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Resumo

Os genes P53 e BAX (pr6-apoptoticos) e MDM?2 e BCL2 (antiapoptdticos) atuam na morte
de células epiteliais danificadas por raios ultravioleta (UV) da luz solar e estao relacionados
com a origem do melanoma cutaneo (MC). A proteina codificada pelo alelo selvagem Arg
do polimorfismo P53 Arg72Pro induz melhor a apoptose do que a do alelo variante Pro. Os
alelos variantes G e A dos polimorfismos MDM2 T309G e BCL2 C(-938)A e o alelo
variante A do polimorfismo BAX G(-248)A estdo relacionados com maior € menor
expressdo proteica, respectivamente, quando comparados aos alelos selvagens T, C e G.
Como sao incertos os papéis desses polimorfismos no risco e manifestagoes clinicas do MC,
estes foram os principais objetivos do presente estudo. O DNA gendmico de 150 pacientes e
de 150 controles foi analisado por meio da reacdo em cadeia da polimerase e digestao
enzimatica. As frequéncias dos gendtipos P53 ArgArg (58,7% vs 44,7%, P= 0,02) e BCL2
AA (28,0% vs 15,3%, P= 0,004) foram maiores em pacientes do que em controles.
Portadores dos genétipos estiveram sob riscos 1,86 e 2,87 vezes maior de MC do que os
demais, respectivamente. Excessos dos genétipos combinados P53 ArgArg + BCL2 AA
(36,1% vs 16,9%, P= 0,002) e P53 ArgArg + BAX AA (29,5% vs 15,3%, P= 0,008) foram
observados em pacientes comparados a controles. Individuos com os respectivos genotipos
estiveram sob riscos 3,43 e 2,71 vezes maior de ocorréncia do MC do que os demais,
respectivamente. Concluimos que os polimorfismos P53Arg72Pro, BCL2 C(-938)A e BAX
G(-248)A alteraram o risco de ocorréncia do MC em nossa amostra e individuos com os
gendtipos ArgArg, AA e AA dos respectivos polimorfismos devem receber recomendacdes
adicionais para protecdo da pele dos efeitos nocivos dos raios UV e seguimento médico com

exames dermatoldgicos periddicos, para prevencao e diagndstico precoce do tumor.
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Abstract

The P53 and BAX (proapoptotic) and MDM?2 and BCL2 (antiapoptotic) genes remove cells
damaged by ultraviolet (UV) rays of the sunlight and, therefore, are related to the cutaneous
melanoma (CM) origin. The Arg wild allele of the P53 Arg72Pro polymorphism is more
efficient in inducing apoptosis than the variant Pro allele. The variant G and A alleles of the
MDM?2 T309G and BCL2 C(-948)A polymorphisms, and the A allele of the BAX G(-248) A
polymorphism are related to higher and lower expressions of the encoded proteins,
respectively, than the wild T, C and G wild alleles. Since the roles of the referred genetic
polymorphisms on the risk and clinical manifestation of the tumor are still unclear, these
were the main aims of the present study. Genomic DNA from 150 patients with CM and
150 controls was analyzed by polymerase chain reaction and enzymatic digestion. The
frequencies of the P53 ArgArg and the BCL2 AA genotypes were higher in patients than in
controls (58.7% versus 44.7%, P= 0.02) and (28.0% versus 15.3%, P= 0.004) respectively.
Carriers of these genotypes had a 1.86 and 2.87-fold increased risks for MC than others,
respectively. Excesses of the P53 ArgArg + BCL2 AA and P53 ArgArg + BAX AA were
seen in patients when compared to controls (36.1% versus 16.9%, P= 0.002) and (29.5%
versus 15.3%, P= 0.008), and carriers of these genotypes had a 3.43 and 2.71-fold
increased risks for CM than others, respectively. We concluded that the P53 Arg72Pro,
BCL2 C(-938)A and BAX G(-248)A polymorphisms alter the risk for CM in our sample.
We believe that carriers of the ArgArg wild genotype and the variant AA genotypes of the
respective genetic polymorphisms should receive additional recommendation to avoid
exposition to sunlight and should be frequently evaluated by a dermatologist with the

purpose of preventing and performing an early diagnosis of the disease, respectively.
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1. Consideracoes gerais

Acredita-se que o cancer humano ocorra devido a anormalidades que conferem, a
algumas células, vantagens que sao transmitidas as células filhas, dando origem a um clone
celular que escapa aos controles de crescimento e diferenciacdo, podendo distribuir-se
invadir tecidos e 6rgdos préximos ou distantes (WUNSCH FILHO & GATTAS, 2001).
Embora cerca de 350 bilhdes de células se dividam no organismo adulto normal todos os
dias, o aparecimento de um tumor € relativamente raro, pela atuacdo dos mecanismos
fisiolégicos como o reparo do DNA e de morte celular por apoptose (FERREIRA &
ROCHA, 2004).

O cancer € a segunda principal causa de morte em todo o mundo, representando
17% dos o6bitos de causa conhecida (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). No Brasil, o
cancer de pele € o tipo mais comum e inclui o carcinoma basocelular, o carcinoma
espinocelular e o melanoma (DE VITA et al., 2005).

O melanoma cutineo (MC) € um tumor de baixa incidéncia (5% dos tumores de
pele), mas de alta letalidade (60% das mortes causadas por esta neoplasia) (INCA, 2012).
Resulta da transformacdo maligna dos melandcitos cutaneos, células que produzem a
melanina, pigmento natural da pele, e que estdo localizadas na camada basal da epiderme
(DE VITA et al., 2005).

A incidéncia de MC dobrou nas ultimas décadas e aumentou rapidamente
comparada a de outros tipos de canceres (SCHAFFER et al., 2004). O aumento da
incidéncia da doenca foi observado nos paises em geral, principalmente em paises com
populagdo de pele clara como Austrdlia, Nova Zelandia, Estados Unidos, Canad4, Europa

central e norte (JEMAL er al., 2001; GODAR 2011), e esse crescimento também foi
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observado no Brasil (MENDONCA 1992; BAKOS, 2006; FERNANDES et al., 2005;
SALVIO et al., 2011; INCA, 2012).

Estima-se que, anualmente, ocorram cerca de 200.000 novos casos desse tumor no
mundo, com cerca de 47.000 6bitos (GLOBOCAN, 2008, JEMAL et al., 2011). Foi
estimado para o ano de 2011, nos Estados Unidos da América, a ocorréncia de 70.230 casos
novos de MC (40.010 homens e 30.220 mulheres) com cerca de 8.790 mortes (5.750
homens e 3.040 mulheres). O tumor acomete preferencialmente individuos caucasoéides, ja
que as propor¢des observadas correspondem 1:50 brancos, 1:200 hispanicos e 1:1.000
negros (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011). O MC corresponde ao décimo sétimo
tumor mais frequente no Brasil. Sdo esperados 6.230 casos novos do tumor no ano de 2012
no pais, sendo 3.530 deles apenas na regido Sudeste (INCA, 2012).

O MC ¢ considerado um grave problema de satide publica na maioria dos paises do
mundo, incluindo o Brasil (INCA de 2012). A magnitude do problema encontra-se no
diagnéstico da doenca em fases avancadas e, muitas vezes, com metdstases, especialmente
em individuos de classes sécio-econOmicas menos privilegiadas, quando o tratamento é
pouco efetivo e as chances de cura sao minimas (FINN ez al., 2012; LIVINGSTONE et al.,

2012).

2. Aspectos clinicos

O MC acomete predominantemente individuos com pele, cabelos e olhos claros,
presenca de nevos atipicos, efélides, incapacidade de bronzeamento e propensdo a
queimaduras solares (DE VITA et al., 2005; MACKIE et al., 2009). Os portadores da
sindrome xeroderma pigmentoso (XP), caracterizada pela deficiéncia do reparo de lesdes de

DNA, apresentam elevada fotossensibilidade nas regides expostas a luz solar, com
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dramdtica incidéncia de cancer de pele, cerca de mil vezes maior que o restante da
populacdo (GOODE et al., 2002).

A incidéncia do MC aumenta com a idade, sendo que a mediana de idade dos
pacientes ao diagndstico € de cerca de 50 anos (JEMAL et al., 2004; FERNANDES et al.,
2005). Os homens sdao mais acometidos pelo tumor do que as mulheres (relagdo: 1,3:1)
(MACKIE et al., 2009; TUCKER, 2009; JEMAL et al., 2011).

O MC usualmente se apresenta como uma lesdo de pele com algumas das seguintes
caracteristicas: assimetria, bordas irregulares, variacdes de cor e aumento ou regressao em
seu tamanho ao longo do tempo. Em homens caucasianos, os locais mais frequentes de MC
sd0 o dorso e os membros superiores, em mulheres caucasianas, o dorso € os membros
inferiores. E em negros e asidticos, regides palmo plantar, o leito ungueal e as mucosas sao
mais afetadas (CAINI ez al., 2009).

O diagnéstico € realizado com a exérese da lesdo e avaliacdo histopatolégica de
cortes seriados do tumor incluidos em parafina (LOTZE et al., 2001).

O crescimento vertical da les@o € o principal fator progndstico para seus portadores:
o acometimento das camadas mais profundas da pele corresponde ao pior progndstico. A
profundidade de infiltracdo da pele pelo tumor corresponde ao espessura de Breslow
(BRESLOW, 1970) e o grau de comprometimento das camadas cutaneas pelo tumor
corresponde aos niveis de Clark (CLARK et al., 1969). Ambos sdo considerados fatores
isolados de maior impacto no progndstico da sobrevida dos pacientes com o tumor
(BALCH et al., 2003; SCHAFFER et al., 2004; SOUZA et al., 2009) (Figura 1). Cerca de
50% dos individuos com lesdao maior que quatro mm (indice 5 de Clark) desenvolvem

metastases.
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A sobrevida global dos pacientes em cinco anos de acordo com o nivel de Clark II,
III, IV e V corresponde: 100%, 93%, 89%, e 82%, e a sobrevida livre de doenca

corresponde 85%, 88%, 77% e 55% respectivamente (ELSAEBER et al., 2012).

Espessura de Breslow

=]

Niveis de Clark

—

Nivel | - Intraepidérmico < 0,75 mm (= Nivel Il de Clark)

Nivel Il - Na derme papilar

Nivel Il - Preenche a
derme papilar

0,76=1,5 mm (= Nivel 11l de Clark)

I'E

Nivel IV = Derme reticular —

L]

1,51-4 mm (= Nivel IV de Clark)

|1IIIIIIiI!IIIIIIIII|II1I|HII|III!|EIII|
2]

-

24 mm (= Nivel V de Clark)
Nivel V = Invade 0 ——

lecido adiposo

Figura 1. Representacdo esquematica da infiltracio do melanoma cutaneo nas camadas da
pele e os critérios previamente definidos para o espessura de Breslow e os niveis

de Clark (http://www.melanomacutaneo.com/classificacao.html)

O envolvimento linfonodal € outro fator progndstico na doenca, tendo influéncia
tanto o ndmero de linfonodos envolvidos como a forma de detec¢do dos mesmos, micro ou
macroscépica (BALCH et al., 2009; ELSAEBER et al., 2012). Apenas 54% dos casos com
comprometimento linfonodal pelo tumor sobrevivem por cinco anos (ELSAEBER ef al.,
2012).

O principal sistema de estadiamento do MC é o TNM American Joint Committee on
Cancer (AJCC) (GREENE et al., 2004, BALCH et al., 2009), que considera a extensao do

tumor na pele e tecidos adjacentes (T), a presenca ou ndo de ulceracdo no tumor (a, b) e a
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identificacdo de metdstases linfonodais (N) ou a distancia (M). Dez estdgios do tumor sdao
identificados (0, Ia, Ib, Ila, IIb, Ilc, Illa, IIIb, IIIc e IV). As taxas de sobrevida em cinco
anos para pacientes com o estdgio I sdo 91-95%, estagio 11 45-77%, estagio 1II 69-26% e
estagio IV 19-9%, (GREENE et al., 2004; BALCH et al., 2009).

A principal terapéutica para portadores do tumor € a remog¢do cirurgica; a
quimioterapia, a radioterapia e a imunoterapia atuam como auxiliares na terapéutica
(TESTORI et al., 2009).

As tentativas de prevencdo e diagndstico precoce sdao primordiais em MC, uma vez
que a deteccdo de lesOes, em estdgio inicial pode ser curdvel, mas iniciada a metéstase,

torna-se praticamente fatal (SCHAEFFER et al., 2004; TESTORI et al., 2009 ).

3. Aspectos ambientais

O principal fator ambiental para o MC é a exposicdo cronica a radia¢do solar
ultravioleta (UV) A e B, particularmente na infincia, uma vez que o dano causado as
células da epiderme € acumulativo. Estima-se que até 65% dos casos de MC possam estar
relacionados a exposi¢ao solar (CAINI et al., 2009; WALKER, 2008; VON THALER et
al., 2009).

A radiacdo UVA, que corresponde a mais de 90% da radiacdo solar, danifica o
DNA indiretamente pela formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem
levar ao dano oxidativo (KIELBASSA et al., 1995) e quebras na dupla fita (FOLKARD et
al., 2002). A radiacdo UVB € absorvida pela epiderme e danifica os queratindcitos e
melandcitos, com formacdo de dimeros de pirimidina ciclobutano e fotoprodutos de
pirimidina-pirimidona, que alteram as ligagdes e consequentemente a estrutura do DNA.

Seus efeitos sdo mais marcantes do que os da radiacdo UV A, devido a degradacdo do DNA
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provavelmente pelo estresse oxidativo e pela relagdo com a via da p53 (HORIKAWA-
MIURA et al., 2007).

As lesdes causadas pela radiacdo, se ndo reparadas, irdo ativar genes envolvidos
com o mecanismo de apoptose, para a eliminacdo das células com material genético

alterado.

4. Aspectos genéticos

Aproximadamente 10% dos pacientes com MC apresentam parentes de primeiro e
segundo graus com o tumor (GANDINI er al., 2005). Mutacdes no gene CDKN2A sao
identificadas em 20 a 40% dos casos hereditarios de MC (UDAYAKUMAR & TSAO,
2009). Ainda, aglomerados de casos de MC em membros de uma mesma familia, nos quais
ndo foram identificadas as mutagdes do gene CDKN2A (HANSSON, 2008) e, podem ser

atribuidos aos polimorfismos génicos.

As diferencas na sequéncia de DNA entre individuos sdo chamadas de
polimorfismos. Polimorfismos sdo definidos como variantes genéticas que estdo presentes
na populagdo em uma frequéncia maior que 1%. No entanto, tais frequéncias sdo distintas
em populacdes de diferentes ragcas (SCHAFER & HAWKINS, 1998). Esses polimorfismos
genéticos determinam caracteristicas individuais como aspectos fisicos e podem influenciar

proteinas codificadas por genes polimérficos envolvidos com a apoptose celular.

4.1. Apoptose

Ja é de conhecimento geral que células de MC sdo menos susceptiveis a apoptose do
que células de outros tumores (LI ef al., 2000). Também, as expressdes de genes indutores

e inibidores da apoptose sdo distintas em células do melanoma e melandcitos normais
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(GROSSMAN et al., 2001). Ainda, a desregulacdo dos genes envolvidos nas vias de
apoptose, podem contribuir para o potencial metastitico (GLINSKY et al., 1997) e a
quimioresisténcia do tumor (LI et al., 2000; SOENGAS et al., 2003). Assim, a
desregulacdo na apoptose (Figura 2) parece definitivamente, associada a origem do tumor e

as manifestagdes clinicas da doenca.

gg’ Citocromo C

|

Caspases “
O

Figura 2. Representacio esquemadtica da via intrinseca da apoptose e interacdo das proteinas
codificadas pelos genes P53, MDM?2, BCL2 e BAX. A p53 encontra-se inativa
pela acao do MDM?2 no nucleo da célula. A partir do dano causado ao DNA pela
radiacdo UV da luz solar (ndo passivel de reparo), a p53 ¢é ativada (fosforilada) e
migra para o citoplasma com a fun¢do de ativar proteinas pré-apoptéticas como
bax, alterando a permeabilidade da mitocondria com liberacao do citocromo C,
com ativacdo da via das caspases culminando na apoptose da célula. A proteina

pS3 inibe a proteina bcl2 (antiapoptética) na presenga de um dano ao DNA
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4.2. Polimorfismo Arg72Pro do gene P53

O gene tumor protein 53, o P53, é um supressor tumoral localizado no cromossomo
17p13.1 (LEVINE et al., 1991). Em resposta a danos no DNA, a proteina p53 acumulada
nas células migra para o nucleo e ativa a transcricdo de genes com parada do ciclo celular
para permitir o reparo de DNA antes da divisdo celular. No entanto, quando a lesdo nao for
passivel de reparo, é induzida a apoptose (KAELIN et al., 1999; ROBLES & HARRIS,
2001).

Mutacdes no gene P53 sdo encontradas em cerca de 50% dos canceres humanos
(HUSSAIN et al., 2000). Ainda, acredita-se que a via de sinalizacio do P53 esteja
comprometida por outros mecanismos que nao mutacdes do gene (VOUSDEN et al., 2002;
WHIBLEY et al., 2009). Essas descri¢cdes indicam que o gene desempenha direta ou
indiretamente papel fundamental na origem dos tumores. Entretanto, mutacdes no gene P53
sao incomuns em MC (CHIN et al., 1997; CHIN et al., 1998). Outros eventos genéticos
como os single nucleotide polymorphisms (SNPs) podem alterar a proteina p53 e assim,
contribuir de forma consistente para o desenvolvimento do tumor (HAN et al., 2006;
STEFANAKI et al., 2006; WHIBLEY et al., 2009).

O polimorfismo P53 Arg72Pro (rs1042522) € caracterizado pela troca da base
nitrogenada guanina por uma citosina no cédon 72 do éxon 4 do gene P53, e
consequentemente na substituicdo dos aminodcidos arginina (Arg) pela prolina (Pro) na
proteina. (MATLASHEWSKI et al., 1987). As proteinas codificadas pelos alelos Arg e Pro
foram descritas com forma e atividades funcionais diferentes. O alelo selvagem Arg foi
descrito como mais eficiente em induzir a apoptose do que o variante Pro. Entretanto, o

alelo variante Pro atua preferencialmente induzindo a parada do ciclo celular e o reparo do
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DNA do que o alelo selvagem Arg (THOMAS et al., 1999; DUMONT et al., 2003; PIM et
al., 2004; SIDDIQUE & SABAPATHY, 2006).

