS = Negativo
For cohort GS = Positivo
N of Valid Cases

95% Confidence Interval

Lower Upper
1,601 39,416
1,119 9,111

,196 ,823
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Tabela B117. Sobrevivéncia global aos 60 meses em fungdo do resultado da biopsia do ganglio sentinela
nos melanomas com espessura >4 mm (teste do y?).

Tabela B118.

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-
sided)

Pearson Chi-Square ,750° 1 ,387
Continuity Correction® ,268 1 ,605
Likelihood Ratio ,753 1 ,386
Fisher's Exact Test

Linear-by-Linear Association ,727 1 ,394
N of Valid Cases 33

Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-

sided) sided)

,494

a. O cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 7,76.

b. Computed only for a 2x2 table

,303

Progressao da doenca loco-regional para doenga a distancia em fung¢do do sexo.

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square ,1922 1 ,661
Continuity Correction® ,048 1 ,827
Likelihood Ratio ,192 1 ,661
Fisher's Exact Test
Linear-by-Linear Association ,190 1 ,663

N of Valid Cases 88

Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-

sided) sided)

,827

a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 17,00.

b. Computed only for a 2x2 table

,413

Tabela B119. Teste de normalidade da distribui¢do da idade nos doentes com doenga loco-regional (teste
de Kolmogorov-Smirnov).

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

N

Normal Parameters?® Mean
Std. Deviation

Most Extreme Differences Absolute
Positive
Negative

Kolmogorov-Smirnov Z
Asymp. Sig. (2-tailed)
a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Idade
88
63,3636
16,53918
,154
,066
-,154
1,447
,030

Tabela B120. Progressao da doenga loco-regional para doenga a distancia em fungdo da idade.

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of Idade is the Samples Retain the
1 same across categories of Mann- 069 null
Progressao. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.
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Tabela B121. Teste de normalidade da distribuicdo da idade nos doentes com doenga loco-regional (teste
de Kolmogorov-Smirnov).

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Espessura
N 76
Normal Parameters®? Mean 6,2230
Std. Deviation 4,67747
Most Extreme Differences Absolute ,190
Positive ,190
Negative -,132
Kolmogorov-Smirnov Z 1,657
Asymp. Sig. (2-tailed) ,008

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Tabela B122. Progressdo da doenca loco-regional para doenca a distancia em fung¢do da espessura do
melanoma.

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of Espessura is the Samples Retain the
1 same across categories of Mann- 223 null
Progressao. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B123. Progressao da doenca loco-regional para doenga a distancia em fung¢do da ulceragdo do

melanoma.
Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square ,222° 1 ,638

Continuity Correction® ,058 1 ,809

Likelihood Ratio ,222 1 ,637

Fisher's Exact Test ,654 ,406
Linear-by-Linear Association ,219 1 ,640

N of Valid Cases 80

a. O cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 14,02.

b. Computed only for a 2x2 table

Tabela B124. Progressdo da doenga loco-regional para doenga a distancia em fun¢do do tipo de
melanoma.
Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 5,232° 3 ,156
Likelihood Ratio 5,259 3 ,154
Linear-by-Linear Association 4,570 1 ,033

N of Valid Cases 88
a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count

is 5,02.
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Tabela B125. Progressao da doenga loco-regional para doenga a distancia em fung¢do da localizagdo do

melanoma.

Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 3,499 4 ,478
Likelihood Ratio 4,562 4 ,335
Fisher's Exact Test 3,003
Linear-by-Linear Association ,082¢ 1 ,775
N of Valid Cases 88

Chi-Square Tests
Monte Carlo Sig. (2-sided)

99% Confidence Interval

Monte Carlo Sig. (1-sided)

99% Confidence Interval

Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
,491° ,478 ,503
,405b ,392 ,417
,575° ,562 ,587
,789° ,778 ,799 ,429° ,416 ,442

a. 5cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 1,16.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 92208573.

c. The standardized statistic is -,286.

Tabela B126. Morte por melanoma em fung¢do da progressdao da doenga loco-regional para doenga a

distancia.

Pearson Chi-Square

Continuity Correction®

Likelihood Ratio

Fisher's Exact Test

Linear-by-Linear Association

N of Valid Cases

Value
51,3372
48,196
56,764

50,754
88

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2-
df sided) sided)
1 ,000
1 ,000
1 ,000
,000
1 ,000

a. O cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 13,91.

b. Computed only for a 2x2 table

Exact Sig. (1-
sided)

Tabela B127. Risco de morte por melanoma em fungao da progressdo da doenga loco-regional para

doenca a distancia.

0Odds Ratio for Morte (N&o /
Sim)

For cohort Progressdo =N&o

For cohort Progressdo =Sim
N of Valid Cases

Risk Estimate
95% Confidence Interval

Value Lower Upper
60,000 15,634 230,262
10,833 4,178 28,090

,181 ,087 ,376
88

Tabela B128. Regressao logistica das varidveis que influenciaram a progressdo da doenga loco-regional.

