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RESUMO - A compreens@o do desenvolvimento do melanoma tem sido alvo de avangos importantes na ¢lima década. A relevancia
fisiopatolégica das alteragdes genéticas na oncogénese do melanoma bem como a evidéncia do risco familiar associado tém
condicionado de forma positiva o tratamento e prognéstico dos doentes, nomeadamente nos doentes com doenca avangada.

Neste artigo os autores descrevem de forma sucinta e esquemdtica as diferentes vias de sinalizagéo celular, com importéncia na
oncogénese do melanoma e que se encontram subjacentes & génese dos novos alvos ferapéuticos presentemente em utilizagdo e em

desenvolvimento.
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Genes and Melanoma

ABSTRACT - Major advances have been made in the understanding of melanoma in the past decade. The pathophysiology of
genetic aberrations in melanoma oncogenesis as well as the evidence of family risk associated, have relevant implications in the
treatment and prognosis of patients, namely in patients with advanced disease.

In this paper the authors describe, in a schematic and precise way, the different molecular pathways implicated in oncogenetic events
in melanoma, which are the molecular targets of new on-going and newly developed targeted therapies.

KEYWORDS - Melanoma; Genes; OncogenesSignal Transduction.

INTRODUCAO

O cancro é uma doenga do genoma, sendo atumorigénese
considerada classicamente o resultado da atfivagdo de
oncogenes e inativacéo de genes supressores ftumorais.'?

O melanoma maligno, tal como outras neoplasias
comuns, tem aberracdes cromossémicas frequentes e
caracteristicas que o distinguem de nevos pigmentados.
Tipicamente os nevos melanociticos ndo tém aberracées
cromossémicas ou tm um nUmero restrito de alteragdes
genéticas sem sobreposicdo &s do melanoma. Dentro dos
melanomas o risco de desenvolvimento da doenca e os
padrées de aberracées genéticas observdveis variaom de
forma dramdética consoante o local anatémico, os padrées
de exposicdo solar e a carga genética.'® No que respeita
a transmissdo familiar da doenca, cerca de 10% dos
melanomas cuténeos tém histéria familiar, com pelo menos
um ou dois familiares afectados.

Atualmente, com os progressos notérios em termos de
reconhecimento de mutagdes e compreensdo do perfil
molecular das células tumorais do melanoma, hd uma
necessidade crescente de subdivisdo genémica dos diversos
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tipos de melanoma. Desta forma, em 2015, a Cancer
Genome Atlas Network propés a classificagdo deste tumor
de acordo com a mutacdo genética predominante, existindo
assim quatro subtipos: BRAF mutado, RAS mutado, NF1
mutado e triplos selvagens ou wild type. Esta classificagdo
poderd ndo sé ajudar na compreensdo dos diferentes
comportamentos biolégicos e clinicos dos diversos tipos de
melanoma como criar uma forma Util e eficaz para avaliagéo
dos doentes, com implicacdes terapéuticas importantes.é

EPIDEMIOLOGIA

Embora o melanoma corresponda apenas a 4% de todos
os tfumores cut@neos é responsével por 80% das mortes por
neoplasias cutdneas.”® Segundo a American Cancer Society
a sobrevida relativa aos 5 anos é de 89% sendo que no
melanoma localizado e metastizado a sobrevida é de 96% e
14%, respectivamente.’

Em termos globais a incidéncia do melanoma cuténeo
tem aumentado mais do que qualquer outro tumor sélido,
sendo estimado que o aumento é de 1,4% por ano nos
Ultimos 10 anos.*'® No entanto mortalidade parece estar a
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Transcrigdo

