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RESUMO - Introdugdo: O melanoma, ainda que represente apenas 5% das neoplasias cutdneas, é o tumor desse érgdo com
maior taxa de mortalidade. O constante desenvolvimento de novos férmacos, nomeadamente aqueles que tém como alvo tera-
péutico a proteina B-Raf, aumentou significativamente a sobrevida global dos doentes. Até & data, vérios estudos avaliaram as
correlagdes clinico-patolégicas com esta mutagdo; no entanto, ndo hd publicado nenhum estudo referente & populagdo portu-
guesa. Material e Métodos: No presente trabalho, os autores investigaram a existéncia de correlagées clinico-patolégicas com
a presenca ou auséncia de mutagdo BRAF, numa populagdo de doentes com melanoma cutéineo metastizado, com vista & iden-
tificagéo de fatores de prognéstico relacionados com esta via de sinalizagéo celular no melanoma. Resultados: Foram avaliados
os processos de 197 doentes com melanoma metastizado e mutagdo BRAF testada, observados no Servico de Dermatologia do
IPOLFG entre janeiro de 2012 e dezembro de 2016. A mutacdo BRAF foi documentada em 46,7% (n=92) dos doentes, 60%
dos quais (n=56) eram do sexo masculino. Cinquenta e dois por cento (n=48) dos fumores primdrios estavam localizados no
tronco, o que sugere a associagdo da mutagdo com a exposicdo solar intermitente. Em 40% dos doentes (n=79) a metastizagao
ocorreu em multiplos locais anatémicos. A percentagem de doentes com metastizagdo num Gnico local anatémico foi de 60%
(n=118), sendo os locais mais frequentemente envolvidos as cadeias ganglionares locorregionais (36%, n=43) e o pulméo
(26,6%, n=25). Conclus@o: Os resultados apresentados n&o revelaram diferencas na populacéo portuguesa estudada, estando
de acordo com aqueles documentados para outras populacdes e descritos na literatura.

PALAVRAS-CHAVE - Melanoma/genética; Mutagdo; Neoplasias da Pele; Proteinas Proto-Oncogénicas B-raf.

Characterization of the Population with BRAF V600
Mutation in Patients with Metastatic Cutaneous
Melanoma in a Tertiary Center

ABSTRACT ~ Introduction: Although corresponding to only 5% of cutaneous neoplasms, melanoma is the tumor of this organ
with the highest mortality rate. The constant development of new drugs, particularly those targeting the B-Raf protein, has signi-
ficantly increased overall patient survival. To date, several studies have evaluated the clinical-pathological correlations with this
mutation. However, no study has been published regarding the Portuguese population. Material & Methods: In the present study,
the authors investigated the existence of clinico-pathological correlations with the presence or absence of BRAF mutation in a
population of patients with metastatic cutaneous melanoma, in order to identify prognostic factors related to this cell signaling
pathway. Results: A total of 197 melanoma patients’ clinical processes with BRAF mutation tested, observed at the IPOLFG Der-
matology Service between January 2012 and December 2016, were evaluated. The BRAF mutation was documented in 46.7%
(n=92) of the patients, 60% of which (n=56) were male. Fifty-two percent (n=48) of the primary tumors were located in the
trunk, suggesting the association of the mutation with intermittent sun exposure. In 40% of patients (n=79) metastasis occurred
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at multiple anatomical sites. The percentage of patients with metastasis in a single anatomical site was 60% (n = 118), with the
most frequently involved sites being locoregional ganglion chains (36%, n=43) and lung (26.6%, n=25). Conclusion: The results
presented did not reveal differences in the studied Portuguese population, in agreement with those documented for other popu-

lations and described in the literature.

KEYWORDS - Melanoma/genetics; Mutation; Proto-Oncogene Proteins B-raf; Skin Neoplasms/genetics.

INTRODUCAO

O melanoma representa apenas cerca de 5% das neo-
plasias cutGneas, mas é responsdvel pela grande maioria
das mortes relacionadas com cancro cuténeo.1 Trata-se de
uma neoplasia cuténea agressiva, com mortalidade global
de 20%. Em doentes com doenca irressecével ou metastdti-
ca, a sobrevida ao fim de um ano é cerca de 25%.%23