As frequéncias dos gendtipos homozigoto selvagem ArgArg, heterozigoto ArgPro e
homozigoto variante ProPro foram identificadas em 50-54%, 37-45% e 4-8% dos
individuos saudaveis de diferentes populacdes étnicas (SHEN et al., 2003; STEFANAKI et
al., 2006; LI et al., 2007; POVEY et al., 2007; ORTEGA et al., 2007).

O alelo selvagem Arg esteve associado ao aumento do risco de MC em norte
americanos (SHEN et al., 2003; LI et al., 2007) mas, aumento do risco de MC também foi
associado ao alelo Pro em gregos (STEKANAKI et al., 2006) e ndo houve influéncia desse
polimorfismo no risco de MC em escoceses (POVEY et al., 2007). Assim, a influéncia

desse polimorfismo no risco do MC ¢€ incerta.

4.3. Polimorfismo T309G do gene MDM?2

O gene murine double minute 2, 0 MDM?2, esta localizado no cromossomo 12q14, é
o maior inibidor do gene P53 (BOND et al., 2004). A transcricdo do MDM?2 & mediada por
dois promotores, o promotor P1 independente do P53 e o promotor P2 sensivel ao P53. Em
muitas células, a transcri¢do por P1 ocorre em baixos niveis, mas a transcri¢ao por P2, que
¢ mediada pelo P53, aumenta a eficiéncia na tradu¢do da proteina mdm?2. Préximo ao
promotor P2 estdo presentes sitios de ligacao para fatores de transcricdo, como Spl, em que
a ativacdo desse sitio resulta no aumento dos niveis de RNA mensageiro e da proteina
mdm?2 (BROWN et al., 1999; JIN et al., 2003; ZHANG et al., 2005).

A proteina mdm?2 é uma componente chave na regulacdo da estabilidade da p53,
com a func¢do de inibir a atividade transcricional, impedindo que a p53 ative/regule genes

alvos relacionados com ciclo celular, reparo de DNA e apoptose. Além disso, a mdm?2
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funciona como uma ubiquitina-ligase regulando a ubiquitinacdo da p53, processo de
marcacdo para degradacdo da proteina pela via proteossoma celular (VOUSDEN et al.,
2002; BOND et al., 2004). O aumento da expressdo desse gene pode resultar na inativagdo
do P53 (MICHAEL et al., 2003).

O polimorfismo T309G (rs2279744) estd localizado no promotor P2, na regido
downstream do intron 1 do gene MDM2. E caracterizado pelos nucleotideos timina e
guanina no alelo selvagem e no alelo variante, respectivamente (BOND et al., 2004). O
aumento da expressao da proteina mdm?2 foi associado com o alelo variante G, que aumenta
afinidade de ligacao do fator de transcricdo Spl, que causa aumento da expressdao da mdm?2
e consequentemente inibi¢do transcricional da p53. Entretanto, tal descricdo foi observada
em escassas publicacdes (BOND et al., 2004; HIRATA et al., 2007).

Os gendtipos homozigoto selvagem TT, heterozigoto TG e homozigoto variante GG
foram identificados em 19-27%, 46-57% e 16-36% dos individuos saudédveis de populacdes
diversas (FIROZ et al., 2009; CAPASSO et al., 2010).

A influéncia do polimorfismo MDM?2 T309G no risco de MC € incerta. O alelo
variante G esteve associado ao aumento do risco de MC em mulheres americanas com
idade menor do que 40 anos (FIROZ et al., 2009). Em contraste, o polimorfismo nao
alterou o risco de MC em americanos em geral e em italianos (GLUCK et al., 2009; NAN

et al., 2009; CAPASSO et al., 2010).

4.4. Polimorfismo C(-938)A do gene BCL2

A familia BCL2 € composta por genes que sintetizam proteinas presentes na
membrana mitocondrial, e sdo importantes reguladores da morte celular por apoptose, € o

principal mediador na ativagao dessa familia de genes é o P53.
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O gene B-cell lymphoma 2, o BCL2, est4 localizado no cromossomo 18q21.3 e
consiste de trés éxons e dois promotores P1 e P2, com fun¢des diferentes (KALLIO et al.,
2004). O promotor P2 atua como regulador negativo diminuindo a atividade funcional do
P1. O equilibrio entre esses dois promotores regula a expressdo da proteina bcl2, que tem a
funcdo de inibir a morte celular, pela sua funcdo antiapoptética (SETO et al., 1988). O
aumento da expressdo da proteina bcl2 foi relacionada com pior prognéstico (WOICIK et
al., 2005; NUCKEL et al., 2007; HIRATA et al., 2009a; HIRATA et al., 2009b). Inclusive
o aumento da expressdo foi associado com a resisténcia quimioterdpica em melanoma
(LEITER et al., 2000; HUSSEIN et al., 2003; SOENGAS et al., 2003)

O polimorfismo BCL2 C(-938)A (rs2279115), localizado no promotor P2
(regulador negativo) do gene, é caracterizado pelos nucleotideos citosina no alelo selvagem
e adenina no alelo variante (KALLIO et al., 2004). O alelo selvagem C foi associado com
aumento da atividade negativa do P2 (regulador negativo da expressdo), que causa a
inibicdo do P1, consequente reducdo na expressdao da proteina bcl2. J4 o alelo variante A,
reduz a atividade negativa do P2, que favorece ao aumento da expressdo da proteina bcl2
(NUCKEL et al., 2007; LEHNERDT et al., 2009). O aumento da expressdo da bcl2 esta
associado com reduc¢do do estimulo da morte celular e aumento da proliferacao.

As frequéncias dos gendtipos homozigoto selvagem CC, heterozigoto CA e
homozigoto variante AA foram observadas em 15-29%, 37-53% e 17-48% dos individuos
saudaveis de diferentes etnias (NUCKEL et al., 2007; HIRATA et al., 2009a; HIRATA et
al., 2009b; LEHNERDT et al., 2009; MOON et al., 2009).

Até onde atinge nosso conhecimento, ndo hd estudos que avaliaram a influéncia

desse polimorfismo BCL2 C(-938)A no risco de MC.
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4.5. Polimorfismo G(-248)A do gene BAX

O gene B-cell lymphoma 2-associated X protein, o BAX, é um membro pro-
apoptotico da familia BCL2 e estd localizado no cromossomo 19q13.3 (SAXENA et al.,
2002). O gene P53 induz a expressio do BAX (MIYASHITA et al., 1995;
THORNBORROW et al., 2002) e inibe a expressdao do BCL2 (ZHAN et al., 1999).

O polimorfismo BAX G(-248)A (rs4645878) esta localizado na regido 5’ ndo
traduzida, no promotor desse gene. Caracteriza-se pela presenca dos nucleotideos guanina e
adenina no alelo selvagem G e no alelo variante A, respectivamente (SAXENA et al.,
2002). O alelo variante A foi associado com a reducdo da expressdo da proteina pré-
apoptética bax, quando comparado ao alelo selvagem G (SAXENA er al., 2002;
STARCZYNSKI et al., 2005).

Os gendtipos homozigoto selvagem GG, heterozigoto GA e homozigoto variante
AA foram identificados em 77-85%; 14-21% e 0-1% dos individuos saudaveis de
populacdes étnicas distintas (FEGAN et al., 2006, KOHLER et al., 2006; CHEN et al.,
2007).

Nao foi observada influéncia do polimorfismo BAX G(-248)A no risco de leucemia
linfocitica cronica (STARCZYNSKI et al., 2005), doenca do fogo selvagem (KOHLER et
al., 2006) e carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CHEN et al., 2007). E
até onde atinge nosso conhecimento, nao ha estudos sobre o papel do polimorfismo no risco

de ocorréncia de MC.
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Tabela 1. Informacgdes sobre os polimorfismos P53 Arg72Pro, MDM?2 T309G,

BCL2 C(-948)A e BAX G(-248)A

Gene Polimorfismo Genétipos Frequf,n.aa Estudos associados com MC
genotipica
Shen et al. 2007 Arg
ArgArg 50-54% ) aumenta o
P53 Li et al. 2007 risco
17p13.1 Are72P Han et al. 2006
r ro 5
Regulador da 8 ArgPro 37-45% Povey et al. 2007 Na? altera
proliferagio e (rs 1042522) 0 risco
; Capasso et al. 2010
sobrevida
celular
Gwosdz et al. 2006 Pro
Pro Pro 4-8% _ aumenta o
Stefanaki et al. 2007 risco
MDM?2 T309G TT 19-27% Firoz et al. 2009
12q14 TG 46-57%  Nan et al. 2009 Ndo altera
(rs 2279744) 0 risco
Inibidor P53 GG 16-36% Capasso et al. 2010
BCL2 CC 15-29%
C(-948)A
18q21.3 CA 37-539 Nao ha estudos em MC
) ) (rs 2279115)
Antiapoptético AA 17-48 %
BAX GG 77-85%
G(-248)A
19q13.3 GA 14-21% N3io ha estudos em MC
_ (rs 4645878)
Pré-apoptético AA 0-1%

Justificativa do estudo

O cancer € a segunda causa de 6bito na regido sudeste do Brasil (DUNCAN et al.,
2002) e altos indices de radiacdo UVA e UVB sio incidentes nessa regiao. Além disso, a
populacdo brasileira é altamente heterogénea e miscigenada, composta por imigrantes da

Europa, Asia e Africa (MENDES et al., 2010), com possiveis diferencas na
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susceptibilidade aos efeitos deletérios dos raios UV na pele e diferentes susceptibilidades
ao MC. Assim, nos pareceu de interesse avaliar as frequéncias dos polimorfismos dos genes
P53, MDM?2, BCL2 e BAX em pacientes com MC e individuos sauddveis da nossa regido,
com o proposito de verificar a influéncia desses polimorfismos no risco de ocorréncia do

MC e em suas manifestacdes clinicas.

Vale ressaltar que nao ha estudos que avaliaram a influéncia dos polimorfismos

BCL2 C(-938)A e BAX G(-248)A em MC.

Ainda, como o papel do polimorfismo MDM?2 T309G na expressdo da proteina
mdm?2 em MC ndo se encontra definitivamente estabelecido, também pareceu de interesse
avaliar a expressao da referida proteina em tumores de portadores dos gendtipos distintos

do polimorfismo génico.
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OBJETIVOS
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Foram avaliados pacientes com de melanoma cutaneo (MC) atendidos nos
ambulatérios de Oncologia Clinica e de Dermatologia do Hospital de Clinicas da
UNICAMP e doadores de sangue do HEMOCENTRO da UNICAMP, tendo como

objetivos:

e Verificar se os polimorfismos P53 Arg72Pro, MDM?2 T309G, BCL2 C(-938)A e
BAX G(-248)A influenciam o risco de ocorréncia do MC;

e Verificar se estes polimorfismos génicos estdo associados aos aspectos clinicos dos
pacientes como a idade, o sexo, a raga; a cor da pele, olhos e cabelos, a presencga de
nevos, a presenca efélides, o grau de elastose solar, a incapacidade de bronzear, as
queimaduras solares prévias e o habito de fumar; e aspecto histopatolégico como o
grau de elastose solar

e Verificar se estes polimorfismos génicos estao associados as caracteristicas tumorais
como as espessuras de Breslow, os indice de Clark e os estdgios TNM e;

e Verificar se o polimorfismo MDM?2 T309G altera a expressdo da proteina mdm?2 em

MC.
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CASUISTICA E METODOS
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Foram avaliados 150 pacientes com MC consecutivos, atendidos por ocasido do
primeiro atendimento nos ambulatérios de Oncologia Clinica e de Dermatologia do
Hospital de Clinicas da UNICAMP no periodo de abril de 2007 até julho de 2011.

Foi também avaliado um grupo controle, constituido por 150 doadores de sangue do
Hemocentro da UNICAMP, com o propdsito de obter um grupo representativo dos
pacientes que procuram assisténcia médica na Instituicao.

Foram excluidos do estudo os individuos com antecedente pessoal ou hereditdrio de
MC e aqueles que ndo aceitaram participar do mesmo apds esclarecimentos pertinentes.

O tamanho amostral do estudo teve como base as frequéncias dos polimorfismos
génicos obtidas em individuos sauddveis da populacdo brasileira e outras populacdes e, foi

calculado de acordo com as normas definidas por POCOCK (1985).

1. Avaliacao clinica

Os dados relativos a identificacdo, a idade, ao sexo, ao histérico pessoal ou familial
de MC hereditario, queimaduras solares, incapacidade de bronzear e ao hédbito de fumar, a
cor de pele, olhos e cabelos, a presenca de nevos e efélides e localizacdo do tumor, foram
obtidas por meio de questiondrio especifico (Anexo 1) aplicado aos pacientes pelo
pesquisador envolvido no estudo (Dr. José Augusto Rinck Jr) do Ambulatério de Oncologia
do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Queimadura solar foi definida como um evento de exposi¢do solar resultando em
eritema acentuado e calor na pele por pelo menos dois dias. Foram considerados pacientes
que sofreram queimadura solar aqueles que relataram a ocorréncia de pelo menos um

evento em qualquer fase da vida.
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Foi considerado incapaz de bronzear-se, 0s pacientes que relataram eritema
acentuado na pele apds exposi¢do solar e que ndo apresentaram escurecimento da pele.

Foram considerados tabagistas os pacientes que mantiveram o habito de fumar até o
momento do diagndstico do MC ou préximo a ele. Foram considerados ndo tabagistas
aqueles que nunca fumaram ou que pararam de fumar hd pelo menos um ano antes do
diagnéstico.

Os pacientes foram classificados como portadores de pele clara e ndo clara, olhos
claros (azul ou verde) e nao claros (castanhos ou negros) e cabelos claros (loiros ou ruivos
naturais) e ndo claros (castanhos ou negros), de acordo com descricdes prévias
(FITZPATRICK, 1988).

Foram considerados portadores de nevos, aqueles pacientes que apresentaram pelo
menos um nevo melanocitico em qualquer drea do corpo. Os pacientes foram classificados
como portadores ou nao portadores de efélides, tendo como base o exame geral dos
pacientes.

Os pacientes foram também classificados como portadores de MC do tipo axial
(tronco, dorso, cabeca e pescoco) e em membros (superior e inferior).

Os dados relativos a identificacdo, a idade, ao sexo e raca dos controles foram
obtidas por meio de questiondrio especifico aplicado a cada individuo pelo pesquisador

responsével pelo estudo, considerando a informacao verbal dos doadores
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2. Avaliaciao do tumor

2.1. Diagnostico, espessura de Breslow, nivel de Clark, elastose solar e estagios

TNM

O diagnéstico de MC foi realizado por exame histopatoldgico realizado em cortes
de fragmentos do tumor incluidos em parafina e corados com hematoxilina e eosina.

O microestadiamento do MC foi realizado apds uma bidpsia excisional do tumor
primdrio, com avaliacio dos espessuras de Breslow e dos niveis de Clark. Foram
considerados portadores de tumor Breslow I, os pacientes com tumor menor ou igual a
0,75mm de espessura, portadores de tumor Breslow II, os pacientes com tumor com 0,76 a
1,5mm de espessura, portadores de tumor Breslow III, os pacientes com tumor com 1,51 a
4mm de espessura e, portadores de tumor Breslow IV, os pacientes com tumor maior ou
igual a 4mm de espessura (BRESLOW, 1975). Foram considerados portadores de tumor do
nivel I de Clark, os pacientes cujas células tumorais estiveram confinadas a epiderme,
portadores de tumor do nivel II de Clark, os pacientes cujo tumor invadiu a derme papilar
atravessando a membrana basal, portadores de tumor do nivel III de Clark, os pacientes
cujo tumor preencheu a derme papilar e estendeu-se entre a derme papilar, portadores de
tumores do nivel IV de Clark, os pacientes cujo tumor invadiu a derme reticular e
portadores de tumores do nivel V de Clark, os pacientes cujo tumor invadiu o tecido
subcutaneo (CLARK et al., 1969)

A exposicdo solar a que pacientes foram submetidos foi determinada por meio da
observacao de elastose solar no local da lesdo cutianea. A elastose solar foi avaliada em

tecido normal adjacente ao tumor em laminas contendo cortes de pele com o tumor coradas
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com hematoxilina e eosina. Foi classificada como de grau zero, quando ndo foram
observadas alteragcdes nas fibras eldsticas (ndo visivel), de grau I, quando foram observadas
fibras eldsticas visiveis com caracteristicas acidoéfilas, de grau II, quando foram observadas
fibras eldsticas basoéfilas em pequeno ndmero, de grau I1I, quando foram observadas fibras
elasticas basofilas em grande nimero e, de grau IV, quando foram observadas fibras
elasticas basofilas em grande ndmero e esgarcadas formando elastoma de Dubreuilh
(THOMAS et al., 2010).

O processamento do material e as andlises foram realizados nos Laboratérios de
Anatomia Patolégica do Hospital de Clinicas da UNICAMP e do Hospital do Cancer A. C.
Camargo, sob as supervisdes da Profa. Dra. Maria Leticia Cintra e do Prof. Dr. José
Vassallo, respectivamente.

O estagio TNM do tumor foi obtido com base nos achados histopatolégicos da peca
cirtrgica e os resultados da radiografia do térax, da dosagem da desidrogenase latica (LDH)
e fosfatase alcalina e da ultrassonografia ou tomografia computadorizada de abdome e
pelve, por pesquisador envolvido no estudo (Dr. José Augusto Rinck Jr), de acordo com os

critérios estabelecidos pelo American Joint Commitee on Cancer (AJCC) (Anexos 2 e 3).

2.2. Expressao da proteina mdm?2

A avaliacdo da expressdo da proteina mdm2 em células do MC foi realizada por
método imunoistoquimico, com a utilizacdo de polimeros que se ligam ao anticorpo
primdrio com maior afinidade, evitando o problema de coloragdes nao-especificas.

Foi realizada, inicialmente, a silanizacdo de laminas de vidro para a retirada de
gordura e outros residuos. Para tal, elas foram lavadas em dgua corrente e permaneceram

em dalcool absoluto durante toda a noite. A seguir, foram colocadas em acetona pura durante
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um minuto, em acetona com silano durante trés minutos, em acetona pura durante um
minuto e, a seguir, em estufa a 110°C para secagem.

Os cortes histolégicos foram obtidos de tecido tumoral incluido em parafina com a
utilizacdo de um micrétomo (Leica, Werzlar, Hessen, Alemanha). A seguir, foram
transferidos para um banho-maria a 60°C para estiramento dos cortes de parafina, e foram
colocados em laminas de vidro silanizadas anteriormente.