Variables in the Equation

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) 95% C.1.for EXP(B)
Lower Upper
Idade -,045 ,023 3,787 1 ,052 ,956 ,914 1,000
Step 12 Morte 4,414 ,782 31,875 1 ,000 82,567 17,839 382,152
Constant 1,106 1,391 ,632 1 ,427 3,021
a. Variable(s) entered on step 1: Idade, Morte.
Hosmer and Lemeshow Test
Step Chi-square df Sig.
1 5,627 7 ,584
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Tabela B129. Comparagao das curvas de sobrevivéncia livre de doenc¢a dos doentes com metdstases loco-
regionais com e sem progressao para metastizacdo a distancia.
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1,925 1 ,165
Test of equality of survival distributions for the different levels of

Progressdo.

Tabela B130. Comparacgao das curvas de sobrevivéncia global dos doentes com metdastases loco-regionais
com e sem progressao para metastizacdo a distancia.
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 23,526 1 ,000
Test of equality of survival distributions for the different levels of

Progressao.

Tabela B131. Sexo dos doentes das diferentes vias metastaticas do melanoma.

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square ,5482 2 ,760
Likelihood Ratio ,549 2 ,760
Linear-by-Linear Association ,033 1 ,856

N of Valid Cases 66
a. Ocells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count

is 5,50.

Tabela B132. Teste de normalidade da distribuicdo da idade nos doentes com melanoma metastatico
(teste de Kolmogorov-Smirnov).

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Idade
N 66
Normal Parameters2? Mean 62,0758
Std. Deviation 16,25405
Most Extreme Differences Absolute ,126
Positive ,059
Negative -,126
Kolmogorov-Smirnov Z 1,021
Asymp. Sig. (2-tailed) ,248

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Tabela B133. Comparag¢do da idade média dos doentes das diferentes vias metastaticas do melanoma
(teste ANOVA de um factor).

ANOVA
Idade
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1589,554 2 794,777 3,213 ,047
Within Groups 15583,068 63 247,350
Total 17172,621 65
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Tabela B134. Teste de normalidade da distribuicdo da espessura do melanoma nos doentes com
melanoma metastatico (teste de Kolmogorov-Smirnov).

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Espessura
N 53]
Normal Parameters2® Mean 6,3660
Std. Deviation 4,88139
Most Extreme Differences Absolute ,176
Positive ,176
Negative -,136
Kolmogorov-Smirnov Z 1,283
Asymp. Sig. (2-tailed) ,074

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Tabela B135. Comparagdo da espessura média dos melanomas dos doentes das diferentes vias
metastaticas do melanoma (teste ANOVA de um factor).

ANOVA
Espessura
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 55,854 2 27,927 1,180 ,316
Within Groups 1183,200 50 23,664
Total 1239,054 52

Tabela B136. Ulceragdo do tumor primario nas diferentes vias metastaticas do melanoma (teste de Monte

Carlo).
Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)
Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square ,8372 2 ,658 ,723 ,711 ,734
Likelihood Ratio ,839 2 ,658 ,723b ;711 734
Fisher's Exact Test ,875 , 7230 ,711 ,734
Linear-by-Linear Association ,261°¢ 1 ,609 ,700° ,688 ,712 ,376° ,364 ,389

N of Valid Cases 57
a. 1 cells (16,7%) have expected countless than 5. The minimum expected count is 4,74.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 957002199.

c. The standardized statistic is ,511.

Tabela B137. Tipo do tumor primario nas diferentes vias metastaticas do melanoma (teste de Monte

Carlo).
Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)
Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 9,874° 6 ,130 ,1290 ,120 ,137
Likelihood Ratio 10,318 6 ,112 ,162° ,152 ,171
Fisher's Exact Test 10,205 ,0930 ,086 ,101
Linear-by-Linear Association ,018¢ 1 ,894 ,943b ,937 ,949 ,471° ,458 ,484

N of Valid Cases 66
a. 6 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 1,67.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 1993510611.

c. The standardized statistic is ,133.

Pag. |B33



Anexo B

Tabela B138. Localizagdo do tumor primario nas diferentes vias metastaticas do melanoma (teste de
Monte Carlo).

Chi-Square Tests

Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)
Asymp. Sig. (2- 99% Confidence Interval 99% Confidence Interval
Value df sided) Sig. Lower Bound Upper Bound Sig. Lower Bound Upper Bound
Pearson Chi-Square 5,0382 8 ,754 ,791° ,780 ,801
Likelihood Ratio 6,628 8 577 ,718° ,706 ,729
Fisher's Exact Test 4,794 ,815° ,805 ,825
Linear-by-Linear Association 1,267¢ 1 ,260 ,289° ,277 ,300 ,141° ,132 ,150

N of Valid Cases 66
a. 11 cells (73,3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is,50.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 92208573.

c. The standardized statistic is 1,126.