Durante décadas, a dacarbazina era considerada a qui-
mioterapia sistémica standard no doente com melanoma
avancado, verificando-se uma taxa de resposta de 7%-12%
e uma sobrevida de 64% aos 6 meses. A sobrevida global
média era de 6-8 meses.®” Os estudos moleculares no me-
lanoma e noutros tumores permitiram a identificagdo dos
mecanismos de sinalizagdo, tendo sido caracterizadas, no-
meadamente, a via das fosfocinases ativadas por mitogénio
(proteinas c¢-KIT, B-Raf, MEK e ERK) e a via PI3K-AKT (pro-
teinas PTEN e mTOR).8'2 As mutacdes da proteina B-Raf,
presentes em cerca de 33% a 47% dos casos de melano-
ma primério'¥? e em 41%-55% dos casos de melanoma
metastdtico,?6?’ induzem a ativacdo constitutiva da via de
sinalizac@o extracelular MAPK (fosfocinases ativadas por
mitogéneo), promovendo a proliferacéo das células tumo-
rais. Tém-se vindo a relatar mutagdes genéticas diferentes
para diferentes tipos histolégicos de melanoma e para me-
lanomas de diferentes localizagées, associadas ou néo a
dano actinico intermitente e na inféncia. A compreensdo
destes mecanismos de sinalizagéo molecular permitiv o de-
senvolvimento de novos fdrmacos, com taxas de resposta e
sobrevida significativamente superiores das obtidas no me-
lanoma, com a quimioterapia convencional.?% Recente-
mente, estes mesmos fdrmacos tém também sido utilizados,
num contexto de adjuvéncia, nos doentes com melanoma
em estadio lll, com um aumento bem documentado na so-
brevida global.#??

Até & data, vdrios estudos investigaram a eventual exis-
téncia de correlagdo entre os dados clinico-patolégicos e
a presen¢a da mutagdo BRAF, sugerindo uma associacdo
dessa mutacdo com a exposicdo solar intermitente.3%3
Neste estudo, pretendemos avaliar a frequéncia dessa mu-
tag@o na populacdo portuguesa e investigar a presenca de
eventuais correlacdes clinico-moleculares em 197 doentes
com melanoma metastizado, seguidos no Instituto Portu-
gués de Oncologia de Lisboa (IPOLFG), nos quais o estudo
do status BRAF foi efetuado.

MATERIAL E METODOS

Estudo retrospetivo que avaliou os doentes observa-
dos no Servico de Dermatologia do Instituto Portugués de
Oncologia de Lisboa Francisco Gentil (IPOLFG) e testados
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para a mutacéo BRAF de janeiro de 2012 até dezembro de
2016. Foram avaliados os processos dos doentes, tendo
sido registados: a idade & data da exciséo da lesGo prima-
ria, género, localizagdo, tipo histolégico, espessura tumo-
ral (Breslow), presenca de ulceragédo, presenca de mitoses,
estadio da American Joint Committee on Cancer - AJCC
(79 edic@o) inicial e localizagéo da primeira metdstase a
distancia.

A pesquisa da mutagao foi efetuada pelo teste cobas®
(cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test), no Servico de Ana-
tomia Patolégica do IPOLFG, preferencialmente utilizan-
do tecido metastdtico. Este teste consiste num ensaio de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, sendo
utilizado para avaliar o status da mutacdo BRAF no ADN
isolado de tecido tumoral fixado em formol e conservado
em parafina. Foi desenhado para detetar a mutagéo BRAF
V600E predominante com elevada sensibilidade. Os estu-
dos néo clinicos e clinicos, com andélises de sequenciagéo
retrospetivas, demonstraram que o teste também deteta
com menor sensibilidade as mutagdes menos frequentes
BRAF V600D e V600K.

No que respeita a andlise estatistica dos dados apre-
sentados, foram calculados os valores de p e a signifi-
céncia estatistica da distribuicdo dos resultados em cada
pardmetro, sendo para tal utilizado o programa SPSS® ver-
sé@o 21.

RESULTADOS

Foram avaliados os processos de 197 doentes, 92 do
sexo feminino e 105 do sexo masculino, com uma média
de idades de 57,6 += 14,8 anos (variando entre os 15 e os
82 anos), correspondendo ao total de doentes submetidos
ao teste cobas®, no intervalo de tempo acima referido.

Em 92 casos de melanoma (46,7%) foi detetada a mu-
tacdo BRAF. A andlise comparativa entre o status BRAF e
os dados demogréficos e clinico-patolégicos encontra-se
sumarizados na Tabela 1.

Idade e sexo

Néo se identificam diferencas estatisticamente signifi-
cativas nas caracteristicas demogrdficas, sexo e idade (Ta-
bela 1), das duas populagdes.