As laminas com os cortes de fragmentos tumorais incluidos em parafina foram
colocadas em xilol aquecido em estufa a 110°C durante 15 segundos para a retirada da
parafina. A seguir, o material foi submetido a lavagem durante 15 segundos em xilol a
temperatura ambiente (TA), a hidratacdo em dlcool 80% e dlcool 50% durante 15 segundos
cada e a lavagem em dgua corrente durante cinco minutos.

Posteriormente, o material foi submetido a trés lavagens em 4gua oxigenada 10%
durante trés minutos para o bloqueio da peroxidase endégena.

A seguir, foi realizada a recuperacdo antigénica. Tal procedimento visou romper as
possiveis ligacOes entre os grupos aminos dos aminodcidos de proteinas do tecido cutaneo,
com a consequente formacdo de pontes de metileno, por acdo do formol utilizado para a
fixacdo do material. Estas pontes poderiam bloquear o acesso dos anticorpos aos
respectivos antigenos do tumor, mascarando-os. Para tal, as laminas com o material fixado
foram incubadas em uma panela a vapor a 95°C, com tampao citrato 10mM pH 6,0, durante
30 minutos. A seguir, foram resfriadas a temperatura ambiente durante 20 minutos, e
incubadas em leite desnatado Molico® diluido em agua destilada (5%) por 30 minutos para
o bloqueio de reacdes inespecificas. Posteriormente foram lavadas em &4gua corrente
durante cinco minutos e colocadas em solu¢do tampdo salina fosfato (PBS) onde

permaneceram até o inicio dos procedimentos inerentes as reagdes imunoistoquimicas.
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Para as reacdes imunoistoquimicas, o material recebeu 100ul do anticorpo primdrio
especifico Mouse Monoclonal Antibody MDM?2 protein (Novocastra™, Newcastle, UK),
(diluido 1:50) e ficou incubado em camara imida com dgua a 37°C durante 30 minutos.
Permaneceu em geladeira a 4°C durante toda a noite.

No dia seguinte, as laminas com o material fixado foram retiradas da geladeira e
foram submetidas a trés lavagens em tampao PBS em temperatura ambiente durante cinco
minutos. A seguir, receberam a solu¢do de bloqueio do anticorpo primdrio e ativador da
penetracio do polimero (Novolink Post Primary Block - Novocastra™™, Newcastle, UK),
que ficou incubado por 30 minutos em TA e seguida de duas lavagens com PBS.

Foi adicionado o sistema de deteccdo para a reacdo um kit com polimero de
peroxidase (Novolink Polymer Detection System - Novocastra ", Newcastle, UK) que
reconhece imunoglobulinas e detecta quaisquer anticorpos primdrios ligados ao tecido
cutaneo que ficou incubado por 30 minutos e posteriormente lavadas com PBS. Apés a
secagem das laminas foi adicionado o substrato cromégeno 3,3-diaminobenzidina (DAB)
(Novolink DAB Chromogen - Novocastra™, Newcastle, UK) que a reacdo com a
peroxidase produz um precipitado de coloracdo castanha.

As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Mayer durante 30 segundos.
A seguir, foram lavadas com dgua amoniacal (1%) e desidratadas em dlcool e xilol, apds
esses procedimentos, receberam uma laminula que foi fixada ao corte histolégico com
balsamo do Canada.

As analises do material foram realizadas considerando, inicialmente, a intensidade
da expressdo da proteina mdm2 em células tumorais, tendo o grau zero sido usado para a
falta de expressdao proteica, o grau 1 para expressdo discreta, o grau 2 para expressao
moderada e o grau 3 para expressao acentuada.
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A seguir, foram avaliadas as porcentagens de células com expressdo da proteina
mdm?2, tendo sido usado o grau zero para a auséncia de células com expressdo da proteina,
o grau 1 para menos do que 10% de células com expressdo da proteina, o grau 2 para 11 a
40% de células com expressdo da proteina, o grau 3 para 41 a 70% de células com
expressao da proteina e o grau 4 para mais que 70% de células com expressdo da proteina.
A somatdria dos graus das duas varidveis (intensidade e porcentagem de células com
expressdo da proteina) foi classificada em escore final de expressdao da proteina mdm2,
variando de 0 a 7, foram considerados negativos valores de 0 a 3, e positivos valores acima
de 4, conforme descricdo prévia (MOREIRA et al., 2010).

Os procedimentos técnicos e as andlises foram realizados no Laboratério de
Investigacdo em Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, pelo Dr.

Paulo Latuf Filho e pelo Prof. Dr. José Vassallo, respectivamente.

3. Anadlise molecular dos genes P53, MDM2, BCL2 e BAX

3.1 Extracido de DNA a partir de leucdcitos

O método utilizado para a extracdo do DNA foi o descrito por WOODHEAD et al.,

(1986), com modificacoes.

De forma sucinta, foram colhidos 4ml de sangue periférico de cada paciente e
controle, em frasco estéril com anticoagulante dcido etilenodiaminotetracético (EDTA). A
amostra foi centrifugada a 1300 rota¢des por minuto (rpm) por dez minutos. Apds o
descarte do plasma, 500ul dos eritrécitos foram lisados em um tubo conico de 1,5ml com
uma mistura de sacarose 320mM, Tris HCI 10mM pH 7,5, MgCl, SmM e Triton X-100 1%.

A seguir, o concentrado de células obtido foi ressuspenso em uma mistura de Tris HC1 pH
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7,5, EDTA 10mM, NaCl 10mM e dodecil sulfato sédio (SDS) 20%, compondo um tampao
de digestdo de proteinas, juntamente com a proteinase K 20mg/ml e incubado em banho-
maria a 55°C por duas horas. Em seguida, foram adicionados 200ul de cloreto de litio e
incubado ao freezer a -20°C durante 15 minutos. Apds, foi retirado do freezer e
centrifugado por dez minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante foi transferido para outro tubo
conico de 1,5ml. A seguir, o DNA obtido foi precipitado em etanol absoluto, re-hidratado

em dlcool 70% e diluido em dgua estéril a 37°C.

3.2. Identificacdo do polimorfismo Arg72Pro do gene P53

A amplificacdo de parte do éxon 4 do gene P53 foi realizada por meio da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). A reacdo da PCR consistiu de 38ul de dgua estéril, Sul de
tampao (100mM de TRIS HCI, pH 8,8; 5S00mM de KCl), 1,5ul de MgCl, (25mM MgCl,),
1ul da mistura desoxirribonucléica 10mM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5ul (0,1mM) dos
iniciadores  direto  (5'-CACCCATCTACAGTCCCCCTTGC-3) e reverso (5'-
CTCAGGGCAACTGACC-GTGCAAG-3") (HONMA et al., 2008) e 2,5U de Tag DNA
polimerase (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) e aproximadamente 100ng de DNA em
um volume final de 50ul.

A reagdo compreendeu 35 ciclos de incubagdo a 94°C (60 segundos), a 60°C
(60 segundos), a 72°C (60 segundos) e 72°C (5 minutos) para a extensdo final. Apds a
reacdo foi obtido um fragmento de 318 pares de bases (pb) do gene P53.

Os gendtipos distintos do polimorfismo foram avaliados por meio da digestdo

enzimatica dos fragmentos amplificados, com a utilizagdo de 10ul do produto da PCR,

3,0ul de dgua estéril, 1,5ul de tampao e 5U da enzima BsfUI (Bsh 12361) (MBI Fermentas,
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Vilnius, Lithuania). A reacdo foi incubada em banho seco, a 37°C, por 16 horas. Os
produtos da reacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 3% com brometo
de etidio, para visualizacio dos fragmentos sob luz UV. Fragmentos de 318pb
correspondeu ao alelo variante Pro e fragmentos de 182 e 136pb corresponderam ao alelo

selvagem Arg. Controles positivos e negativos foram utilizados em todas as reagdes.

3.3. Identificacao do polimorfismo T309G do gene MDM?2

Parte do promotor do gene MDM?2 foi amplificado por meio da PCR. A reacdo da
PCR consistiu de 39ul de dgua estéril, Sul de tampao (100mM de TRIS HCI, pH 8.8;
500mM de KCI), 2,5ul de MgCl, (25mM), 1pl da mistura desoxirribonucléico 10mM
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5ul (0,ImM) dos iniciadores direto (5'-
CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT-3") e indireto (5-AGCAAGTCGGTGCTTACCTG-3')
(SUN et al., 2009) e 2,5U da enzima Tag DNA polimerase (MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania) e aproximadamente 100ng de DNA em um volume final de 50ul.

A reagdo compreendeu 35 ciclos de incubagdo a 94°C (30 segundos), a 59°C
(30 segundos), a 72°C (30 segundos) e 72°C (10 minutos) para a extensao final. Apds a
reacdo foi obtido um fragmento de 352pb do promotor do gene MDM?2.

Os gendtipos distintos do polimorfismo foram avaliados por meio da digestdo
enzimatica dos fragmentos amplificados, com a utilizagdo de 10ul do produto da PCR,
2,3ul de agua estéril, 1,5ul de tampao, 0,2ul de BSA e 10U da enzima Mspall (New
England BioLabs, Massachusetts, Estados Unidos). A rea¢ado foi incubada em banho seco, a
37°C por 16 horas. Os produtos da reacdo foram analisados por eletroforese em gel de

agarose a 2% com brometo de etidio, para visualizacdo dos fragmentos sob luz UV.
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Fragmentos de 233 e 88pb corresponderam ao alelo selvagem T e fragmentos de 187 e
88pb corresponderam ao alelo variante G. Controles positivos e negativos foram utilizados

em todas as reacdes.

3.4. Identificacdo do polimorfismo C(-938)A do gene BCL2

Parte do promotor do gene BCL2 foi amplificada por meio da PCR. A reacdo da
PCR consistiu de 38ul de dgua estéril, Sul de tampao (100mM de TRIS HCI, pH 8.8;
500mM de KCI), 2,5ul de MgCl, (25mM), 1ul da mistura desoxirribonucléica 10mM
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5ul (0,ImM) dos iniciadores direto (5'-
GCATTTGCTGTTCGGAGTTT-3") e indireto (5-AAGTCCTGTGATGTTTTCCCC-3')
(HIRATA et al., 2009a) e 2,5U da enzima Tag DNA polimerase (MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania) e aproximadamente 100ng de DNA em um volume final de 50ul.

A reacdo compreendeu 34 ciclos de incubacdo a 94°C (45 segundos), a 56,5°C
(45 segundos), a 72°C (45 segundos) e 72°C (5 minutos) para a extensdo final. Apds a
reacdo foi obtido um fragmento de 188pb do promotor do gene BCL2.

Os gendtipos distintos do polimorfismo C(-938)A foram avaliados por meio da
digestdo enzimatica dos fragmentos amplificados, com a utilizacdo de 10ul do produto da
PCR, 3,0ul 4gua estéril, 1,5ul de tampao, 0,2ul. de BSA e 3,5U da enzima Bccl (New
England BioLabs, Massachusetts, Estados Unidos). A rea¢do foi incubada em banho seco, a
37°C, por 16 horas. Os produtos da reacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2% com brometo de etidio, para visualizacdo dos fragmentos sob luz UV.

Fragmentos de 114 e 74pb corresponderam ao alelo selvagem A e fragmentos de 188pb
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correspondeu ao alelo variante C. Controles positivos e negativos foram utilizados em todas

as reagoes.

3.5 Identificacdo do polimorfismo G(-248)A do gene BAX

Parte da regido 5’ ndo traduzida do gene BAX foi amplificada por meio da PCR. A
reacdo da PCR consistiu de 38ul de dgua estéril, Sul de tampao (100mM de TRIS HCI, pH
8,8; 500mM de KCl), 2,5ul de MgCl, (25mM), 1ul da mistura desoxirribonucléica 10mM
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5ul (0,ImM) dos iniciadores direto (5'-
TTAGAGACAAGCCTGG-GCGT-3") e indireto (5'-CAATGAGCATCTCCCGATAA-3")
(STARCZYNSKI et al., 2005) e 2,5U da enzima Taqg DNA polimerase (MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania) e aproximadamente 100ng de DNA em um volume final de 50pl.

A reagdo compreendeu 35 ciclos de incubagdo a 94°C (30 segundos), a 63°C
(30 segundos), a 72°C (30 segundos) e 72°C (5 minutos) para a extensdo final. Apds a
reacdo foi obtido um fragmento de 280pb do promotor do gene BAX.

Os genodtipos distintos do polimorfismo G(-248)A foram avaliados por meio da
digestdo enzimatica dos fragmentos amplificados, com a utilizacdo de 10ul do produto da
PCR, 3ul dgua estéril, 1,5ul de tampao e 3U da enzima Frnud4HI (Satl) (MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania). A reacdo foi incubada em banho seco, a 55°C, por quatro horas. Os
produtos da reagdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 3% com brometo
de etidio, para visualizacdo dos fragmentos sob luz UV. Fragmentos de 234 e 46pb
corresponderam ao alelo selvagem G e fragmentos de 280pb correspondeu ao alelo variante

A. Controles positivos e negativos foram utilizados em todas as reagoes.
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3. Aspectos éticos

O estudo molecular foi realizado em amostras de sangue periférico obtidas por
ocasido da pun¢do venosa realizada para a coleta de exames necessdrios ao diagndstico ou
acompanhamento clinico de pacientes e da doagcdo de sangue dos controles.

A radiografia de térax, a ultrassonografia, a cintilografia 6ssea foram realizadas
como exames de rotina para o estadiamento do MC e programacdo terapéutica. Os
procedimentos inerentes ao estudo foram realizados apenas apds a aprovacdo do comité de
ética em pesquisa e apds a assinatura dos termos de consentimento pelos pacientes e
controles inseridos no estudo.

Parte das amostras de DNA e dados de pacientes e controles aqui avaliadas
pertenceram a estudo prévio ji aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da UNICAMP (Registro CEP n° 424/2006). O presente projeto foi

aprovado pelo CEP (Anexo 4).

6. Analise estatistica

O teste de verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado com o intuito
de verificar se ocorreu distribuic@o preferencial de algum dos genétipos avaliados no grupo
de pacientes e controles utilizados no estudo (BEIGUELMAN, 1995).

A significancia estatistica das diferencas entre os grupos foi calculado por meio do
teste da probabilidade exata de Fisher ou qui-quadrado.

As determinacdes dos riscos de ocorréncia do MC, a que os pacientes e controles
foram submetidos, foram obtidas por meio das razdes das chances (ORs) e calculadas

considerando um intervalo de confianca de 95%. Os valores das ORs foram corrigidos por
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meio de modelos de regressdo logistica multivariada, tendo como varidvel dependente o
grupo (pacientes e controles) e como varidveis independentes a idade, o sexo, a raca e os
genotipos dos genes P53, MDM?2, BCL2 e BAX.

Para comparagdo das varidveis categéricas (expressdo da proteina por
imunoistoquimica considerando intensidade, percentual de células com expressdo proteica e
escore) em tumores de pacientes com os gendtipos distintos do polimorfismo T309G do
gene MDM? foi utilizado o teste qui-quadrado de Person ou o teste exato de Fisher.

O poder da anélise (PA) foi calculado afim de verificar o tamanho do efeito minimo
susceptivel de ser detectado em um estudo utilizando o tamanho da amostra (POCOCK et
al., 1985; HULLEY et al., 1988)

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (P<0,05).

As andlises foram realizadas com a utilizacdo dos programas estatisticos para
Windows SPSS Statistical Package for the Social Sciences versao 15.0 (SPSS
Incorporation, Chicago, IL, USA) e SAS Statistical Analysis System versao 9.1.3 (SAS

Institute Incorporation, Cary, NC, USA).
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RESULTADOS
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1. Avaliacao clinica

As distribui¢des individualizadas dos pacientes, de acordo com a idade, o sexo, a
raca estdo apresentadas no Anexo 5. As distribui¢des individualizadas dos pacientes pela
presenca de efélides, grau de elastose solar, relatos de queimaduras solar e incapacidade de

bronzear estdo apresentadas no Anexo 6.

As distribui¢des dos 150 pacientes com MC incluidos no estudo de acordo com as

caracteristicas clinicas estao apresentadas nas Tabelas 2 a 4.

Tabela 2.  Frequéncias das distribui¢cdes dos pacientes com melanoma cutaneo de acordo

com a idade, o sexo e a raca

Variavel Nimero de pacientes (%)
Idade (anos)
<59 73 (48,7)
> 59 77 (51,3)
Sexo
Masculino 75 (50,0)
Feminino 75 (50,0)
Raca
Caucasoide 138 (92,0)
Negroide 12 (8,0)

Os pacientes apresentaram idade entre 20 e 89 anos (média £ DP: 55 anos + 15,9
anos; mediana: 56 anos). Cerca de metade da casuistica foi constituida por pacientes com

idade maior do que 59 anos.
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A distribuicdo dos pacientes por sexo ndo mostrou predominio da doenca em
homens ou mulheres. J4 a distribuicdo dos pacientes por raga mostrou que a doenga ocorreu

predominantemente em caucasoides.

Tabela 3. Frequéncias das distribui¢cdes dos pacientes com melanoma cutaneo de acordo

com a cor da pele, a cor dos olhos, a cor dos cabelos e a presenca de nevos

Variavel Niimero de pacientes (%)
Cor pele
Clara 137 (91,3)
Nio clara 11 (7,4)
Nio obtida 2(1,3)
Cor olhos
Claros 28 (18,7)
Nio claros 62 (41,3)
Nao obtida 60 (40,0)
Cor cabelos
Claros 3(2,0)
Nio claros 87 (58,0)
Nao obtida 60 (40,0)
Nevos
Presenca 69 (46,0)
Auséncia 66 (44,0)
N3io obtida 15 (10,0)

A maioria dos nossos pacientes apresentou pele clara, olhos escuros e cabelos
escuros. Nao houve distribui¢do preferencial entre pacientes com ou sem nevos em nossa

amostra.
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Tabela 4. Frequéncias das distribui¢cdes dos pacientes com melanoma cutaneo de acordo
com a presenca de efélides, grau de elastose solar, relato de queimadura solar,

incapacidade de bronzear e tabagismo

Variavel Numero de pacientes (%)
Efélides

Presenca 73 (48,6)

Auséncia 56 (37,3)

Nao obtida 21 (14,0)
Elastose solar

Grau 0 26 (17,3)

Grau I+II 31 (20,7)

Grau III+1V 41 (27,3)

Naio obtida 52 (34,7)
Queimaduras solar

Sim 39 (26,0)

Nao 49 (32,7)

Naio obtida 62 (41,3)
Incapacidade de bronzear

Sim 38 (25,3)

Nao 28 (18,7)

Nao obtida 84 (56,0)
Tabagismo

Sim 47 (31,3)

Nao 89 (59,3)

Nao obtida 14 (9,4)
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Cerca de metade de nossa amostra apresentou efélides em partes do corpo.
Proporcdes similares de pacientes referiram ou negaram queimadura solar e capacidade ou
incapacidade para bronzear-se. Ainda, a maioria dos pacientes ndo tinha o héabito de fumar.