Figura 1 - Locus CDKN2A. O CDKN2A é responsdvel pela transcricdo de duas proteinas supressoras tumorais — p16™N“* e p14*%. Na progressdo
no ciclo celular envolvendo o INK4A, ARF e a proteina retinoblastoma (Rb) a familia das ciclinas e quinases dependentes das ciclinas (CDKs) regulam a
progressdo no ciclo celular, sendo que a familia de inibidores CDK tem acdo antagénica. O INK4A codifica um inibidor CDK4/CDK$, que impossibilita
a fosforilacdo do Rb, mantendo-se assim o seu efeito inibitério sob o factor de transcricdo E2F, impedindo a progresséo do ciclo celular ao nivel da fase
G1-S. Em reposta & lesGo do DNA a proteina mouse double minute 2 (MDM?2) liga-se ao p53, promovendo a degradacdo proteossémica deste Gltimo;
o ARF opbde-se a este mecanismo ao sequestrar o MDM2, estabilizando e promovendo a atividade do p53. Dependendo de outros eventos, o p53 ativa
a reparacdo do DNA e paragem do ciclo celular ou estimula a apoptose através da formacao da proteina X associada ao BLC-2 (BAX). (*) Fosforilacéo.
Adaptado de Miller AJ, Mihm MC Jr. Melanoma. N Engl J Med. 2006,;355:51-65.

estabilizar, sendo que a sobrevida relativa aos 5 anos tem
aumentado paulatinamente.™®

Genes e vias de sinalizacdo importantes no
melanoma

De uma forma geral, e & semelhanca de outros
tumores com transmissdo familiar documentada, no
melanoma hd alelos de alto risco, com baixa prevaléncia
e elevada penetfréncia, expressos em grupos familiares
com fransmiss@o autossémica dominante e alelos de
baixo/moderado risco, com elevada prevaléncia e baixa
penetréncia, correlacionados com os casos esporddicos de
desenvolvimento do melanoma.**

Assim, o fenétipo tipico do doente com melanoma, de
fototipo baixo, com olhos e cabelo claros, sugere que estes
genes de elevada prevaléncia e baixa penetrdncia como o
MC1R interajam com factores ambientais, nomeadamente
a exposicdo solar, sendo responsdveis pela maioria dos
casos esporddicos de melanoma. Por outro lado, os genes
de elevada penetréncia e baixa prevaléncia, explicam que
cerca de um terco dos melanomas familiares tenham uma
mutacdo germinal no gene CDKN2A 3%

Inibidor da quinase dependente da ciclina 2
(CDKN2A)

Em cerca de 25-40% dos melanomas familiares ocor-
rem mutagdes genéticas, com delecdes em homozigotia, no
locus CDKN2A do cromossoma 9. Este gene contem quatro
exdes e, através de splicing alternativo, é responsével pela
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transcri¢éo de duas proteinas supressoras ftumorais — p 16N
e p14*¥ (figura 1) e quando mutado estimula a entrada no
ciclo celular através da inibicdo da funcdo do RB1 e p53,
respectivamente. Atualmente, a maioria das mutagdes des-
critas com significado patolégico sGo mutagdes pontuais ou
pequenas delecdes ou inser¢des nas regides codificadoras/
exdes do gene, que ocorrem no dominio core da proteina
supressora tumoral p16NK4AT1-13

Desta forma, a ocorréncia de mutagdes no gene CDK-
N2A, leva a um aumento significativo da probabilidade de
um nevo displdsico se tornar maligno e/ou surgimento de um
melanoma de novo, sem percursor prévio.*512

Para além do risco familiar bem conhecido e associado &
mutagdo do CDKN2A esta também estd correlacionada com
um maior nimero de ocorréncia de melanomas primdrios,
com padrées dermatoscépicos semelhantes. Assim, familias
com elevado risco genético devem ser prontamente
identificadas, estudadas e sujeitas a rastreios regulares do
tegumento.'3-1

O risco de desenvolvimento de outras neoplasias malignas
em doentes portadores de mutacdo no gene CDKN2A estd
estabelecido, particularmente no tumor do péncreas. Porém,
ndo existem medidas bem estabelecidas de prevencédo e/ou
diagnéstico precoce que melhorem a sobrevida dos doentes
com cancro do pdncreas.'®

Quinase 4 dependente da ciclina (CDK4)
Embora raramente encontradas, as mutacdes no
oncogene CDK4, localizado no cromossoma 12 conferem, tal
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como as mutagdes do CDKN2A, um risco muito aumentado
para o desenvolvimento de melanoma.?”