Tabela B139. Morte por melanoma nos doentes das diferentes vias metastaticas (teste de Monte Carlo).

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2- Monte Carlo Sig. (2-sided) Monte Carlo Sig. (1-sided)
sided) Sig. 99% Confidence Interval Sig. 99% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound Lower Bound Upper Bound

Pearson Chi-Square 1,956 2 ,376 ,386° 373 ,398

Likelihood Ratio 2,828 2 243 ,386° 373 ,398

Fisher's Exact Test 1,550 ,609° ,596 ,621

Linear-by-Linear Association 1,905¢ 1 ,167 ,215° ,204 ,226 ,143° 134 ,152
N of Valid Cases 66

a. 3 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,00.
b. Based on 10000 sampled tables with starting seed 2000000.
c. The standardized statisticis 1,380.

Tabela B140. Idade e via metastatica (teste de comparagGes multiplas de Bonferroni).

Sample1- Test Std.  Std. Test

Sample2 Statistic  Error  Statistic 59  Adj.Sig.
B-A 12311 5377 2200 022 066
B-C 1131 6630 1679 003 280
c-A 1,180 7,200 164 870 1,000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2
distribitions are the same

i\syrln'ptoéié: significances (2-sided tests) are displayed. The significance
evel is ,05.

Tabela B141. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia livre de doenga em fungdo da via metastatica
(teste log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1,700 2 ,428
Test of equality of survival distributions for the different levels of Via.

Tabela B142. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia livre de metdstases distantes em funcao da via
metastatica (teste log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 3,545 2 ,170
Test of equality of survival distributions for the different levels of Via.
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Tabela B143. Teste de normalidade da distribuicdo da sobrevivéncia livre de metastases distantes nos
doentes com melanoma metastatico (teste de Kolmogorov-Smirnov).

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Tmd
N 66
Normal Parameters®? Mean 25,5909
Std. Deviation 28,57109
Most Extreme Differences Absolute ,185
Positive ,179
Negative -,185
Kolmogorov-Smirnov Z 1,505
Asymp. Sig. (2-tailed) ,022

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Tabela B144. Sobrevivéncia livre de metdastases distantes em ambos os sexos (teste de Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- _
The distribution of Tmd is the same ?Aaawr?-les 404 Ejtla'n the
across categories of Sexo. Whitney U ! hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B145. Sobrevivéncia livre de metastases distantes nos diversos estratos etdrios (teste de Kruskal-
Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- .
The distribution of Tmd is the same Samples 363 r'?:Itlam the
across categories of Etario. Kruskal- v hvpothesi
Wallis Test ypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B146. Sobrevivéncia livre de metastases distantes nos varios estratos da categoria T (teste de
Kruskal-Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- :
1 The distribution of T?nfi is the same Eam Ie's 012 Eﬂled the
across categories of T. ruskal- : :
? Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.
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Tabela B147. Sobrevivéncia livre de metdstases distantes nos melanomas ulcerados e ndo ulcerados (teste

de Kruskal-Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
— : Samples Retain the
The distribution of Tmd is the same
1 across categories of Ulceragdo. {\/AVim—ey U 022 ﬂ;gothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B148. Sobrevivéncia livre de metastases distantes em fungdo do tipo de melanoma (teste de

Kruskal-Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- :
1 The distribution of Tmd is the same ~ Samples 376 E:Itlam the
across categories of Tipo. Kruskal- ! P
Wallis Test ypotnesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B149. Sobrevivéncia livre de metastases distantes em fungdo da localizagdo do melanoma (teste de
Krukal-Wallis).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent- ;
1 The distribution of T?de is }he same Eam Iels 180 Efltla'" the
across categories of Localizagao. ruskal- g :
? : Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is .05.

Tabela B150. Morte por melanoma em fungdo da sobrevivéncia livre de metdstases distantes (teste de
Mann-Whitney).

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
. . Independent-
The distribution of Tempo até 3 Samples Retain the
1 metastizagao distante is the same Mann- 836" null
across categories of Morte. Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

TExact significance is displayed for this test.

Tabela B151. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia global em fungdo da via metastatica (teste de log-
rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 3,125 2 ,210
Test of equality of survival distributions for the different levels of Via.
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Tabela B152. Comparagdo das curvas de sobrevivéncia a partir do diagndstico de metastizagdo distante
em fungdo da via metastatica (teste de log-rank de Mantel-Cox).
Overall Comparisons
Chi-Square df Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,955 2 ,620

Test of equality of survival distributions for the different levels of Via.
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