Elastose solar discreta (I+11) e avancada (graus III+IV) foram identificadas em cerca
de 20% e 30% dos pacientes que puderam ser avaliados, respectivamente.

Observamos que a elastose solar foi identificada predominantemente em pacientes
com idade maior do que 59 anos do que em pacientes mais jovens (44,9% versus 7,1%,
P=0,003) e em caucaséides do que em negréides (72,5% versus 1,0% P= 0,01). Entretanto,
foi identificada de forma similar em homens e mulheres (35,7% versus 37,8%, P= 0,10).

As distribui¢des individualizadas dos 150 controles, de acordo com a idade, o sexo e
araga estdo apresentadas no Anexo 9.

Os controles apresentaram idade média de 52 anos (DP: 7) e idade mediana de 53
anos (variacdo: 26-60 anos). Nossos controles foram pouco mais jovens do que nossos
pacientes (P= 0,03). Setenta e cinco controles foram homens. Apenas doze controles foram

negroides; os demais foram caucasoides.

2, Avaliacio do tumor

2.1. Localizacao, espessura de Breslow, indice de Clark e estagios TNM

As distribuicdes individualizadas dos 150 pacientes de acordo com a localizacao,
espessura de Breslow, indice de Clark e estigios TNM do tumor estdo apresentadas no
Anexo 7. Ja as frequéncias das distribuicdes dos 150 pacientes com MC incluidas no

estudo, de acordo com as caracteristicas do tumor, estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Frequéncias das distribuicdes dos pacientes com melanoma cutaneo de acordo

com a localizac¢do, espessuras de Breslow, indices de Clark e estdgios do tumor

Variavel Numero de pacientes (%)
Localizacao
Axial 80 (53.,3)
Extremidades 68 (45,3)
Nio obtida 2(1.4)
Clark
I+11 75 (50,0)
MI+1V+V 66 (44,0)
Nio obtida 9(6,0)
Breslow
<1,5mm 47 (31,3)
> 1,5 mm 96 (64,0)
Nio obtida 74,7
Estagios TNM
O+1+11 111 (74,0)
m+1v 36 (24,0)
Naio obtida 32,0

Proporcdes similares de nossos pacientes apresentaram o tumor axial e em
extremidades e até a derme papilar e além dela. Cerca de dois ter¢os dos nossos pacientes
apresentaram tumores com espessura maior do que 1,5mm. Em contrate, a maioria dos
nossos pacientes apresentaram tumores localizados.

Também observamos que a elastose solar foi mais comum em pacientes com

tumores axiais do que em pacientes com tumores periféricos (49,0% versus 23,5%,
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P= 0,03). Frequéncias similares de elastose solar foram observadas em pacientes com

tumores de distintas espessuras de Breslow, niveis de Clark e estigios TNM.

3. Analises do gene P53

3.1. Polimorfismo Arg72Pro em pacientes e controles

As distribui¢des individualizadas dos pacientes com MC e controles, de acordo com
os gendtipos do gene P53, estdo apresentadas nos Anexos 8 e 9.

Os grupos de pacientes e de controles estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg
(*= 2,49; P= 0,11 e y*= 0,01; P= 0,92) para o lécus do gene P53, respectivamente,
sugerindo que nao houve distribuicdo preferencial de algum dos gendtipos avaliados no
grupo de pacientes e controles utilizados no estudo.

Os genétipos do polimorfismo P53 Arg72Pro em pacientes e controles estdo

apresentados na Figura 3.

As frequéncias dos genétipos do polimorfismo Arg72Pro do gene P53 em pacientes

e controles estdo apresentadas na Tabela 6.
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Figura 3.

Produtos da digestdo enzimdtica com a enzima Bsh 1236l para detec¢do dos
gendtipos do polimorfismo Arg72Pro do gene P53 em pacientes com
melanoma cutdneo e controles. Gel de agarose 3% corado com brometo de
etideo. Fragmentos de 182 e 136 pares de bases (pb) correspondem ao alelo
selvagem Arg. Fragmento de 318 pb corresponde ao alelo variante Pro. O
marcador do tamanho do DNA de 100pb estd apresentado na coluna 1. Nas
colunas 2, 3 e 6 estdo apresentados os resultados de individuos com o genétipo
homozigoto selvagem ArgArg. Nas colunas 4, 5 e 8 estdo apresentados 0s
resultados de individuos com o gendétipo heterozigoto ArgPro. Individuo com o

gendtipo homozigoto variante ProPro estd apresentado na coluna 7
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Tabela 6. Frequéncias dos genétipos do polimorfismo Arg72Pro do gene P53 em

pacientes com melanoma cutineo e em controles

Polimorfismo Pacientes Controles

Valorde P OR* (IC95%) PA
Arg72Pro n (%) n (%)
ArgArg 88 (58,7) 67 (44,7) 0,01 1,86 (1,13-3,06) 76%
ArgPro 49 (32,7) 67 (44,7) 0,74 0,86 (0,37-2,03) 10%
ProPro 13 (8,6) 16 (10,6) Referéncia
ArgArg+ArgPro 137 (91,4) 134 (89,4) 0,59 1,24 (0,56-2,73) 8%
ProPro 13 (8,6) 16 (10,6) Referéncia
ArgArg 88 (58,7) 67 (44,7) 0,01 1,79 (1,12-2,85) 71%
ArgPro+ProPro 62 (41,3) 83 (55,3) Referéncia

n: ndmero de casos; ArgArg: gendtipo homozigoto selvagem; ArgPro: gendtipo heterozigoto;
ProPro: genétipo homozigoto variante; OR: razdo das chances; IC: intervalo de confianca; *OR:

ajustada por idade, sexo e raga; PA: poder da andlise

Observamos que a frequéncia do genotipo homozigoto selvagem ArgArg (58,7%
versus 44,7%, P= 0,01; PA: 76%) foi maior em pacientes do que em controles. Individuos
com esse genotipo estiveram sob risco de 1,86 vezes maior de ocorréncia do MC do que os

individuos com os demais genotipos.

3.2. Polimorfismo Arg72Pro e aspectos clinicos

As frequéncias do polimorfismo Arg72Pro do gene P53 em pacientes estratificados

pelos aspectos clinicos estdo apresentadas nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 7. Frequéncias dos gendtipos do polimorfismo Arg72Pro do gene P53 em
pacientes com melanoma cutineo estratificados por idade, sexo e raga
Polimorfismo P53 Arg72Pro
ArgArg ProPro+ArgPro Valor ArgArg+ArgPro ProPro Valor
Variavel N
(%) (%) P (%) (%) P
Idade (anos)
<59 73 45(61,6) 28 (38,4) 0,65 68 (93,1) 56,9 0,68
> 59 77 43 (55,8) 34 (44,2) 69 (89,6) 8 (10,4)
Sexo
Maculino 75 48 (64,0) 27 (36,0) 0,18 66 (88,0) 9(12,0) 0,15
Feminino 75 40 (53,3) 35 (46,7) 71 (94,7) 4(5,3)
Raca
Caucasiano 138 83 (60,1) 55 (39,9) 0,24 127 (92,0) 11 (8,0) 0,26
Negréide 12 5(41,7) 7(58,3) 10 (83,3) 2 (16,7)

N: nimero de casos; ArgArg: genétipo homozigoto selvagem; ArgPro: gendtipo heterozigoto;

ProPro: gendtipo homozigoto variante

Nao observamos diferencas entre as frequéncias dos genétipos isolados e

combinados do polimorfismo P53 Arg72Pro em pacientes com MC estratificados por

idade, sexo e raga.
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Tabela 8. Frequéncias dos genétipos do polimorfismo P53 Arg72Pro em pacientes
com melanoma cutaneo estratificados por caracteristicas da pele, olhos e

cabelos e tabagismo

Polimorfismo P53 Arg72Pro

ArgArg ProPro+ArgPro Valor ArgArg+ArgPro ProPro Valor

Variavel N (%) (%) P (%) (%) P
Pele
Clara 137 83 (60,6) 54 (39.,4) 0,35 128 (93,4) 9(6,6) 099
Nio clara 11 4 (36,4) 7 (63,7) 8 (72,7) 3(27,3)
Olhos
Claros 28 14 (50,0) 14 (50,0) 0,15 26 (92,8) 2(7,2) 0,85
Nio claros 62 39 (62,9) 23 (37,1) 57 (91,9) 5(@8,1)
Cabelos
Claros 3 2 (66,7) 1(33,3) 0,75 2 (66,7) 13333 0,13
Nio claros 87 50 (57.5) 37 (42,5) 79 (90,8) 8(9,2)
Efélides
Sim 73 42 (57.,5) 31 (42,5) 0,70 69 (94,5) 4(5,5 037
Nio 56 34 (60,7) 22 (39,3) 50 (89,3) 6 (10,7)
Nevos
Sim 69 40 (58,0) 29 (42,0) 0,96 65 (94,2) 458 0,24
Nio 66 38 (57.,6) 28 (42,4) 58 (87,9) 8 (12,1)
Elastose solar
Auséncia 26 17 (65.4) 9 (34,6) 0,73 24 (92,3) 2(1,7) 0,88
Presenca 72 44 (61,1) 28 (38,9) 66 (91,7) 6 (8,3)
Queimadura
Sim 39 25 (64,1) 14 (35,9) 0,51 36 (92,3) 37,7 099
Nio 49 27 (55,1) 22 (44.9) 45 (91,8) 4(8,2)
Bronzear
Sim 38 28 (73,7) 10 (23,3) 0,15 37 (97.4) 1(2,6) 045
Nio 28 15 (53,6) 13 (46,4) 26 (92,8) 2(7,2)
Tabagismo
Sim 47 30 (63,8) 17 (36,2) 0,67 39 (83,0) 8 (17,00 0,06
Nao 89 50 (56,1) 39 (43,9) 85 (95.,5) 44,5

N: nimero de casos; ArgArg: gendtipo homozigoto selvagem; ArgPro: gendtipo heterozigoto;

ProPro: gendtipo homozigoto variante
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Frequéncias similares dos gendtipos isolados e combinados do polimorfismo
P53 Arg72Pro foram também observadas em pacientes com MC estratificados por cor da
pele, olhos e cabelos, presenga ou auséncia de efélides, nevos e elastose solar, antecedente

de queimadura, capacidade de bronzear-se e hdbito de fumar.

3.3. Polimorfismo Arg72Pro e aspectos do tumor

As frequéncias do polimorfismo Arg72Pro do gene P53 em pacientes estratificados

por aspectos do tumor estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Frequéncias dos genétipos do polimorfismo Arg72Pro do gene P53 em

pacientes com melanoma cutaneo estratificados por aspectos do tumor

Polimorfismo P53 Arg72Pro

ArgArg ProPro+ArgPro Valor ArgArg+ArgPro ProPro Valor

Variavel N
(%) (%) P (%) (%) P
Localizacao
Axial 80 51 (63,7) 29 (36,3) 0,35 76 (95,0) 4(50) 0,07
Membros 68 36 (52,9) 32 (47,1) 59 (86,7) 9 (13,3)
Breslow
> 1,5mm 66 39 (59,1) 27 (40,9) 0,76 62 (93,9) 4 (6,1) 0,27
<1,5mm 75 43 (57.3) 32 (42,7) 67 (89,3) 8 (10,7)
Clark
I+11 47 26 (55,3) 21 (44,7) 0,67 40 (85,1) 7(14,9) 0,08
+1V+V 96 58 (60,4) 38 (39,6) 90 (93,7) 6 (6,3)
Estagios
TNM
O+I+II 111 68 (61,3) 43 (38,7) 0,41 102 (91,9) 9(8,1) 0,87
1I+1V 36 19(52,8) 17 (47,2) 32 (88,9) 4 (11,1)

N: nimero de casos; ArgArg: genétipo homozigoto selvagem; ArgPro: gendtipo heterozigoto;

ProPro: gendtipo homozigoto variante
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Frequéncias similares dos genétipos isolados e combinados do polimorfismo P53

Arg72Pro foram observadas em pacientes com MC estratificados por aspectos do tumor.

4. Analises do gene MDM?2

4.1. Polimorfismo T309G em pacientes e controles

As distribuicdes individualizadas dos pacientes com MC e controles de acordo com
os gendtipos do gene MDM? estdo apresentadas nos Anexos 8 € 9.
Os grupos de pacientes e de controles estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg
(= 0,49; P= 0,48 ¢ x*= 0,001; P= 0,97) para o lécus do gene MDM?2, respectivamente,
sugerindo que nao houve distribui¢do preferencial de algum dos gendtipos avaliados no
grupo de pacientes e controles utilizados no estudo.
Os gendtipos do polimorfismo MDM2 T309G em pacientes e controles estdo
apresentados na Figura 4.
As frequéncias do polimorfismo MDM?2 T309G em pacientes e controles estdo

apresentadas na Tabela 10.
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<«—233pb
«+— 187pb

Figura 4. Produtos da digestdo enzimdtica com a enzima Mspall para detec¢do dos
genotipos do polimorfismo T309G do gene MDM2 em pacientes com
melanoma cutaneo e controles. Gel de agarose 3% corado com brometo de
etideo. Fragmentos de 233 e 187 pares de bases (pb) correspondem ao alelo
selvagem T. Fragmentos de 187 e 88pb correspondem ao alelo variante G. O
marcador do tamanho do DNA de 50pb, estd apresentado na coluna 1. Nas
colunas 2, 3, 4 e 7 estdo apresentados resultados de individuos com o genoétipo
heterozigoto TG. Nas colunas 5 e 6 estdo apresentados individuos com o
gendtipo homozigoto selvagem TT e na coluna 8 individuo com o gendtipo

homozigoto variante GG
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Tabela 10. Frequéncias dos genétipos do polimorfismo T309G do gene MDM?2 em

pacientes com melanoma cutineo e em controles

Polimorfismo Pacientes Controles

Valorde P OR* (IC95%) PA
T309G n (%) n (%)
TT 55 (36,6) 58 (38,7) Referéncia
TG 75 (50,0) 71 (47,3) 0,63 1,13 (0,69-1,86) 8%
GG 20 (13,4) 21 (14,0) 0,82 0,92 (0,44-1,89) 4%
TT 55 (36,6) 58 (38,7) Referéncia
TG+GG 95 (63,4) 92 (61,3) 0,78 1,07 (0,66-1,72) 5%
TT+TG 130 (86,6) 129 (86,0) Referéncia
GG 20 (13,4) 21 (14,0) 0,65 0,85 (0,44-1,66) 7%

n: ndmero de casos; TT: gendtipo homozigoto selvagem; TG: gendtipo heterozigoto; GG gendtipo

homozigoto variante; OR: razdo das chances; IC: intervalo de confianca; *OR: ajustada por idade,

sexo e raca; PA: poder da analise

Frequéncias similares dos genétipos isolados e combinados do polimorfismo MDM?2

T309G foram observadas em pacientes e controles.

4.2.  Polimorfismo T309G e aspectos clinicos

As frequéncias do polimorfismo MDM?2 T309G em pacientes estratificados pelos

aspectos clinicos estdo apresentadas nas Tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 Frequéncias dos gendtipos do polimorfismo T309G do gene MDM?2 em

pacientes com melanoma cutineo estratificados por idade, sexo e raga

Polimorfismo MDM?2 T309G

GG+TG Valor TT+TG Valor
Variavel N TT (%) GG (%)
(%) P (%) P

Idade (anos)

<59 73 28 (38,3) 45 (61,7) 0,63 66 (90,0))  7(10,0) 0,18

> 59 77 27(35,0)  50(65,0) 64 (83,1) 13 (16,9)
Sexo

Masculino 75 27(36,0) 48 (64,0) 0,95 67 (89,3)  8(10,7) 0,30

Feminino 75 28(37.3)  47(62,7) 63 (84,0) 12 (16,0)
Raca

Caucas6ide 138 48 (34,8) 90 (65,2) 0,11  120(86,9) 18 (13,1) 0,83

Negréide 12 7 (58,3) 5(41,7) 10(83.3)  2(16,7)

N: nimero de casos; TT: gendtipo homozigoto selvagem; TG: genétipo heterozigoto; GG: gendtipo

homozigoto variante

Frequéncias similares dos gendtipos do polimorfismo MDM?2 T309G foram

observadas em pacientes estratificados por idade, sexo e raga.
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Tabela 12. Frequéncias dos gendtipos do polimorfismo T309G do gene MDM?2 em
pacientes com melanoma cutineo estratificados por caracteristicas da pele,

olhos e cabelos e tabagismo

Polimorfismo MDM?2 T309G

Varidvel N TT(%) G((},;; ?G Valor TT%T)G GG (%) VA
Pele
Clara 137 48 (35,0) 89 (65,0) 0,86 119 (86,8) 18 (13,2) 0,85
Nao clara 11 6 (54,5) 5 (45,5) 9 (81,8) 2 (18,2)
Olhos
Claros 28 12(42,8)  16(57,2) 0,17 25(89,3)  3(10,7) 0,81
Nio claros 62  20(322) 42(67.8) 53(85,5)  9(14,5)
Cabelos
Claros 3 2 (66,7) 1(33,3) 0,25 2 (66,7) 1(33,3) 0,38
Nao claros 87 30 (34,5) 57 (65,5) 75 (86,2) 12 (13,8)
Efélides
Sim 73 21(28,8) 52(71,2) 0,19 63(86,3) 10 (13,7) 0,76
Nio 56 25(44,6)  31(554) 50(89,3)  6(10,7)
Nevos
Sim 69 23 (33,3) 46 (66,7) 0,79 55 (79,7) 14 (20,3) 0,01
Nao 66 23 (34,8) 43 (65,2) 62 (93,9) 4(6,1)
Exposicao solar
Auséncia 26 13(50,00  13(50,0) 0,47 2596,1)  1(3,9) 0,10
Presenca 72 26(36,1) 46 (63,9) 62 (86,1) 10 (13,9)
Queimadura
Sim 39 161,00 23(59,0) 021 3(7,7)  36(92,3) 0,15
Nio 49 15(30,6)  34(69,4) 10 (20,4) 39 (79,6)
Bronzear
Sim 38 10 (26,3) 28 (73,7) 0,16 33 (86,8) 5(13,2) 0,77
Nio 28 12(42,8)  16(57,2) 24 (85,7)  4(14,3)
Tabagismo
Sim 47 15(31,9) 32(68,1) 049  39(83,0)  8(17,0) 0,28
Nio 89  32(359) 57 (64,1) 78 (87,6) 11 (12,4)

N: nimero de casos; TT: genétipo homozigoto selvagem; TG: genétipo heterozigoto; GG: gendtipo

homozigoto variante
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Frequéncias similares dos genétipos isolados e combinados do polimorfismo MDM?2
T309G foram observadas em pacientes estratificados por caracteristicas da pele, olhos e
cabelos e tabagismo. Apenas a frequéncia do gen6tipo homozigoto variante GG foi maior
em pacientes com a presenca de nevos melanociticos do que em pacientes sem nevos

melanociticos.