A mutagdo no coddo 24 deste gene, que facilita a ligagéo
CDK4-p16™KA Jeva a uma diminuicdo da quinase que regula
negativamente a fosforilagdo da proteina retinoblastoma
(Figura 1). Assim, hd um aumento da transcricdo pela via
E2F, levando a uma proliferagéo celular descontrolada.®7®

Atualmente, a utilizagdo de inibidores CDK4/6 & se
encontra estabelecida em doentes com alguns subtipos
de neoplasiac da mama. A sua ufilizagdo em doentes
com melanoma NRAS mutado parece ser promissora,
nomeadamente em associa¢do com inibidores MEK.!7:18

Proteina protetora dos teléomeros (POT1)

Embora as mutacdes do gene CDKN2A sejom as
mais frequentemente correlacionadas com a maior
susceptibilidade de desenvolvimento de melanoma familiar,
os factores de risco genéticos subjacentes as familias com
elevada prevaléncia da doenca ainda séo desconhecidos.™
Atualmente, as variantes com perda de fungdo do gene POTT,
situado no cromossoma 7, tém sido cada vez mais alvo de
estudo em familias com elevada prevaléncia de melanoma.
Estas variantes levam & afeccdo do splicing do mRNA do
gene e/ou alteracdo e disrupgdo nos dominios de ligacdo
proteina-telémero, aumentando o comprimento e fragilidade
dos telémeros perturbando assim a sua manutengdo.> 920

Os membros de familias com variantes POT1, tém uma
predisposicdo para o aparecimento de melanomas em
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idade jovem, cada vez melhor documentada, pelo que este
gene parece ser um gene major na susceptibilidade para o
melanoma familiar em diversas populacées.'??°

Via da proteina quinase ativada por mitogénos
(MAPK)

A nivel molecular a atfivagéo desta via de sinalizacdo
intracelular (Fig. 2) estimula a proliferacdo e crescimento
tumoral bem como a angiogénese e evasdo apoptdtica.
As mutagdes somdticas do N-RAS e do BRAF, mutuamente
exclusivas, encontram-se presentes em cerca de 15% e 50%
dos melanomas, respectivamente.”.?!

Cerca de 90% das mutacdes BRAF ocorrem no exdo
15 da Val600 levando, na maioria das vezes, & troca para
dcido glutémico BRAF Val600E. Esta alteracdo genética, ao
aumentar a expressdo do inibidor de quinase dependente
de ciclina 4 do ciclo celular, leva & senescéncia celular.
Embora necessdria esta mutagdo ndo é suficiente para o
desenvolvimento do melanoma, sendo a sua frequéncia
semelhante nas lesdes benignas e malignas cuténeas.?’:!

Atualmente, estudos in vitro demostram que a delecdo
BRAF e N-RAS das células do melanoma podem suprimir o
crescimento tumoral.3”7

Via fosfatase homologa a tensina (PTEN), proteina
quinase B (AKT)

A perda de genes supressores tumorais no cromossoma
10 esté correlacionada com o desenvolvimento de melanoma

Membrana nl

celular ~

Transcrigdo

Figura 2 - Vias de sinalizagdo MAPK e PTEN. As MAPKs estdo envolvidas na sinalizagdo de inGmeros factores de crescimento e receptores de
superficie celular - a ligacdo dos receptores dos factores de crescimento (RFC), através de proteinas adaptadoras, as proteinas RAS levam & ativacédo
das Oltimas. Quando ativadas as proteinas RAS fosforilam as quinases da proteina quinase ativada por mitogénos (MEK) que atuam nas quinases da
quinase extracelular relacionada (ERK). As ERK quinases, para além de interagirem com outras vias como a MITF, também ativam, através da translocacéo
para o nicleo, factores de transcrigéo relacionados com o crescimento e proliferacéo celulares. O PTEN inibe a sinalizagdo dos factores de crescimento
ao inativar fosfatidilinositol (PIP3), molécula responsével pela ativagdo AKT que leva ao crescimento e sobrevivéncia celular através da fosforilacdo de
substratos proteicos que afectam o ciclo celular (FKHR). (*) Fosforilacdo. Adaptado de Miller AJ, Mihm MC Jr. Melanoma. N Engl J Med. 2006;355:51-65.
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Figura 3 - Via de sinalizagdo da Melanocortina e MITE. Na via de sinalizacdo MITF, este factor é regulado ao nivel da transcricdo e pés-transcricdo.
A ativag@o pés-transcricGo ocorre através das quinases da quinase extracelular relacionada (ERK) da via MAPK — vide Fig. 2. A ativagdo via transcricdo
¢ efectuada apés a ligacdo de hormonas, como a hormona estimuladora do melanécito (aMSH), ao receptor da melanocortina-1 (MCR1) que, por sua
vez, ativa a proteina de ligacdo ao elemento de resposta do AMP ciclico (CREB). O aumento da expressdo MITF e a sua posterior ativacéo via fosforilagéo
estimula a transcricdo de tirosinase (TYR), tirosinase relacionada & proteina-1 (TYRP1) que produzem melanina. Adaptado de Miller AJ, Mihm MC Jr.