No sexo feminino a mutagéo foi menos frequentemente
detetada do que no sexo masculino (39,4% vs 60,6%), p
value de 0,98 (Fig. 1). No que respeita a idade, expressa
no grdfico 2, a mutagdo BRAF foi mais frequentemente de-
tetada no grupo com idade inferior a 50 anos (54,5% vs
43,7%), ainda que este resultado nédo tenha sido estatisti-
camente significativo.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e clinicas do melanoma primério, de acordo com estado da mutacéo

BRAF.
BRAF mutado (n=92) BRAF néo mutado (n=105)
Variavel
N° de doentes N° de doentes

Sexo
Feminino 36 39,4 56 53,6
Maseulino 56 60,6 49 46,4 VY
Idade & data de diagnéstico do melanoma primdrio, anos
Média 58,3 57,0
Amplitude 19,8-82,2 15,3-80,7
Localizagdo do melanoma primario
Cabeca e pescoco 17 18,5 16 15,2
Tronco 48 52,3 27 25,8
Membro superior 4 4,6 13 12,1 0,005
Membro inferior 21 23,1 46 43,9
QOculto 2 1,5 3 3
Espessura (Breslow), mm
0,01-1,0 7 7,7 3 3,3
1,01-2,0 20 21,2 17 16,4
2,01-4,0 21 23,1 81 29,5 0,250
>4,0 35 38,5 43 41,0
Desconhecida 9 9,6 10 9,8
Tipo histolégico
Extensdo superficial 53 57,6 43 41,3
Nodular 33 35,6 33 31,7
Léntigo maligno 2 1,7 2 1,6
Acral lentiginoso 0 0 20 19,0 0,019
Desmoplésico 0 0 2 1,6
Spitzéide 0 0 2 1,6
Néo classificavel 4 5,1 3 3,2
indice mitético
Com mitoses 48 51,9 58 55,8
Sem mitoses 28 30,8 33 31,1 0,782
Desconhecido 16 17,3 14 13,1
Estadio AJCC a data do diagnéstico
| 8 8,6 5 4,8
Il 16 17,2 22 20,6
i 59 63.8 73 69,8 0,514
v 9 10,3 5 4,8
Localizagéo da primeira metdstase distante
Nodal, cutanea, 50 54,6 50 47,7
Tecidos moles
Pulmonar 25 26,6 38 35,8 0,136
Visceral 17 18,8 17 16,5
Metastizacéo cerebral
Ausente 66 71,4 66 62,9
Pesent 26 28,6 39 37,1 0,205
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Figuras 1 e 2 - Distribuicdo dos subgrupos BRAF mutado e BRAF ndo mutado no que respeita o sexo e idade, respetivamente.

Estadio

No que respeita o estadio & data do diagnéstico (Tabela
1), a mutagé@o de BRAF foi detetada mais frequentemente no
grupo de doentes em estadio IV, embora sem significancia
estatistica.

Localizacéio

No que respeita a localizagdo anatémica (Fig. 3), nos
melanomas localizados na cabega e pescoco bem como nos
membros superiores, ndo existe uma diferenca significativa-
mente estatistica. No entanto, os melanomas BRAF ndo mu-
tados s@o significativamente mais frequentes nos membros
inferiores (43,9% vs 23,1% p=0,005), enquanto os BRAF
mutados s@o significativamente mais frequentes no tronco
(52,3% vs 25,8% p=0,005).
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Figura 3 - Distribuicdo dos subgrupos BRAF mutado e BRAF ndo
mutado no que respeita a localizacdo anatémica.
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Tipo histolégico

Nos tipos histolégicos mais frequentes (extensdo super-
ficial e nodular) ndo foi detetada variagé@o relativamente &
presenca de mutacdo BRAF (Tabela 1). No tipo histolégico
acral lentiginoso todos os casos foram negativos para a mu-
tagGo BRAF.

Espessura (Breslow), ulceracéio e nUmero de mi-
toses

Relativamente & espessura tumoral - Breslow (Fig. 4), ve-
rificou-se que nos grupos de melanomas mais finos, a mu-
tagdo BRAF estava mais frequentemente presente do que no
grupo dos mais espessos (59,4% vs 40,6%), sem que tal dife-
renca tenha tido significado estatistico (p=0,25).

No que respeita a presenca de ulcerac@o e ao nimero de
mitoses por mm? (Figs. 5 e 6), ndo foi detetada relacdo com
a presenca de mutagdo BRAF (p=0,951).