4.3. Polimorfismo T309G e aspectos do tumor

As frequéncias do polimorfismo MDM?2 T309G em pacientes estratificados por

aspectos do tumor estdo apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13. Frequéncias dos genétipos do polimorfismo MDM?2 T309G em pacientes com

melanoma cutineo estratificados por aspectos do tumor

Polimorfismo MDM?2 T309G

GG+TG  Valor TT+TG Valor
Variavel N TT (%) GG (%)
(%) P (%) P

Localizacao

Axial 80 29 (36,2) 51 (63,8) 0,74 69 (86,2) 11 (13,8) 0,85

Membros 68 25 (36,7) 43 (63,3) 59 (86,8) 9(13,2)
Breslow

> 1,5mm 66 43 (65,1) 23 (34,9) 0,80 59 (89,4) 7 (10,6) 0,39

<1,5mm 75 47 (62,7) 28 (37.3) 64 (853) 11 (14,6)
Clark

I+1I 47 17 (36,2) 30 (63,8) 0,87 41 (87,3) 6 (12,7) 0,79

HI+IV+V 96 36 (37,5) 60 (62,5) 83 (86,5) 13 (13.5)
Estagios TNM

O+I+II 111 40 (36,0) 71 (64,0) 0,92 96 (88,5) 15 (13,5) 0,83

MI+IV 36 15 (41,7) 21 (58,3) 31 (86,1) 5(13,9)

N: nimero de casos; TT: gen6tipo homozigoto selvagem; TG: genétipo heterozigoto; GG: gendtipo

homozigoto variante
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Nao foram observadas diferencgas significativas entre as frequéncias dos genotipos
do polimorfismo MDM?2 T309G em pacientes com MC estratificados por aspectos do

tumor.

5. Analises do gene BCL2

5.1.  Polimorfismo C(-938)A em pacientes e controles

As distribui¢des individualizadas dos pacientes com MC e controles, de acordo com
os gendtipos do gene BCL2, estdo apresentadas nos Anexos 8 € 9.

Os grupos de pacientes e de controles estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg
(*= 0,22; P= 0,66 ¢ y*= 2,06; P= 0,15) para o l6cus do gene BCL2, respectivamente,
sugerindo que niao houve distribuicdo preferencial de algum dos gendtipos avaliados no
grupo de pacientes e controles utilizados no estudo.

Os genétipos do polimorfismo BCL2 C(-938)A em pacientes e controles estdo

apresentados na Figura 5.

As frequéncias dos gendtipos do polimorfismo BCL2 C(-938)A em pacientes e

controles estdo apresentadas na Tabela 14.
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Figura 5. Produtos da digestdo enzimdtica com a enzima Bccl para detec¢do dos
gendtipos do polimorfismo C(-938)A do gene BCL2 em pacientes com MC e
controles. Gel de agarose 3% corado com brometo de etideo. Fragmentos de
114 e 74 pares de bases (pb) correspondem ao alelo selvagem C e fragmentos
de 188pb correspondem ao alelo variante A. O marcador do tamanho do DNA
de 100pb estd apresentado na coluna 1. Nas colunas 2, 6 e 7 estdo apresentados
resultados de individuos com o gendtipo homozigoto selvagem CC, nas colunas
3 e 4 estdo apresentados os resultados de individuos com o genétipo
heterozigoto CA e nas colunas 5 e 8 estdo apresentados os resultados obtidos de

individuos com o genétipo homozigoto selvagem AA
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Tabela 14. Frequéncias dos genétipos do polimorfismo BCL2 C(-938)A em pacientes

com melanoma cutianeo e em controles

Polimorfismo Pacientes Controles

Valorde P OR* (IC95%) PA
C(-938)A n (%) n (%)
CC 36 (24,0) 45 (30,0) Referéncia
CA 72 (48,0) 82 (54,7) 0,80 1,07 (0,61-1,86) 5%
AA 42 (28,0) 23 (15,3) 0,004 2,87 (1,40-5,90) 97%
CC 36 (24,0) 45 (30,0) Referéncia
CA+AA 114 (76,0) 105 (70,0) 0,23 1,37 (0,82-2,30) 23%
CC+CA 108 (72,0) 127 (84,7) Referéncia
AA 42 (28,0) 23 (15,3) 0,006 2,24 (1,25-4,00) 81%

n: ndmero de casos; CC: gendtipo homozigoto selvagem; CA: genétipo heterozigoto; AA gendtipo
homozigoto variante; OR: razdo das chances; IC: intervalo de confianca; *OR: ajustada por idade,

sexo e raca; PA: poder da analise

A frequéncia do gendtipo homozigoto variante AA foi maior em pacientes do que
em controles quando avaliados isoladamente (28,0% versus 15,3%, P= 0,004, PA: 97%).
Individuos com esse gendtipo estiveram sob risco de 2,87 vezes maior de ocorréncia da

doenca do que os individuos com os demais genotipos.

5.2. Polimorfismo C(-938)A e aspectos clinicos
As frequéncias do polimorfismo C(-938)A do gene BCL2 em pacientes e controles

estratificados pelos aspectos clinicos estdo apresentadas na Tabela 15 e 16.
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Tabela 15. Frequéncias dos genétipos do polimorfismo BCL2 C(-938)A em pacientes com

melanoma cutineo estratificados por idade, sexo e raca

Polimorfismo BCL2 C(-938)A

AA+CA Valor CC+CA Valor
Variavel N CC (%) AA (%)
(%) P (%) P

Idade (anos)

<59 73 17 (23,3) 56 (72,7) 0,79 21(28,7)  52(71,3) 0,77

> 59 77 19 (24,7) 58(75,3) 21 (27,3) 56 (72,7)
Sexo

Masculino 75 14 (18,6) 61 (81,4) 0,13 21 (28,0) 54 (72,0) 0,99

Feminino 75 22 (29,3) 53 (70,7) 21 (28,0) 54 (72,0)
Raca

Caucasoide 138 32 (23,1) 106 (76,9) 0,49 102 (73,9) 36 (26,1) 0,08

Negréide 12 4 (33,3) 8 (66,7) 6 (50,0) 6 (50,0)

N: nimero de casos; CC: genétipo homozigoto selvagem; CA: gendtipo heterozigoto; AA: gendtipo

homozigoto variante

Frequéncias similares dos gendtipos do polimorfismo BCL2 C(-938)A foram

observadas em pacientes estratificados por idade, sexo e raga.

93



Tabela 16. Frequéncias dos gen6tipos do polimorfismo BCL2 C(-938)A em pacientes com

melanoma cutaneo estratificados por caracteristicas da pele, olhos e cabelos e

tabagismo
Polimorfismo BCL2 C(-938)A
Varidvel N CC(%) A}(‘;}?A Valor C((:,;;(;A AA (%) VA
Pele
Clara 137 32 (23,3) 105 (76,6) 0,66 100 (73,0) 37 (27,0) 0,82
Nao clara 11 4 (36,4) 7 (63,6) 6 (54,5) 5 (45,5)
Olhos
Claros 28 5(17,8)  23(82,2) 0,91 19(67,8)  9(32,2) 0,47
Nio claros 62 15(242) 47 (75.8) 45(72,6) 17 (27.4)
Cabelos
Claros 3 1(33,3) 2 (66,7) 0,70 2 (66,7) 1(33,3) 0,82
Nao claros 87 21 (24,1) 66 (75,9) 63 (72,4) 24 (27,6)
Efélides
Sim 73 20 (27.4) 53 (72,6) 0,80 51(69,9) 22 (30,1) 0,23
Nio 56 14(25,0) 42 (75,0) 42 (75,0) 14 (25,0)
Nevos
Sim 69 15 (21,7) 54 (78,3) 0,37 46 (66,7) 23 (33,3) 0,19
Nao 66 19 (28,8) 47 (71,2) 51 (77,3) 15 (22,7)
Elastose solar
Auséncia 26 10(38,5) 16 (61,5) 0,28 18(69,2)  8(30,8) 0,72
Presenca 72 18 (25,0) 54 (75,0) 55(76,4) 17 (23,6)
Queimadura
Sim 39 9(23,0) 30 (77,0) 0,81 28 (71,8) 11 (28,2) 0,96
Nio 49 11 (22,4)  38(77,6) 35(71,4) 14 (28.6)
Bronzear
Sim 38 7(18,4) 31 (81,6) 0,53 26 (68,4) 12 (31,6) 0,23
Nio 28 8(28,6)  20(71,4) 22(78,6)  6(21,4)
Tabagismo
Sim 47 11(23,4) 36(76,6) 084  35(745) 12(25,5) 0,99
Nio 89 24 (26,9) 65 (73,1) 66 (74,1) 23 (25,9)

N: nimero de casos; CC: gendtipo homozigoto selvagem; CA: gendtipo heterozigoto; AA: gendtipo

homozigoto variante
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Frequéncias similares dos genétipos do polimorfismo BCL2 C(-938)A em pacientes

estratificados por caracteristicas da pele, olhos e cabelos e tabagismo.

5.3. Polimorfismo C(-938)A e aspectos do tumor

As frequéncias do polimorfismo C(-938)A do gene BCL2 em pacientes

estratificados por aspectos anatomopatoldgico do tumor estdo apresentadas na Tabela 17.

Tabela 17. Frequéncias do polimorfismo C(-938)A do gene BCL2 em pacientes com

melanoma cutaneo estratificados por aspectos do tumor

Polimorfismo BCL2 C(-938)A

AA+CA Valor CC+CA Valor
Variavel N CC (%) AA (%)
(%) p (%) P

Localizacao

Axial 80 16 (20,0) 64 (80,0) 045  57(71,2) 23(28.8) 0,44

Membros 68 19 (27,9) 49 (72,1) 50 (73,5) 18 (26,5)
Breslow

>1,5mm 66 16 (24,2) 50 (75,8) 0,96 46 (69,7)  20(30,3) 0,43

<1,5mm 75 18 (24,0) 57 (76,0) 56 (74,6) 19 (25,4)
Clark

I+11 47 14 (29,8) 33 (70,2) 0,36 37 (78,7) 10 (21,3) 0,20

[+IV+V 96 21 (21,9) 75 (78,1) 66 (68,7) 30 (31,3)
Estagios TNM

O+I+I1 111 27 (24,3) 84 (75,7) 0,76 81 (73,0) 30 (27,0) 0,81

MI+IV 36 8(22,2) 28 (71,8) 24 (66,7) 12 (33,3)

N: nimero de casos; CC: gendtipo homozigoto selvagem; CA: gendtipo heterozigoto; AA: gendtipo

homozigoto variante
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as frequéncias do

polimorfismo C(-938)A do gene BCL2 em pacientes estratificados por aspectos do tumor.

6. Analises do gene BAX

6.1. Polimorfismo G(-248)A em pacientes e controles

As distribui¢des individualizadas dos pacientes com MC e controles, de acordo com
os gendtipos do gene BAX, estdo apresentadas nos Anexos 8 e 9.
Os grupos de pacientes e de controles estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg
(*= 1,85; P= 0,17 e x*= 2,78; P= 0,24) para o 16cus do gene BAX, respectivamente,
sugerindo que nio houve distribuicdao preferencial de algum dos gendtipos avaliados no
grupo de pacientes e controles utilizados no estudo.
Os gendtipos do polimorfismo BAX G(-248)A em pacientes e controles estdo
apresentados na Figura 6.
As frequéncias dos gendtipos do polimorfismo BAX G(-248)A em pacientes e

controles estdo apresentadas na Tabela 18.
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Figura 6. Produtos da digestdo enziméatica com a enzima Taul para detec¢do do genotipo
do polimorfismo G(-248)A do gene BAX em pacientes com melanoma cutaneo
e controles. Gel de agarose 3% corado com brometo de etideo. Fragmentos de
234 e 46 pares de bases (pb) correspondem ao alelo selvagem G e fragmentos
de 280pb correspondem ao alelo variante A. O marcador do tamanho do DNA
de 50pb estd apresentado na coluna 1. Na coluna 2 e 6 estdo apresentados
resultados de individuos com o genétipo heterozigoto GA, nas colunas 3,4 e 7
estdo apresentados os resultados de individuos com o gendtipo homozigoto
selvagem GG e nas colunas 5 e 8 estdo apresentados os resultados obtidos de

individuos com o genétipo homozigoto variante AA
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Tabela 18. Frequéncias dos gendtipos do polimorfismo BAX G(-248)A em pacientes com

melanoma cutianeo e em controles

Polimorfismo Pacientes  Controles
Valor de P OR* (IC 95 %) PA

G(-248)A n (%) n (%)

GG 120 (80,0) 114 (76,0) Referéncia

GA 30 (20,0) 35(23,3) 0,49 0,82 (0,47-1,43) 6%
AA 0(0,0) 1(0,7) 1,00 § §
GG 120 (80,0) 114 (76,0) Referéncia

GA+AA 30 (20,0) 36 (24,0)) 0,44 0,80 (0,46-1,40) 12%
GG+GA 150 (100,0) 149 (99,3) 1,00 Referéncia §
AA 0(0,0) 1(0,7) 1,00 §

n: nimero de casos; GG: gendtipo homozigoto selvagem; GA: gendtipo heterozigoto; AA gendtipo
homozigoto variante; OR: razdo das chances; IC: intervalo de confianca; *OR: ajustada por idade,

sexo e raca; PA: poder da andlise; § valor ndo calculado

Nao foram observadas diferencas nas frequéncias dos genétipos isolados ou
combinados entre pacientes e controles. Riscos similares de ocorréncia foram observados

em individuos com os distintos genotipos.

6.2. Polimorfismo G(-248)A e aspectos clinicos

As frequéncias dos gendtipos do polimorfismo G(-248)A do gene BAX em pacientes

e controles estratificados pelos aspectos clinicos estdo apresentadas na Tabela 19 e 20.
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Tabela 19. Frequéncias do polimorfismo BAX G(-248)A em pacientes com melanoma

cutaneo estratificados por idade, sexo e raga

Polimorfismo BAX G(-248)A

Variavel N GG (%) AA+GA (%) Valor de P
Idade (anos)
<59 73 58 (79,4) 15 (20,6) 0,87
> 59 77 62(80,5) 15 (19,5)
Sexo
Masculino 75 61 (81,3) 14 (18,7) 0,70
Feminino 75 59 (78,6) 16 (21,4)
Raca
Caucaséide 138 111 (80,4) 27 (19,6) 0,66
Negroide 12 9 (75,0) 3(25,0)

N: nimero de casos; GG: gendtipo homozigoto selvagem; GA: gendtipo heterozigoto; AA:
gendtipo homozigoto variante. A combinagao dos gendtipos GG+GA versus AA nao foi possivel de

ser avaliada pela auséncia de pacientes com o gendtipo homozigoto variante AA

Nao foram observadas diferencas significativas entre as frequéncias do

polimorfismo do gene BAX G(-248)A em pacientes, em relacdo a idade, ao sexo e a raca.
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Tabela 20. Frequéncias do polimorfismo BAX G(-248)A em pacientes estratificados por

caracteristicas da pele, olhos e cabelos e tabagismo

Polimorfismo BAX G(-248)A

Variavel N GG (%) AA+GA (%) Valor de P

Pele
Clara 137 26 (18,9) 111 (81,0) 0,66
Nao clara 11 3(27,3) 8 (72,7)

Olhos
Claros 28 4(14,3) 24 (85,7) 0,41
Nao claros 62 14 (22,6) 48 (77,4)

Cabelos
Claros 3 2 (66,7) 1(33,3) 0,08
Nao claros 87 17 (19,5) 70 (80,5)

Efélides
Sim 73 16 (21,9) 57 (78,1) 0,51
Nao 56 10 (17,8) 46 (82,2)

Nevos
Sim 69 56 (81,1) 13 (18,9) 0,73
Niao 66 52 (78,8) 14 (21,2)

Elastose solar
Auséncia 26 18 (69,2) 8 (30,8) 0,37
Presenca 72 60 (83,3) 12 (16,7)

Queimadura solar
Sim 39 30 (76,9) 9 (23,1) 0,68
Niao 49 39 (79,6) 10 (20,4)

Bronzear
Sim 38 32 (84,2) 6 (15,8) 0,22
Niao 28 20 (71,4) 8 (28,6)

Tabagismo
Sim 47 39 (83,0) 8 (17,0) 0,51
Nio 89 69 (77,5) 20 (22,5)

N: nimero de casos; GG: gendtipo homozigoto selvagem; GA: genétipo heterozigoto; AA:

gendtipo homozigoto variante. A combinacio dos gen6tipos GG+GA versus AA nao foi possivel de

ser avaliada pela auséncia de pacientes com o genétipo homozigoto variante AA
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as frequéncias do
polimorfismo G(-248)A do gene BAX em pacientes com MC, em relacdo aos aspectos

clinicos e habitos.

6.3. Polimorfismo G(-248)A e aspectos do tumor

As frequéncias dos geno6tipos do polimorfismo G(-248)A do gene BAX em pacientes

estratificados por aspectos anatomopatoldgico do tumor estdo apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21. Frequéncias do polimorfismo BAX G(-248)A em pacientes com melanoma

cutaneo estratificados por aspectos do tumor

Polimorfismo BAX G(-248)A

Variavel N GG (%) AA+GA (%) Valor P

Localizacao
Axial 80 66 (82,5) 14 (17,5) 0,46
Membros 68 52 (76,5) 16 (23,5)

Breslow
>1,5mm 66 55 (83,3) 11 (16,7) 0,49
<1,5mm 75 59 (78,7) 16 (21,3)

Clark
I+1I 47 36 (76,6) 11 (23,4) 0,39
+1vV+V 96 80 (83,3) 16 (16,7)

Estadiamento clinico

O+I+11 111 87 (78,4) 24 (21,6) 0,27
+1v 36 31 (86,1) 5(13,9)

N: nimero de casos; GG: gendtipo homozigoto selvagem; GA: gendtipo heterozigoto; AA:
gendtipo homozigoto variante. A combinagao dos gendtipos GG+GA versus AA nao foi possivel de

ser avaliada pela auséncia de pacientes com o genétipo homozigoto variante AA
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Nao foram observadas diferencgas significativas entre as frequéncias dos genotipos
do polimorfismo G(-248)A do gene BAX em pacientes com MC estratificados por aspectos

do tumor.