Melanoma. N Engl J Med. 2006;355:51-65.2006

em cerca de 30-60% dos casos.’® Embora os genes
envolvidos bem como os mecanismos responsdveis néo
estejam totalmente esclarecidos, a perda ou inatfivagéo do
gene PTEN é frequentemente objectivada na tumorigénese do
melanoma (Fig. 2). Este gene, responsavel pela transcrigéo de
uma fosfatase, leva & atenuacdo da sinalizagéo intracelular
mediada por uma variedade de factores de crescimento
celulares que utilizam o fosfato de fosfatidilinositol (PIP3)
como mediador intracelular.¢?2

A mutacdo do PTEN estd correlacionada com um aumento
dos niveis de PIP3 intracelulares, o que leva a uma ativacdo
excessiva da proteina quinase B (AKT). Este incremento da
actividade AKT estd correlacionado com um aumento da
sobrevida e proliferagéo celulares bem como diminuigéo da
apoptose.t?1:22

In vitro, a reparacdo do PTEN e a supressGo AKT
diminuiram a propenséo de desenvolvimento tumoral através
da diminuigéo da sobrevida, proliferagéo e estimulagéo da
apoptose das células do melanoma.?2'-23

Gene Neurofibromina 1 (NF1)
O gene supressor tumoral NF1 codifica uma proteina
ativadora, RAS GTPase, que regula direta e negativamente o
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RAS. Mutacdes neste gene, colaboram com o BRAF mutado
na melanogenese, prevenindo a senescéncia induzida pelos
oncogenes, estimulando a hiperproliferacédo dos melanécitos
e o desenvolvimento de melanoma.?*

As mutagdes com perda de funcdo ou delegdes do NF1
estdo correlacionadas com uma diminuigéo da sensibilidade
e/ou aumento da resisténcia aos inibidores BRAF tanto
in vitro como in vivo.?*?°> Porém, estudos pré-clinicos néao
demonstram alteragé@o da sensibilidade aos inibidores MEK.26

Mvutacéo c-KIT

Esta mutagdo, ocorre em menos de 1% dos melanomas,
sendo mais frequente nos melanomas acrais e das mucosas.
Em cerca de 8% dos casos as mutacdes ocorrem nos exdes
11 e 13 e estdo associadas a uma sensibilidade ao imatinib.
Assim, em doentes com melanoma metastético acral e/ou
das mucosas deve ser investigada a ocorréncia da mutacéo
c-KIT dada a implicacdo que esta pode ter em termos de
abordagem terapéutica.’2?

Via desinalizac¢éo do Factor de transcri¢éo associado

a microftalmia (MITF) e diferenciacédo melanocitica
Em situagdes normais a diferenciagdo melanocitica
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Figura 4 - Via sinalizagdo WNT / B-catenina. A ligacéo das proteinas WNT ao receptor acoplado & proteina G inativam a GSK3p quinase, enzima
que fosforila a B-catenina para posterior destruicdo proteossémica. Assim, ocorre um aumento citoplasmético da B-catenina e da sua translocacéo
para o nicleo com consequente proliferacéo e sobrevivéncia celular. (*) Fosforilaco. Adaptado de Miller AJ, Mihm MC Jr. Melanoma. N Engl J Med.