Localizacao da primeira metéstase

Na Fig. 7, observa-se que os doentes em que a metasti-
zagdo inicial foi pulmonar, uma percentagem menor de me-
lanomas tinham a mutacdo, relativamente aos outros grupos
(35,8% vs 26,6%). Esta diferenca ndo foi estatisticamente sig-
nificativa. De modo inverso, nos grupos em que a metasti-
zagdo inicial foi ganglionar, verificou-se uma percentagem
superior de casos com mutacdo BRAF (39,1% vs 31,3%).

Metastizacéio cerebral

Relativamente aos doentes com metastizagéo cerebral
documentada (Fig. 8), verificou-se que no subgrupo de
doentes com metastizagdo cerebral, a mutacdo BRAF estava
menos frequentemente presente, sem que tal diferenca tenha
tido significado estatistico (p=0,345).

DISCUSSAO
No nosso estudo, e em conformidade com os dados pu-
blicados na literatura,®'*? a mutacdo BRAF foi documentada
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Figura 4 - Distribuicdo dos subgrupos BRAF mutado e BRAF ndo mutado no que respeita & espessura tumoral - Breslow.
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Figuras 5 e 6 - Distribuicdo dos subgrupos BRAF mutado e BRAF ndo mutado no que respeita a presenca de ulceragdo e ao nimero de mitoses,
respetivamente.
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em 46,7% (n=92) dos doentes, dos quais 60% (n=56) eram
do género masculino. No que respeita & idade, néo foi do-
cumentada uma diferenca estatisticamente significativa na
presenca da mutacdo BRAF no subgrupo de doentes mais
jovens, como descrito por outros autores.??!

Cinquenta e dois por cento (n=48) dos tumores primdrios
estavam localizados no tronco, o que sugere a associagéo
da mutacdo com a exposicdo solar intermitente, facto j& bem
documentado noutros estudos realizados, nomeadamente
na metandlise publicada por Kim et al.*' No que concerne os
critérios morfolégicos de prognéstico, foi estudada a corre-
lag@o entre o status BRAF dos tumores e a espessura tumoral
(Breslow), ulceragé@o e nimero de mitoses por mm?2. Nos gru-
pos de melanomas mais finos, as mutacdes BRAF estavam
presentes mais frequentemente do que no grupo dos mela-
nomas mais espessos, embora sem significancia estatistica.
No que respeita & presenga de ulcerag@o e ao nimero de
mitoses, ndo foram detetadas variacdes relativamente & pre-
senga ou auséncia de mutagéo BRAF. Estes dados véo de en-
contra as conclusdes das metandlises publicadas, parecendo
ndo existir uma correlagéo entre os critérios morfolégicos su-
pracitados e a presenga da mutagdo BRAF 31132

E importante realcar que a populacéo estudada incluiu
apenas doentes em que foi realizada a pesquisa da muta-
¢@o BRAF segundo critério clinico, ou seja, na sequéncia de
evolucdo metastdtica da doenga e para decisdo da terapéu-
tica futura. Esta limitagéo apresentada, presente numa vasta
maioria dos estudos realizados e publicados até & data,’'-3
poderd explicar o nimero de melanomas com caracteristi-
cas clinico-patolégicas desfavoréveis bem como a percen-
tagem de doentes em estadios mais avancados, presentes
neste estudo.

Em 40% dos doentes (n=79), a metastizacdo ocorreu em
multiplos locais anatémicos e em 60% (n=118), a metastiza-
¢Go Unica verificou-se nas cadeias ganglionares locorregio-
nais e no pulmdo. A metastizacdo inicial pulmonar foi mais
frequentemente associada a BRAF ndo mutado e a metastiza-
¢Go inicial nas restantes visceras & mutacdo BRAF. A mutacdo
BRAF néo foi encontrada no melanoma acral lentiginoso,
embora o nimero de doentes da amostra apresentada com
este subtipo histolégico tenha sido limitada.

No presente estudo retrospetivo, que visou a avaliagéo da
frequéncia da mutagdo num subgrupo de doentes provenien-
tes do IPOLFG e a presenca de eventuais correlacdes entre
o status BRAF e os dados clinico-patolégicos, ndo foram en-
contradas diferencas relativamente ao que estd atualmente
descrito na literatura.

E inequivoco que a busca pela compreensdo dos me-
canismos de sinalizagdo molecular envolvidos na etiopato-
génese do melanoma tem permitido o desenvolvimento de
novos fdrmacos, com um impacto bastante significativo na
sobrevida dos doentes. Contudo, e embora para conhecer o
prognéstico e comportamento biolégico do melanoma néo
seja suficiente saber o estado mutacional BRAF, é a primeira
vez que um teste genético no melanoma permite dirigir uma
terapéutica e ter vantagem na sobrevida global dos doentes.
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