7. Combinaciao dos polimorfismos dos genes P53, MDM?2, BCL2 e BAX

As frequéncias dos genétipos dos polimorfismos génicos associados dois a dois em

pacientes e controles estdo apresentadas na Tabela 22.
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Tabela 22. Frequéncias dos gendtipos combinados dos polimorfismos P53 Arg72Pro,
MDM?2 T309G, BCL2 C(-938)A e BAX G(-248)A em pacientes com

melanoma cutianeo e em controles

Polimorfismos Pacientes  Controles

Valor de P OR* (IC 95%) PA+
Combinados n (%) n (%)
P53 + MDM?2
ArgArg+GG 15 (20,8) 15 (16,3) 0,43 1,38 (0,62-3,11)  20%
ProPro+ArgPro + TT+TG 57 (79,2) 77 (83,7)
ArgArg+ArgPro + TG+GG 85 (96,6) 85 (90,4) 0,11 3,28 (0,77-14,00) 60%
ProPro + TT 33,4 9 (9,6)
P53+BCL2
ArgArg+AA 26 (36,1) 14 (16,9) 0,002 3,43 (1,28-7,47) 99%
ProPro+ArgPro + CC+CA 46 (63,9) 74 (84,1)
ArgArg+ArgPro + AA+CA 104 (97,2) 97 (92,4) 0,11 3,14 (0,76-12,92)  50%
ProPro + CC 3(2,8) 8 (7,6)
P53 + BAX
ArgArg+AA 26 (29,5) 15 (15,3) 0,008 2,71 (1,29-5,70) 95%
ProPro+ArgPro + GG+GA 62 (70,5) 83 (84,7)
ArgArg+ArgPro + AA+GA 27 (73,0) 30 (75,0) 0,95 0,96 (0,33-2,84) <1%
ProPro + GG 10 (27,0) 10 (25,0)
MDM?2 + BCL2
GG + AA 8 (7,7) 4(3,5) 0,19 2,28 (0,65-7,96) 35%
TT+TG + CC+CA 96(92,3) 110 (96,5)
GG+TG + AA+CA 68 (88,3) 67 (77,0) 0,07 2,23 (0,92-543)  75%
TT + CC 91,7 20 (23,0)
MDM?2 + BAX
GG + AA 0 (0,0) 0 (0,0)
TT+TG + GG+GA 130 (100,0) 128 (100,0) N §
GG+TG + AA+GA 17 (28,8) 19 (47,5) 0,77 0,89 (0,40-1,98) 7%
TT + GG 42 (71,2) 41 (52,5)
BCL2 + BAX
AA + AA 0 (0,0) 0 (0,0) § §
CC+CA + GG+GA 108 (100,0) 126 (100,0)
AA+CA + AA+GA 23 (44,2) 29 (43,3) 0,94 0,97 (0,46-2,06) <1%
CC + GG 29 (55,8) 38 (56,7)

ArgArg, TT, CC GG: genétipos homozigotos selvagem; ProPro, GG, AA, AA: gendtipos
homozigotos variante para os genes P53, MDM?2, BCL2 e BAX; OR: razdo das chances; IC:

intervalo de confianga; *OR: ajustada por idade, sexo e raga; PA: poder da andlise; §: ndo calculado
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Observamos que a frequéncia do genétipo combinado P53 ArgArg e BCL2 AA foi
maior em pacientes do que em controles (36,1% versus 16,9%; P= 0,002; PA: 99%).
Individuos com os respectivos genoétipos estiveram sob risco de 3,43 vezes maior de
ocorréncia da doenca do que aqueles com os demais genotipos.

Os gendtipos combinados P53 ArgArg e BAX AA também foram maiores em
pacientes do que em controles (29,5% versus 15,3%; P= 0,008; PA: 95%). Individuos com
os respectivos gendtipos estiveram sob risco de 2,71 vezes maior de ocorréncia da doenca

do que individuos com os demais gendétipos.

7.1.  Gendétipos combinados em pacientes por aspectos clinicos e do tumor

Observamos que a frequéncia dos genétipos combinados P53 ArgArg e MDM?2 GG
foi maior em pacientes com nevos melanociticos do que em pacientes sem nevos
melanociticos (30,7% versus 7,1%; P=0,02).

Frequéncias similares das demais combinacdes de gendtipos foram observadas em

pacientes estratificados por aspectos clinicos e do tumor.

8. Expressiao da proteina mdm?2

A expressdo da proteina mdm?2 foi avaliada em 59 pacientes com MC (Figura 7).

As distribui¢des individualizadas dos pacientes de acordo com a intensidade da
expressao, percentual de células com expressao da proteina e o escore final de expressao da
proteina estdo apresentadas no Anexo 8. J4 as frequéncias dos genétipos do polimorfismo
MDM?2 T309G em pacientes estratificados por varidveis de expressdo proteica estdo

apresentadas nas Tabelas 23 a 25.
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Figura 7. Expressio da proteina mdm2 em células de melanoma cutineo por

imunoistoquimica e utilizando o anticorpo Mouse Monoclonal Antibody MDM?2 protein
(NovocastraTM) A: negativo; B: coloragdo fraca, nudcleos raros (setas); C: coloracdo
moderada na maioria dos nticleos; D: coloragdo intensa. Ampliacdo original A: 400x; B, C

e D: 640x
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Tabela 23.  Frequéncias dos genétipos do polimorfismo T309G do gene MDM?2 em
pacientes com melanoma cutaneo estratificados pela intensidade de

expressdo da proteina mdm?2

Polimorfismo MDM?2 T309G
Intensidade TG+GG TT+TG
N° TT (%) P valor GG (%) P valor

Coloracao (%) (%)

Grau 0 5 1 (20,0) 4 (80,0) Ref. 4 (80,0) 1(20,0) Ref.
Grau 1 4 0(0,0) 4 (100,0) 1,00 3(75,0) 1(25,0) 1,00
Grau 2 18 12 (66,7) 6 (33,3) 0,12 16 (88,9) 2 (11,1) 0,53
Grau 3 32 12 (37,5) 20(62,5) 0,63 27 (84,4) 5(15,6) 1,00
Grau 0 5 1(20,0) 4 (80,0) Ref. 4 (80,0) 1(20,0) Ref.

Graus 14243 54 24 (44,4)  30(55.6) 0,38 46 (85,2) 8(14,8) 0,57

Graus 0+1 9 1(12,5) 8 (87.,9) Ref. 77,8 2(222) Ref.
Graus 2+3 50 24 (48,00 26(52,0) 0,06 43 (86,00 7(14,0) 0,61

Grau 0: auséncia de coloracdo (negativo); Grau 1: intensidade fraca; Grau 2: intensidade
moderada; Grau 3: intensidade acentuada; N: ndmero de individuos; TT: gendtipo

homozigoto selvagem; TG: genotipo heterozigoto; GG: genétipo homozigoto variante

Observamos frequéncias similares quando comparamos a intensidade da marcacao
do anticorpo em células positivas para a expressdo da proteina mdm2 nos diferentes

gendtipos para os polimorfismos do gene MDM?2 T309G.
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Tabela 24.  Frequéncias dos genétipos do polimorfismo T309G do gene MDM?2 em

pacientes com melanoma cutaneo estratificados pela porcentagem das

células que expressam a proteina mdm?2

Polimorfismo MDM?2 T309G
TG+GG TT+TG
Porcentagem N° TT (%) P valor GG (%) P valor
) (%)
Grau 0 5 1(20,0) 4 (80,0) Ref. 4 (80,0) 1(20,0) Ref.
Grau 1 2 0(0,0) 2 (100,0) 1,00 1(50,0) 1(50,0) 1,00
Grau 2 3 0(0,0) 3 (100,0) 1,00 3 (100,0) 0 (0,0 1,00
Grau 3 2 2 (100,0) 0(0,0) 0,14 2 (100,0) 0 (0,0 1,00
Grau 4 47  22(46,8) 25(53,2) 0,36 40 (85,1) 7(149) 1,00
Grau 0 5 1(20,0) 4 (80,0) Ref. 4 (80,0) 1 (20,0) Ref.
Graus 1+2+3+4 54 24 44,4) 30 (55,6) 0,38 46 (85,2) 8 (14,8) 0,57
Graus 0+1 7 1(14,3) 6(85,7) Ref. 5(71,4) 2 (28,6) Ref.
Graus 2+3+4 52 24 46,1) 28(53,9) 0,22 45 (86,5)  7(13,5) 0,28

Grau 0: auséncia de células positivas ; Grau 1: <10% células positivas; Grau 2: 10 a 40% células

positivas; Grau 3: 40 a 70% células positivas; Grau 4: >70% células positivas; N: niimero de

individuos; TT: gendtipo homozigoto selvagem; TG: genétipo heterozigoto; GG: gendtipo

homozigoto variante
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Tabela 25.  Frequéncias dos genétipos do polimorfismo T309G do gene MDM?2 em

pacientes com melanoma cutaneo estratificados pelo escore final de

expressdo da proteina mdm?2

Polimorfismo MDM?2 T309G

Valor TT+TG Valor
Escore Final N° TT (%) 166G GG (%)
(%) P (%) P
02 (Negativo) 7 1(143) 6(857)  Ref.  5(714) 2(286) Ref.
3.7 52 24(46.1) 28(539) 022  45(86.5) 7(13.5) 028
0-3 (Negativo) 8 1(125) 7(87.5) Ref.  6(750) 2(250) Ref.
47 51 24(47.0) 27(53.0) 0.2  44(863) 7(137) 059

Escore final: somatéria dos graus de intensidade e graus de porcentagem de células marcadas. N°:

ndmero de individuos; TT: gendtipo homozigoto selvagem; TG: genétipo heterozigoto; GG:

gen6tipo homozigoto variante

Observamos expressoes similares da proteina mdm?2 em pacientes estratificados por

gend6tipos do polimorfismo MDM?2 T309G.
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DISCUSSAO

109



110



A incidéncia do MC aumenta rapidamente, superando qualquer outro tipo de cancer
(SCHAFEFER et al., 2004; GODAR et al., 2011). O MC é um tumor com altas taxas de
mortalidade devido ao seu potencial metastatico e auséncia de resposta ao tratamento. Além
disso, varios de seus aspectos, como a etiologia e a fisiopatologia, ainda estdo por serem

determinados com exatiddo, o que justificou a realizacdo desse estudo.

[

O rapido crescimento da incidéncia do MC esta possivelmente relacionado
combinacdo dos seguintes fatores: maior exposi¢do da pele aos raios UV da luz solar, a
deplecdo da camada de oz6nio e aumento da longevidade com deficiéncias nos sistemas de
reparo e de indugdo de apoptose (RAUTERBERG & JUNG, 1993; FEARS et al., 2002).

Quando os nossos pacientes com MC foram distribuidos por idade, observou-se que
a idade mediana foi de 59 anos, a semelhanca de dados brasileiros (NASER, 2011) e de
outros paises (JEMAL et al., 2004; BALCH et al., 2001).

A distribui¢do dos nossos pacientes por sexo foi idéntica entre homens e mulheres.
No entanto, o tumor habitualmente é mais comum em homens (MACKIE et al., 2009,
TUCKER, 2009; JEMAL et al., 2012). A incidéncia do MC triplicou entre os homens
(corresponde ao quinto tumor masculino) e duplicou entre as mulheres (corresponde ao
sétimo tumor feminino) (SCHAFFER et al., 2004; JEMAL et al., 2012). O aumento da
incidéncia do tumor em mulheres parece ter relacio com hormonios reprodutivos, uma vez
que ocorre aumento de pigmentacdo da pele e maior propensdo ao desenvolvimento de
nevos durante a gravidez (LEA et al., 2007).

A distribuicdo dos nossos pacientes por raga mostrou que a doenca ocorreu
predominantemente em caucasdides, de forma semelhante as descricdes obtidas em outros
estudos (MACKIE et al., 2009, SHOO et al., 2009, TUCKER et al., 2009, WHITEMAN et

al., 2011), incluindo estudos epidemioldgicos brasileiros (NASER, 2011; MORENO et al.,
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2012). J4 é bem conhecido o fato de que individuos de pele escura t€m menor propensao
para MC, pois o pigmento melanina protege dos efeitos deletérios dos raios UV da luz solar
(KANAVY & GERSTEINBLITH, 2011). Individuos de pele escura, em geral, apresentam
o tumor em regides ndo pigmentadas da pele, como as regides palmo-plantares (SHOO et
al., 2009). Assim, o MC é uma doencga que predomina em caucaséides devido a pele clara,
o que explica as elevadas taxas principalmente em paises como Estados Unidos e Austrédlia
e na Europa (MACKIE et al., 2009, WHITEMAN et al., 2011). Entretanto, vale comentar
que a populacdo brasileira € altamente heterogénea e composta predominantemente por
individuos miscigenados (PENA et al., 2011), o que ndo nos permite afirmar com precisao
a origem étnica de nosso pacientes e controles.

Observamos que a maior parte dos nossos pacientes apresentaram pele clara, olhos e
cabelos escuros. Entre as caracteristicas fenotipicas mais comuns de portadores de MC
estdio a de pele clara, olhos claros (verdes e azuis) e cabelos claros (loiro e ruivo)
(GANDINI et al., 2005). Individuos com perfil “claro” para pele, olhos e cabelo, sdo
considerados mais fotossensiveis do que individuos com perfil “ndo claro” para pele, olhos
e cabelos devido a maior quantidade de melanina. Além disso, hd um padrdo conhecido de
interrelacdo entre essas caracteristicas, ou seja, individuos ruivos possuem tendéncia para a
presenca de efélides e olhos azuis, enquanto individuos com cabelos escuros, raramente
possuem efélides e frequentemente possuem olhos escuros. Claramente, cor dos olhos e
cabelos nao podem ser associados diretamente ao MC, mas tendem a ser fatores de risco em
virtude da sua relagdo com o fenétipo da pele. Vale comentar que olhos e cabelos claros sao
pouco frequentes em individuos de nossa populacdo, na qual europeus foram miscigenados

com amerindios, asidticos e negréides (PENA et al., 2011).
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Nevos foram identificados em 46% dos nossos casos. A presenca de nevos € um
importante fator de risco para o surgimento do MC. A presenca de multiplos nevos estd
relacionada com acimulo de melandcitos e a quantidade de melanina, com intensa
exposicdo solar e histérico de queimadura solar (GANDINI er al., 2005; NAGORE et al.,
2010). Ainda, ha evidéncias de que melandcitos em nevos estio mais propensos a
transformac¢dao maligna; 25 a 50% dos MC estdo associados com nevos (WHITEMAN et
al., 2003).

Observamos que proporcoes similares dos nossos pacientes apresentaram tumor
axial e de extremidades. E frequentemente observado que a localizagio do MC é mais
comum em sitios com maior exposi¢ao solar, como cabeca e pescoco, tronco € membros
superiores e inferiores (CAINI et al., 2009; NAGORE et al., 2010).

WHITEMAN et al., (2003) sugeriram a relacdo entre nevos € exposicao solar, no
surgimento do MC em diferentes locais do corpo. Foi observado que o MC localizado na
cabeca e no pescoco sdao mais frequentes em individuos com alguns nevos e intensa
queratose solar, sugerindo, que apds a exposi¢ao solar, os melandcitos presentes nos nevos
estdo propensos e induzidos a proliferar, tornando-se inicialmente neopldsico. Em
contraste, MC com surgimento no tronco é mais frequente em pacientes com a presenca de
muitos nevos, discreta queratose solar € menor exposi¢dao solar. Assim, individuos com
baixa tendéncia para desenvolver nevos exigem uma exposicdo solar continua que ird
impulsionar o inicio para o desenvolvimento maligno. Assim, o surgimento do MC sio
mais frequentes em locais mais susceptiveis a exposi¢ao solar crénica. Entretanto, o tumor
pode também ocorrer em regides menos expostas ao sol, e podem ser decorrentes de lesdes
pré-malignas como os nevos, o que pode ter acontecido em nossos casos, uma vez que o

Brasil € um pais tropical, com alta exposi¢do a raios UV da luz solar, e onde pessoas usam
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roupas leves devido ao calor. Porém, gostariamos de comentar que € possivel que a
presenca de nevos tenha sido subestimada em nosso estudo, uma vez que foram avaliadas
por exame clinico geral em pacientes e informacdes verbais de controles.

Efélides foram identificadas em apenas 48,6% dos nossos casos. As efélides
também sdo lesdes pigmentares na pele em resposta a exposi¢do solar, e também estdao
relacionada com aumento do risco para 0 MC (CAINI et al., 2009). Aspectos fenotipicos,
como cor da pele, cor dos cabelos, cor dos olhos, presenca de nevos e efélides, estao
associados com aumento do risco para o surgimento do MC, visto que compdem um grupo
de caracteristicas que determinam maior sensibilidade solar, com maior tendéncia a
queimaduras (GANDINI et al., 2005). Entretanto, o MC também acomete individuos com
auséncia de efélides, uma vez que sdo caracteristicas de individuos de pele clara e com
dificuldade em bronzear. E possivel que novamente a composicdo étnica de nossa
populagdo atue no sentido de proteger individuos dessa lesdo cutanea.

Foi possivel fazer avaliacdo para elastose solar em 98 pacientes da nossa amostra.
Setenta e dois pacientes (74,5%) apresentaram elastose solar em diferentes graus.
Observamos que a elastose solar foi mais freqiiente em pacientes com idade maior do que
59 anos do que em pacientes mais jovens (44,9% versus 28,6%, P= 0,003), indicando a
relacdo de acimulo de dano solar com a idade (FEARS et al., 2002 ). Como esperado, a
presenca de elastose solar também foi mais freqiiente em pacientes caucaséides do que em
negroides (72,5% versus 1,0%; P= 0,01) e em tumores localizados na regiao axial (cabeca,
pescoco, tronco e dorso) do que nas extremidades (49,0% versus 23,5%, P= 0,03).
A elastose solar é um marcador relacionado ao dano acumulado da luz solar (THOMAS et
al., 2010). Estd intimamente relacionada com a localizacdo do tumor, sendo identificada

principalmente na regido da cabecga, pescoco, locais mais expostos a radiagdo, e
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principalmente em individuos caucasdides, devido a reduzida quantidade de melanina
(VON THALER et al., 2009).