2006;355:51-65.

depende da saida do ciclo celular e da expresséo de
genes que codificam proteinas necessdrias & formagéo de
pigmento. Ambos os processos sdo controlados pelo MITF e,
no melanoma, encontram-se desregulados, Fig. 3.527:28

A sinalizacdo infracelular, induzida pela atuagdo da
hormona estimuladora do melanécito (a-MSH) sobre o
receptor da melanocortina (MC1R) aumenta a expressdo
MITF e, consequentemente, estimula a transcricdo de genes
fundamentais & sintese de melanina: tirosinase, tfirosinase
relacionada & proteina-1 e a dopacromo tautomerase.”

Embora a variagdo genémica do MCIR seja complexa,
variantes mutacionais deste gene estéo correlacionadas com
um risco aumentado de melanoma.?=° Puig Butillé et al,
demonstraram que a variante p.R163Q do MCI1R apresenta
diferencas nos diferentes subtipos histolégicos de melanoma,
existindo uma associacdo positiva com o lentigo maligno
melanoma.®¢

Estudos recentes correlacionados com as alteragdes
gendémicas no melanoma demostram ainda, através da
utilizagéo de polimorfismos de nucleétido Unico, um aumento
no ndmero de copias (4 a 119 copias por célula) numa regiGo
do cromossoma 3, que engloba o locus MITF. Este aumento
de cépias encontra-se correlacionado com o aumento
da expresséo da proteina MITF sendo mais evidente em
tumores com pior prognostico e com uma maior resisténcia

a quimioterapia. Assim, e dado a sobre expresséo do gene
MITF poder transformar culturas de melanécitos este poderd
ser considerado um oncogene e potencial alvo terapéutico.?®

Familia wingless-type mamary tumor virus
integration site (WNT)

Em condicdes normais a adesdo celular controla a
migracdo celular, a organizagéo tecidular e a organogénese.
Assim, qualquer alteragéo no processo de adesdo celular
contribui para a invasé@o celular, para a interagdo tumor-
estroma e para a sinalizagdo celular.>?!

Dentro deste processo de adesdo celular as caderinas,
proteinas transmembranares, assumem um papel fulcral,
sendo importantes na sustentagdo e contacto intercelular
através das ligagdes dos dominios intracelulares, formados
por um grupo complexo de proteinas que incluem a
B-catenina, e a sua adesdo ao citosqueleto de actina. Estas
proteinas encontram-se subdivididas em trés subtipos: E —
epitélio, presentes na epiderme incluindo os melandcitos;
P — placenta; N — Neural, presentes nas células dérmicas
mesenquimatosas.’’

Vérias vias de sinalizagéo, como a WNT, (Fig. 4) levam a
que a B-catenina se dissocie do complexo de adeséo celular,
aumentando assim a transducdo de sinal para o nicleo. A
via de sinalizacdo WNT estd correlacionada com a secrecédo
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de proteinas com fungdes importantes no desenvolvimento
dos melanécitos, nomeadamente na crista neural. A ligacdo
destas proteinas aos seus receptores leva & inativacdo da
quinase GSK3pB, que fosforila a B-catenina para posterior
destruicdo proteossémica. A fosforilagdo da tirosina da
B-catenina desregula a ligagdo E-caderina/B-catenina,
aumentado a translocacdo desta Gltima para o nucleo,
levando ao aumento da transcrigdo do MITF e ciclina D1 com
consequente proliferacéo e sobrevivéncia melanocitica.?'-3°

No melanoma, a progressédo da fase de crescimento
radial para a fase de crescimento vertical é marcada pela
perda de E caderina e expressdo de N caderina. Esta Gltima,
ao permitir a interacdo entre as células do melanoma e dos
fibroblastos da derme e endotélio vascular, leva & progresséo
da metastizagéo celular.?835

Transcriptase reversa da telomerase (TERT)

A sintese de teldmeros é um processo controlado e
limitado. A telomerase, enquanto presente nas células
estaminais é desativada por silenciamento epigenético,
mediado pela transcriptase reversa da telomerase.®®