Observamos que a maioria dos nossos pacientes ndo tinham o hébito de fumar. A
associacdo entre MC e o hébito tabagista nao esta estabelecida. Foi observado que fumantes
de longa data estiveram sob risco menor de ocorréncia do MC do que individuos que nunca
fumaram (FREEDMAN er al., 2003; DELANCEY et al., 2011). No entanto, esses
resultados devem ser vistos com cautela, j4 que o hdbito de fumar relaciona-se com
diversas condi¢des cutdneas como ma cicatrizagdo, ressecamento e envelhecimento precoce
causado pela alteracdo na sintese de coldgeno com aumento de elastose na pele (FREIMAN
et al.,2004).

Notamos que nossos pacientes apresentaram, em geral, tumores espessos (maior que
1,5mm) e restritos a pele (estagios I e II).

Avaliados em conjunto, os resultados deste estudo indicam que 0s nossos pacientes
com MC apresentaram caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas do tumor semelhantes
ao observado em estudos brasileiros e de outros paises e, portanto, constituiram um grupo
representativo da doenca na nossa regido estudada.

As amostras de pacientes e controles estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg
para os léci dos genes P53 (y*= 2,49, P= 0,11 e ¥*>= 0,01, P=0,92), MDM?2 (y*= 0,49, P=
0,48 e y>= 0,001, P=0,97), BCL2 (%*>= 0,22, P= 0,66 e x>= 2,06, P= 0,15) e BAX (x*= 1,85,
P= 0,17 e y*= 2,78, P= 0,24), indicando que a amostra de controles é representativa da
nossa populacdo e sugerindo que as frequéncias dos diferentes genétipos dos polimorfismos
P53 Arg72Pro, MDM2 T309G, BCL2 C(-938)A e BAX G(-248)A foram similares em

pacientes e controles.
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A frequéncia do gendtipo homozigoto selvagem ArgArg do gene P53 foi maior em
pacientes do que em controles (58,7% versus 44,7%; P= 0,01; PA: 76%). Individuos com
esse gendtipo estiveram sob risco quase duas vezes maior de ocorréncia do tumor do que
individuos com os demais genétipos (OR: 1,86; IC 95%: 1,13-3,06).

Os nossos resultados estdo de acordo com dois estudos conduzidos nos Estados
Unidos (SHEN et al., 2003; LI et al., 2007) mas, foram divergentes dos obtidos na
Alemanha (GWOSDZ et al., 2006) e na Grécia (STEFANAKI et al., 2007), nos quais o
gendtipo homozigoto variante ProPro do gene P53 esteve associado a maior risco de
ocorréncia do MC. Quando comparamos 0s nossos controles aos controles alemaes,
observamos que a freqiiéncia do gendtipo ArgArg foi maior em alemdes do que em
brasileiros (59,0% versus 44,7%; P= 0,009), indicando que a diferenca nos resultados
encontrados pode ser decorrente da origem étnica. Entretanto, diferenca étnica ndo foi
explicacdo para as diferencas encontradas em nosso estudo e no estudo conduzido em
gregos, visto que frequéncias similares do gendtipo ArgArg foram observadas em controles
gregos e brasileiros (50,4% versus 44,7%, P=0,35).

Além disso, frequéncias similares do polimorfismo Arg72Pro em pacientes com MC
e controles foram observadas em trés outros estudos, conduzidos por HAN et al., (2006),
POVEY et al., (2007) e CAPASSO et al., (2010) nos Estados Unidos, Escécia e Italia,
respectivamente, sugerindo que individuos com os diferentes genétipos estiveram sob risco
similar de ocorréncia da doenca. Recentemente, uma meta-andlise conduzida por JIANG et
al., 2011, avaliou 2.860 pacientes com cancer de pele do tipo melanoma e ndo melanoma, e
foi sugerido que esse polimorfismo possui pouca influéncia na origem do cancer de pele.

De fato, o gene P53 possui um papel importante na manuten¢do da integridade do

genoma, assim, atuando na parada do ciclo celular para ativagdo da via de reparo, bem
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como na inducdo na via da apoptose, quando a lesdo do DNA causados pela luz UV nédo
pode ser reparada (VOUSDEN, 2002). Assim, é possivel que alteracdes na sequéncia do
DNA, causada pelo polimorfismo Arg72Pro altere a susceptibilidade para o MC. A proteina
codificada pelo alelo selvagem Arg € mais eficiente na inducdo da apoptose do que a
proteina codificada pelo alelo variante Pro (THOMAS et al., 1999; DUMONT et al., 2003;
PIM et al., 2004; SIDDIQUE & SABAPATHY, 2006). Entretanto, foi observado que a
proteina codificada pelo alelo selvagem Arg é menos eficaz no reparo de DNA do que a
proteina codificada pelo alelo variante Pro (SIDDIQUE & SABAPATHY, 2006). Assim, é
possivel que o aumento do risco em MC associado ao gendtipo ArgArg, seja devido a
deficiéncia no reparo de lesdes causadas pela luz UV.

Nao observamos diferencas entre as frequéncias do polimorfismo P53 Arg72Pro,
quando os nossos pacientes foram estratificados por aspectos clinicos e aspectos tumorais.
SHEN et al. (2003), observaram aumento da frequéncia do gendtipo ArgArg em pacientes
com pele fototipo III+IV (sempre se bronzeiam e nunca queimam), que sdo caracteristicas
fenotipicas de baixo risco. Em contraste, o genétipo ProPro foi associado ao aumento do
risco de MC em individuos com olhos e cabelos escuros e pele fototipo III+IV por
STEFANAKI et al. (2007). Diferentes padrdes de exposi¢cdo ao sol podem modificar a
influéncia de fatores de risco para o MC e provocar diferentes interacdes entre fatores
genéticos e ambientais e, talvez, explicar a associa¢do dos diferentes gendtipos do gene P53
com risco aumentado de MC em individuos com maior pigmentacdo, que pelo menos na
teoria devem compor um grupo de menor risco.

Observamos frequéncias similares dos gendtipos do polimorfismo MDM?2 T309G

em nossos pacientes e controles. Resultados similares foram identificados em dois estudos

americanos (HAN et al., 2009; FIROZ et al., 2009) e um italiano (CAPASSO et al., 2009).
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Os resultados, em seu conjunto, sugerem o que polimorfismo MDM?2 T309G néo influencia
o risco de ocorréncia do MC.

A frequéncia do genétipo homozigoto variante GG foi maior em pacientes com a
presenca de nevos do que pacientes com os gendtipos TT+TG (20,3% versus 6,1%;
P= 0,02), sugerindo que esse gendtipo esteja associado com o MC que resulta da
transformac¢do maligna de nevos. Nao hd estudos que avaliaram a presenca de nevos com o
polimorfismo MDM?2 T309G. Nao observamos diferencas entre as frequéncias desse
polimorfismo entre os pacientes estratificados pelas demais caracteristicas clinicas e
tumorais. Apenas CAPASSO et al. (2009) observaram aumento da frequéncia do gendtipo
homozigoto variante GG em pacientes com tumores mais espessos (Breslow maior que
0,75mm).

Em nosso estudo, a expressdo da proteina mdm2 foi similar em 59 tumores de MC
avaliados quando comparada com os diferentes genétipos do polimorfismo T309G.

BOND et al. (2004) realizaram um estudo funcional da proteina mdm2 em
linhagens de células saudédveis e de portadores da sindrome de Li Fraumeni, com os
diferentes gendtipos do polimorfismo T309G. Observaram que o gendétipo homozigoto
variante GG altera o sitio de ligagdo para o fator de transcricio Spl, com aumento da
expressdao de RNA mensageiro e da referida proteina. Além disso, aumento de expressao da
proteina mdm?2 foi associada com o genétipo homozigoto variante GG, em 90 tumores de
carcinoma de células renais e 54 tumores de glioma respectivamente, pela técnica de
imunoistoquimica na populacio japonesa (HIRATA et al., 2007; TSUIKI et al., 2007). Ja
WANG et al. (2009) avaliaram 101 pacientes americanos com cancer de prdstata, e

observaram que a proteina mdm2 foi mais expressa em caucaséides do que em negréides,
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mas nao observaram alteracdo na expressdo da proteina mdm?2 nos genétipos distintos do
polimorfismo MDM?2 T309G.

POLSKY et al. (2002) ndo observaram diferencas na expressdo da proteina mdm?2
em 134 pacientes com MC estratificados por dados clinicos e tumorais, no entanto, nao
relacionaram a expressdo da proteina com os distintos genétipos do polimorfismo MDM?2
T309G. Assim, até onde atinge o nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo que avaliou
a expressdao da proteina mdm?2 em pacientes com MC com os diferentes gendtipos do
polimorfismo MDM?2 T309G; esses resultados necessitam confirmagdo por outros estudos
com maiores casuisticas.

A frequéncia do genétipo homozigoto variante AA do polimorfismo do gene BCL2
C(-948)A foi maior em nossos pacientes do que em nossos controles (28,0% versus 15,3%;
P=0,004; PA: 97%). Individuos com esse genétipo estiveram sob risco de quase trés vezes
maior de ocorréncia da doenca do que individuos com os demais genétipos (OR: 2,87; IC
95%: 1,40-5,90). Esta € a primeira descri¢do da associagdo do polimorfismo génico e risco
de MC. O genétipo homozigoto variante AA do polimorfismo BCL2 C(-948)A esteve
associado com aumento da expressdo da proteina antiapoptética bcl2 em outros tumores
como carcinoma de células renais e em leucemia linfocitica crénica respectivamente
(HIRATA et al., 2009b; NUCKEL et al., 2009). Além disso, TANG et al. (1998) e
LEITER et al. (2000), avaliaram que a expressdao da proteina bcl2 foi maior em melanoma
metastatico do que em melanoma primdrio e em pele normal, mas nao relacionaram a
expressao da proteina com o polimorfismo C(-948)A.

Nao observamos diferencas entre as frequéncias do polimorfismo BCL2 C(-938)A
em nossos pacientes estratificados por aspectos clinicos e bioldgicos do tumor. Até onde

atinge o nosso conhecimento ndo hé estudos que avaliaram a influéncia desse polimorfismo
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génico no risco e nas manifestacdes clinicas e biolégicas do MC. E sabido que a proteina
bcl2 estd mais expressa em melanoma durante a progressao do tumor refletindo no aumento
do potencial maligno causado pela inibicdo da apoptose e avango na proliferacdo celular.

O aumento da expressdo da proteina antiapoptética bcl2 resulta na inibicdo da
apoptose e reflete na progressao do MC, aumento do potencial maligno e principalmente na
resisténcia terapéutica (TANG et al., 1998; LEITER et al., 2000; SOENGAS et al., 2003).

Frequéncias similares dos genétipos distintos do polimorfismo BAX
G(-248)A foram avaliados em nossos pacientes e controles. Nao foram observadas
diferengas nas frequéncias dos genétipos do polimorfismo BAX G(-248)A em leucemia
linfocitica cronica e em cancer de cabeca e pescoco (SAXENA et al., 2002; CHEN et al.,
2007). O genétipo homozigoto variante AA esteve associado com redugdo na expressao da
proteina bax e pior sobrevida em leucemia linfocitica cronica (SAXENA et al., 2002;
STARCZYNSKI et al., 2005).

TANG et al. (1998), estudaram o aumento da expressdo da proteina bax em dez
casos com melanoma metastdtico por imunoistoquimica e Western Blot. Em contraste,
LEITER et al. (2000) ndo encontraram alteragdo na expressao dessa proteina pré-apoptotica
em amostras de melanoma primdrio, melanoma metastaticos, nevos e de pele normal.
Assim, diferencas encontradas na variacdo da expressdo da proteina bax podem estar
relacionadas com mutacdes ou polimorfismos génicos no gene P53. O gene BAX possui um
sitio de ligacdo para a proteina pS3 que atua como fator de transcri¢do, assim, aumento na
expressao da proteina pS3 parece estar relacionada com aumento na ativagao transcricional
da proteina bax. De fato, o papel e a expressao da proteina bax no MC € controverso.

Nao observamos diferencgas entre as frequéncias do polimorfismo BAX G(-248)A

quando os nossos pacientes foram estratificados por aspectos clinicos e do tumor. Até onde
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atinge o nosso conhecimento, ndo ha estudos que avaliaram a influéncia do risco desse
polimorfismo génico associado ao MC.

Quando avaliamos os genétipos combinados dos polimorfismos dos genes P53 e
BCL2 observamos que as frequéncias dos gendtipos ArgArg e AA dos respectivos genes,
foram maiores em pacientes do que em controles do nosso estudo (36,1% versus 16,9%; P=
0,002; PA: 99%). Individuos com os gendtipos combinados estiveram sob risco de 3,43
vezes maior de ocorréncia do tumor (IC 95%: 1,28-7,47). Apenas CHEN et al. (2007)
avaliaram os polimorfismos dos genes P53 e BCL2 combinados em cancer de cabeca e
pescoco e ndo observaram diferenca nas frequéncias dos genétipos combinados entre
pacientes e controles.

A combinag¢do dos polimorfismos dos genes P53 e BAX os genétipos ArgArg e AA
dos respectivos genes, foram maiores em pacientes do que em controles (29,5% versus
15,3%; P= 0,008; PA: 95%). Individuos com esses gendtipos associados estiveram sob
risco de 2,71 vezes maior de ocorréncia da doenca (IC 95%: 1,29-5,70). No estudo
americano conduzido nos por CHEN et al. (2007) os gendtipos combinados dos genes P53
e BAX ArgPro e AA foram associados com aumento do risco para o cancer de cabeca e
pescoco. A discrepancia nos resultados pode ser decorrente do tamanho amostral, visto que
a casuistica do estudo americano foi constituida por 814 pacientes com cancer de cabeca e
pescoco e 934 controles.

Os resultados da combinac¢@o dos polimorfismos dos genes P53, MDM?2, BCL2 e
BAX sugerem que eles possam atuar de forma sinérgica no mecanismo de apoptose no MC.

O gene supressor P53 interagem com numerosos sinais que controlam a proliferacio
celular normal e apoptose. Além disso, a proteina p53 atua como fator de transcricdo por

ligacdes em sitios especificos em genes alvos envolvidos no controle do ciclo celular,
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reparo de DNA e apoptose. Em resposta ao dano no DNA ou outras formas de stress, o pS3
promove parada do ciclo celular e apoptose. Em condi¢des fisioldgicas, a atividade
funcional do p53 é negativamente regulada pela oncoproteina mdm?2 através da associacao
fisica direta, enquanto o pS3 aumenta o nivel transcricional da mdm2, que sdo co-reguladas
por um sistema de feedback. H4 evidencias de que p53 reduz a expressdo de genes
antiapoptéticos como o BCL2 e aumenta a expressao de genes pro-apoptéticos como BAX.
No entanto, essas condi¢des normais podem ser alteradas por vérios fatores como: splicing
alternativo, mutacdes ou polimorfismos génicos que poderdo refletir no comportamento
celular.

Além disso, alteracdo no balanco existente entre as proteinas bcl (antiapoptética) e
bax (pré-apoptética) podem resultar na resisténcia a apoptose celular que estdo intimamente
relacionadas com a promocdo do processo de carcinogénese e a resisténcia a terapéutica
medicamentosa

De modo geral, os resultados do nosso estudo sugerem que os polimorfismos P53
Arg72Pro, BCL2 C(-948)A, isolados ou associados, bem como os polimorfismo associados
P53 Arg72Pro e BAX G(-248)A alteram o risco de ocorréncia do MC em nossa regido. E
importante salientar que é o primeiro estudo que avaliou a influéncia dos polimorfismos
dos genes BCL2 C(-948)A e BAX G(-248)A no risco do MC

Para justificar tal associag¢do, aventamos a hipétese de que a proteina p53 codificada
pelo alelo selvagem Arg possa ser menos eficaz no reparo de DNA por raios UV da luz
solar, enquanto que os alelos variantes A dos polimorfismos BCL2 C(-948)A aumenta a
resisténcia a apoptose e BAX G(-248)A diminui a indu¢@o na apoptose, atuando juntamente

na inibi¢ao da apoptose em células lesadas (Figura 8).
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E evidente que maior nimero de pacientes com MC e de individuos saudaveis, de
regides distintas do Brasil, sejam avaliados futuramente para confirmar estes resultados em
nossa populacdo. Se confirmados esses resultados, julgamos que individuos com esses
gendtipos meregcam receber recomendacdes adicionais para protecdo da pele dos efeitos
nocivos dos raios UV para a prevencdo da doenga e seguimento dermatolégico periédico

para detectar lesdes precoces do tumor.
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Figura 8. Representacdo esquemadtica da expressdo da p53 codificada pelo alelo selvagem
Arg com a tentativa na induc@o da apoptose; reducdo da expressdo proteina bax
(pr6-apoptética) codificada pelo alelo variante A; aumento da expressdo da
proteina bcl2 (antiapoptética) codificada pelo alelo variante A. Como resultado
final uma célula resistente a apoptose apds seu DNA ser danificado pela

radiacdo UV da luz solar
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CONCLUSOES
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* O gendtipo homozigoto selvagem ArgArg do polimorfismo P53 Arg72Pro, o
gendtipo variante AA do polimorfismo BCL2 C(-948)A isolados ou associados, bem como
o gendtipo selvagem ArgArg do polimorfismo P53 Arg72Pro associado gendtipo variante
AA do polimorfismo BAX G(-248)A aumentam o risco de MC em nossa amostra;

* O polimorfismo MDM?2 T309G néo alterou o risco do MC em nossa amostra;

* O gendtipo homozigoto variante GG do polimorfismo MDM?2 T309G esteve
associado com a presencga de nevos melanociticos em pacientes com MC em nossa regiao e,

* Os demais aspectos clinicos, histopatologicos e tumorais dos pacientes nao
estiveram associados com os polimorfismos dos genes P53, MDM?2, BCL2 e BAX;

* O polimorfismo MDM?2 T309G nao alterou expressao da proteina mdm?2 em MC.
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ANEXO 1

Ficha de coleta dos dados

1) Identificacao

Iniciais: HC

Data de Nascimento: / /

2) Dados Tumorais:

2,1) Data do Diagnostico: / /

2,2) Espessura de Breslow (mm):
2,3) Nivel de Clark: I( ), II( ) HI( ) IV( ) V()

24)T: 1°C ) 1b( ) 2°(C ) 2b( ) 3% ) 3b( ) 4°C ) 4b( )
2,5)N:0C ) 1°C ) 1bC ) 2°C ) 2b( ) 2c( ) 3( )

2,6) M: 13( ) 1b( ) lc( )

27)EC: 1A( ) IB( ) HA( ) IC( ) HIA( ) HIB( ) HICC ) IV( )
2,8) DHL: (Anotar o valor de normalidade do laboratério)