Na maioria das células neopldsicas a reativagéo da
telomerase é um processo ubiquo e constitui uma das
caracteristicas major dos tumores. As mutagdes promotoras
TERT no melanoma, tal em outros tumores como o glioma, o
carcinoma hepatocelular e carcinoma do urotélio, associam-
se a um aumento da transcricio do TERT, reativagéo da
telomerase e afecdo do comprimento dos telémeros, e
conferem um prognéstico reservado. Assim, a existéncia
destas mutacdes podem ter um potencial como marcadores
de doenga bem como eventual alvo terapéutico.3¢%”

TERAPEUTICA NA DOENCA AVANCADA

Até 2011 a terapéutica citotéxica, particularmente a
dacarbazina, era o tratamento standard para o melanoma
irressecdvel, com uma taxa de resposta baixa, na ordem dos
10%.” Com o avanco na compreensdo do perfil molecular
das células tumorais e com os progressos nos sistemas
de biologia e bioinformdtica surge a oportunidade da
“medicina precisa” no tratamento do melanoma, com novos
alvos terapéuticos que melhoraram significativamente o
progndstico e a terapéutica no melanoma avancado.®8%?

A importéncia das mutagdes BRAF ou NRAS, com a
ativagdo da via MAPK, no desenvolvimento, proliferacéo
e sobrevivéncia das células tumorais, nomeadamente
no melanoma, tornaram estes genes importantes alvos
terapéuticos. Atualmente a utilizagdo dos inibidores BRAF
em monoterapia ou em associacéo com inibidores MEK
s@o terapéuticas standard no tratamento de doentes com
melanoma BRAF-mutado.*%-42

Embora a utilizagéo dos inibidores BRAF, vemurafenib ou
dabrafenib tenha demonstrado ser eficaz e segura a duracéo
da resposta é limitada dada a ocorréncia de resisténcia
adquirida a estes farmacos. Assim, a utilizagdo combinada
de um inibidor MEK, parece néo sé diminuir a resisténcia
aos inibidores BRAF como demonstrou diminuir a toxicidade
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cutdnea.*? Porém, a resisténcia & terapéutica combinada
BRAF e MEK é ainda tida como um problema. Presentemente
existem outras estratégias em estudo como a utilizacdo de
regimes sequenciais e intermitentes bem como a associacdo
de inibidores anti-PDL1. Existe ainda a necessidade de se
reconheceram marcadores que permitam identificar doentes
com mutagdo BRAFV600 que beneficiem de inibidores BRAF/
MEK como terapéutica de primeira linha versus aqueles que
beneficiam de iniciar imunoterapia.*!42

A classificagdo do melanoma supracitada e proposta pela
Cancer Genome Atlas Network em quatro subtipos: BRAF
mutado, RAS mutado, NF1 mutado e triplos selvagens ou
wild type, terd& implicacées terapéuticas futuras importantes.é
Enquanto que os doentes com melanoma BRAF mutado
tém as terapéuticas mencionas ao dispor, o melanoma RAS
mutado ou NF1 mutado ou triplos selvagens néo t&m ainda
terapéuticas bem estabelecidas para além da imunoterapia.
No melanoma com mutagdo KIT, BRAF/NRAS selvagens, o
imatinib poderd ser uma alternativa. No melanoma com NF1
mutado hd uma diminuicdo da sensibilidade e resisténcia
aos inibidores BRAF bem documentada.?52¢

CONCLUSOES

O tegumento é sem duvida um érgé@o Unico dado a sua
exposicdo continua & radiagdo ultravioleta, considerada
factor de risco major no desenvolvimento do melanoma. A
facilidade e simplicidade na sua observagéo, aliada a uma
diversidade e complexidade molecular, tornam o melanoma
um dos tumores mais estimulantes e dos maiores alvos de
estudo e avango terapéutico. Os progressos notérios em
termos de reconhecimento de mutagdes e comportamento
celular & disténcia das células do melanoma estdo a
proporcionar um maior leque terapéutico, com aumento na
sobrevida em doentes com doenca avangada.
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