3) Caracteres Pessoais:
3,1) Cor da Pele: Branco( ) Negro( ) Pardo( )
3,2) Cor dos olhos: Azul( ) Verde( ) Castanho( ) Preto( )
3,3) Cabelo: Preto( ) Castanho( ) Loiro( ) Ruivo( )
3,4) Efélides e ceratose actinica: Sim( ) Nao( )
3,5) Nevos: Sim( ) Nao( )
4) Antecedentes pessoais:
4,1) Fumo: Sim( ) Niao( )
4,2) Exposicao Solar: Sim( ) Nido( ) Por quanto tempo: anos
4,3) Queimaduras Solares: Sim( ) Nao( )
4,4) Incapacidade de Bronzear: Sim( ) Nao( )
4,5) Cancer de Pele Nao Melanoma: Sim( ) Nao( )
4,6) Cancer de Pele Melanoma: Sim( ) Nao( )
4,7) Outro tipo de Cancer: Sim ( ) Niéo( )

5) Antecedente Familiares:

5,1) Cancer de Pele Nao Melanoma:

5,2) Cancer de Pele Melanoma:

5,3) Outros Tumores:
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ANEXO 2

Classificacao do sistema de estadiamento TNM para o melanoma cutianeo

Categorias Descricoes
Categoria T  Tumor
Tx O tumor primdrio nao pode ser avaliado
TO Nenhuma evidéncia de tumor primario
Tis Melanoma in situ
T1 Melanoma < 1 mm de espessura, com ou sem ulceracao
Tla Melanoma < 1 mm de espessura e nivel II ou III sem ulceragio
T1b Melanoma < 1 mm de espessura e nivel IV ou V, ou com ulceragio
T2 Melanoma 1,01 — 2 mm de espessura, com ou sem ulceracao
T2a Melanoma 1,01 — 2 mm de espessura, sem ulceracao
T2b Melanoma 1,01 — 2 mm de espessura, com ulceragcao
T3 Melanoma 2,01 — 4 mm de espessura, com ou sem ulceracao
T3a Melanoma 2,01 — 4 mm de espessura, sem ulceracao
T3b Melanoma 2,01 — 4 mm de espessura, com ulceragdo
T4 Melanoma > 4 mm de espessura, com ou sem ulcera¢io
T4a Melanoma > 4 mm de espessura, sem ulceragio
T4b Melanoma > 4 mm de espessura, com ulceragao
Categoria N  Linfonodos regionais
NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (previamente removidos)
NO Auséncia de metdstases em linfonodos regionais
N1 Metéstase em linfonodo
Nla Metéstase clinicamente oculta (microscépica)
N1b Metéstase clinicamente aparente (macroscopica)
N2 Metéstases em dois a trés linfonodos ou metéstases regionais intralinfitica sem
comprometimento nodal
N2a Metéstase clinicamente oculta (microscépica)
N2b Metéstase clinicamente aparente (macroscopica)
N2c¢ Metéstases satélite ou em transito, sem metdstase em linfonodos regionais
N3 Meté.stase em 4 ou mais linfor.lodos, ou linfgnodps metastaticos fusionados, ou
satélite(s) com metastase em linfonodos regionais
Categoria M
MX Metéstases a distancia nao podem ser avaliadas
MO Auséncia de metéstases a distancia
M1 Metéstases a distancia
Mla Metéstases em pele, tecido subcutaneo ou linfonodos distantes
Milb Metéstases pulmonares
Milc Metéstases para outros sitios viscerais ou a distancia associada a LDH elevado
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ANEXO 3

Grupos de estagios e caracteristicas TNM do melanoma cutaneo

Estagio Classificacaio TNM
0 Tis NO MO
IA Tla NO MO
IB T1b NO MO
T2a NO MO
ITA T2b NO MO
T3a NO MO
1B T3b NO MO
T4a NO MO
IIC T4b NO MO
IIIA T1-4a Nla MO
T1-4a N2a MO
I11B T1-4b Nla MO
T1-4b N2a MO
T1-4a Nl1b MO
T1-4a N2b MO
T1-4a/b N2c MO
IIC T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO
qualquer T N3 MO
v qualquer T qualquer N Ml

Tis: melanoma in situ, T: tumor primario, N: linfonodos regionais, M: metéstase a distancia
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ANEXO 4

Parecer Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index. html

CEP, 22/09/09.
(PARECER CEP: N° 424/2006)

PARECER

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INFLUENCIA DOS POLIMORFISMOS DOS ALELOS DO SISTEMA
DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE MU 1 (GSTMI1) E THETA 1 (GSTT1) NA
SUSCEPTIBILIDADE AO MELANOMA MALIGNO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: José Augusto Rinck Junior

II - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o adendo que inclui o projeto intitulado “INFLUENCIA DOS
POLIMORFISMOS 7P53 ARG72PRO, MDM?2 T309G, BLC2 C938A E BAX G248A,
RELACIONADOS COM APOPTOSE CELULAR, NA SUSCEPTIBILIDADE AO
MELANOMA MALIGNO”, com a finalidade de dissertagdo de mestrado da aluna
Cristiane de Oliveira, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

III - DATA DA REUNIAO.

Homologado na IX Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 22 de setembro de 2009.
£ f)

O,
Prof. Dr. (‘farlo§ Edu:}rdo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP
Paginaldel
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ANEXO 5

Distribui¢do dos 150 pacientes com melanoma cutidneo de acordo com idade, sexo, raga, cor da

pele, cor dos olhos, cor dos cabelos, presenga de nevos e habito tabagista

N° Iniciais Idade Sexo Raca Cor Pele Cor Olhos Cor Cabelos Nevos Fumo

5

76 F C branco nao claro nao claros nao NA

IS
>
@)

67

<
0

branco claro nao claros nao sim

=)
jos]
—

79

<
0

branco néo claro nao claros nao sim

®
Q
o

57

es|
@

branco nao claro nao claros nao nao

[y
=}
@)
lss]

73

<
0

branco nao claro nao claros nao nao

12

:

32

es|
@

branco NA NA NA NA

—
=
—
w2
[\®]
(9%}
o]
(@)

branco nao claro nao claros sim NA

—
=)

IDJ

(@)
)
<
(@)

branco nao claro nao claros nao NA

18 MPR 52

es
@

branco claro claros nao NA

20 MPB 80

es
@

branco nao claro nao claros nao NA

22 OKG 76

<
0

branco claro nao claros nao sim

24 RCCM 45

es
@

branco claro claros sim NA

26 RRS 64

es
@

branco nao claro nao claros sim sim

28 vC2 37

es
@

branco nao claro nao claros sim nao

30 NPJ 37

<
9

branco NA NA nao nao

es
@

32 DCG 68 branco nao claro nao claros nao NA

34 IMP 50

<
0

branco claro nao claros sim nao
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[
=)

LFS

\l
(O8]
T

P nao branco nao claro nao claros nao nao

W
=]
<
jos]
w
3
<
(@)

branco claro NA sim NA

Lo
S
~
2]
w
N
<
a

branco NA NA nao nao

42

z

63

<
0

branco claro nao claros nao nao

=
£
>
™
7
o)
oo
s
@)

branco NA NA NA nio

P
=)
>
&
=
<
0

branco nao claro nao claros nao sim

LN
=]

MRS

)
S
<
@)

branco claro claros nao NA

wn
=

ZSM

[9)]
[ee]
oo

P nao branco nao claro nao claros nao nao

52 NPPA 37

es|
@

branco néo claro nao claros sim nao

54 MLF 58

es|
@

branco NA NA NA sim

56 SB 44

<
0

branco claro nao claros nao nao

58 EAFC 52

es
@

branco NA NA sim nao

60 PLF 32

es
@

branco claro nao claros sim nao

62 HCZ 80

es
@

branco NA NA sim nao

64 AM 66

es
@

branco NA NA nao nao

66 RB 29

es
@

branco nao claro nao claros sim sim

68 ADCN 55

<
9

branco NA NA nao nao

70 LCSA 51

es
@

branco NA NA NA NA

72 JCM 69

<
9

branco NA NA NA nao

74 FC 71

<
9

branco NA NA nao sim

76 VLADA 66

lss|

N nao branco NA NA sim nao

78 SMN 56 M C branco claro claros nao nao
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80 EAM 40 F C branco NA NA nao nao

82 BF 56 M C branco NA NA nao nao

84 IPO 56

les|

N nao branco nao claro nao claros sim nao

86 BJP 65 M N nao branco nao claro nao claros sim nao

88 JV 72 M C branco nao claro nao claros nao sim

90 FDC 38 M C branco nao claro nao claros sim sim

92 ABG 78 F C branco nao claro nao claros nao nao

94 EA 31 F C branco NA NA nao nao

96 GM 68 M C branco nao claro nao claros sim sim

98 DSS 81 F C branco NA NA niao niao

100 GCB 47 F N branco nao claro nao claros nao sim

102 ND 64 M C branco claro claros sim sim

104 AS 46 M C branco nao claro nao claros nao niao

106 \"Al 51 M C branco NA NA sim sim

108 ELV 41 M N branco NA NA sim sim

110 HNO 61

1

C branco NA NA nao nao

112 DCS NA

s
a

NA NA NA NA

114 NCA 42 M N ndo branco NA nao claros nao sim

116 LFBS 34

1

C branco NA NA nao sim

118 JERS 63 M C branco NA NA sim nao

120 AGO 50 M C branco NA NA NA nao
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122 ER 39 M C branco nao claro nao claros nao nao

124 WIBF 56 M (@ branco nao claro nao claros sim sim

126 AF 78 M C branco nao claro néo claros sim sim

128 WSG 56 M

a~]

nao branco nao claro nao claros nio sim

130 MIS 72 M C branco NA NA sim nao

132 APS 78

sy

C branco nao claro nao claros sim nao

134 TSP 60

sy
v}

nao branco nao claro nao claros nao nao

136 VP 38 M A branco nao claro nao claros nao nao

138 LSP 80 M C branco NA NA sim nao

140 MLAS 50 M C branco néo claro claros nao sim

142 CAB 41 M C branco néo claro nao claros sim nao

144

:

44 M C branco NA NA sim nao

146 LWE 89 F C branco NA NA sim nao

148 TMM 24 F C branco nao claro nao claros sim nao

150 APB 60 F C branco claro nao claros sim nao

F: feminino; M: masculino; C: caucaséide; N: negréide; NA: ndo avaliado
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ANEXO 6

Distribui¢do dos 150 pacientes com melanoma cutineo de acordo com presengca de efélides,

exposicdo solar, queimaduras solares e a incapacidade de bronzear

Grau elastose Queimadura  Incapacidade

N Iniciais Efélides solar Solar Bronzear

2

sim NA sim NA

I
>
a

sim v ndo NA

=)}
vy
—

nao NA nao nao

®
Q
o

nao 0 nao nao

NA NA

[
(=}
@)
s
5
el
<

12

2

NA 0 NA NA

14 IS nao 0 sim NA

16 IDJ sim 0 sim NA

18 MPR sim it nao NA

20 MPB sim 11 sim NA

22 OKG sim NA ndo sim

24 RCCM sim 1 sim NA

l |
13

26 RRS sim NA niao niao

28 vC2 sim 0 sim sim

30 NPJ ndo it NA NA

32 DCG sim I sim NA

34 JMP ndo I ndo NA
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nao

nao

nao

LES

36

NA

NA

NA

MB

38

NA

NA

nao

RS

40

NA

nao

v

sim

JAN

42

NA

NA

1T

NA

ABS

44

nao

sim

II

sim

46

NA

sim

I

sim

MRS

48

nao

nao

NA

nao

ZSM

50

NA

nao

NPPA nao

52

NA

NA

NA

MLF NA

54

NA

sim

nao

SB

56

NA

NA

nao

EAFC

58

NA

nao

nao

PLF

60

sim

NA

v

sim

HCZ

62

NA

NA

v

sim

64

sim

nao

nao

66

v NA NA

NA

ADCN

68

NA NA NA

NA

LCSA

70

NA

NA

1I

NA

JICM

72

NA

NA

v

sim

FC

74

NA

NA

sim

VLADA

76
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sim

nao

NA

nao

SMN

78

sim

sim

II

nao

EAM

80

NA

NA

nao

BF

82

nao

sim

NA

sim

IPO

84

nao

nao

NA

sim

BJP

86

nao

nao

sim

v

88

sim

nao

NA

sim

FDC

90

sim

sim

nao

ABG

92

NA

NA

NA

NA

EA

94

sim

nao

I

sim

GM

96

NA

NA

I

sim

DSS

98

sim

nao

NA

GCB nao

100

sim

nao

NA

sim

102

nao

sim

NA

sim

AS

104

sim

NA

II

nao

\'2)

106

NA

NA

NA

nao

ELV

108

sim

sim

I

sim

HNO

110

NA

NA

NA

NA

DCS

112

NA

NA

nao

NCA

114

NA

NA

I

nao

LFBS

116

NA

NA

JERS sim

118

NA

NA

NA NA

AGO

120
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122 ER sim NA sim sim

124 WIBF sim NA sim nao

126 AF sim NA sim sim

128 WSG nao NA nao nao

130 MIJS nao 11 NA NA

132 APS sim NA sim ndo

134 TSP nao 0 nao ndo

136 VP nao NA NA NA

138 LSP nao i NA NA
S 0BG smo v om0 simo
140 MLAS nao NA nao sim
M1 RG w0 @ w0 om0
142 CAB sim 0 sim sim
144 JARJ sim 0 NA NA

146 LWE sim v nao nao

148 TMM sim 0 nao nao

150 APB sim 0 nao nao

NA: ndo avaliado
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ANEXO 7

Distribui¢do dos 150 pacientes com melanoma cutdneo de acordo com a localizagdo, o estagio

TNM, as espessuras de Breslow e os niveis de Clark

Espessura

Breslow Indice Clark

N° Iniciais Localizacaio @ TNM

2 AD braco Ia 0,2 1

4 AC face IIb 4,0 v

6 BJ axila v 4,2 v

8 CcO pé v 1,8 III

10 CF brago

12 EAM dorso IIIb NA 11T
13 GMG b b 12 IV
14 JS brago Ia 0,7 111
S15 JGL pémb 17V
16 JDJ tronco Ib 0,9 111
S PA pema R 04T
18 MPR brago IIIc 6,0 A

20 MPB tronco Ib 0,48 11

22 OKG face Ia 0,35 11

24 RCCM dorso Ia 0,34 I

26 RRS coxa Ib 1,4 111

28 vC2 pescogo IIb 3.9 v

30 NPJ brago Ia 0,59 111

32 DCG brago 5,0 v

163



34 JMP dorso Ta 0,59 111

36 LFS pé 0 IS I

38 MB brago 0 IS I

40 RS brago IIIb 3,64 10Y

42 JAN face 0 IS 1

44 ABS dorso IIc 5,6 v

46 AB tronco IIlc 4 v

48 MRS tronco 0 IS 1

50 ZSM abdome IIa 1,5 III

52 NPPA dorso Ia 0,27 11

54 MLF costas Ia 0,56 il

56 SB brago Ia 0,48 11

58 EAFC pé Ia 0,79 I

60 PLF tronco 1Ib 2,5 v

62 HCZ face Ia 0,97 111

64 AM pescogo IS I

66 RB tronco IIIb 4,5 v

68 ADCN cabega Ia 0,16 I

70 LCSA perna Ia 0,66 I

72 JCM abdome 0 IS 1

74 FC ombro Ia 0,62 111

76 VLADA perna 0 IS I
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78 SMN cabeca Ib 0,8 I

80 EAM perna Ia 0,46 111

82 BF tronco IIc 12 111

84 PO pé v 3,8 v

86 BJP axila v NA NA

88 1A mao 1Ib 3,18 \'%

90 FDC perna IIa 1,5 I

92 ABG abdome IIlc 2,8 v

94 EA ombro Ia 0,5 1I

96 GM dorso Ib 1,14 111

98 DSS SSP IIlc Sp Sp

100 GCB pé v 3,8 v

102 ND brago v 9,4 v

104 AS coxa Ib 0,84 v

106 \Al tronco Ia 0,78 111

108 ELV SSP 1B NA NA

110 HNO perna NA 2,48 \'%

112 DCS NA NA NA

114 NCA pé 0 NA I

116 LFBS face ITA 2,95 v

118 JERS dorso Inc 4,3 v
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120 AGO dorso Inc 9 10Y

122 ER face NA 2,3 NA

124 WIBF perna IIIC 0,6 I

126 AF cabeca 1B 5 v

128 WSG pé v 5 10Y

130 MIS dorso IB 1,25 III

132 APS pé IIc 5 v

134 TSP pé Imc 2 v

136 VP pé IB 1,35 III

138 LSP perna 2.8 v

140 MLAS pé IIA 1.4 III

142 CAB brago 1A 1,2 v

144 JARJ brago 1B 1,15 1

146 LWE face 0 is I

148 TMM face IIc 8 III

150 APB coxa ITA 1,8 111

SSP: sem sitio primdrio; IS: “in situ”
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ANEXO 8

Distribuicdo dos 150 pacientes com melanoma cutaneo de acordo os gendtipos dos polimorfismos

P53 Arg72Pro, MDM?2 T309G, BCL2 C(-938)A, BAX G(-248)A e a expressdo da proteina mdm?2

P53 MDM?2 BCL2 BAX Intensidade Escore
N° Iniciais %
Arg72Pro  T309G  (C(.938)A  G(-248)A final

2 AD Pro/Pro TG CA GG NA NA NA

4 AC Pro/Pro TG CA GG 3 4 7

6 BJ Arg/Arg TG CA GG NA NA NA

8 Co Arg/Arg TG cc GG NA NA NA

10 CF Arg/Arg TG CA GG 3 4 7

12 EAM Arg/Arg TT CA GG NA NA NA

14 18 Arg/Arg TT CA GG 3 4 7

16 IDJ Arg/Pro TT AA GG NA NA NA

18 MPR Arg/Arg TT AA GG NA NA NA

20 MPB Arg/Arg GG CA GA 3 4 7

22 OKG Arg/Arg TG CA GG NA NA NA

24 RCCM Arg/Pro TT CA GG 3 4 7

26 RRS Arg/Arg GG CA GA NA NA NA

28 vC2 Arg/Pro TG AA GG NA NA NA

30 NPJ Arg/Arg TG AA GA 3 4 7

32 DCG Arg/Pro TG AA GG 0 0 0

34 JMP Arg/Pro TG CA GG NA NA NA
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36 LFS Arg/Arg GG cC GG NA NA NA

38 MB Arg/Pro TT AA GG 3 4 7

40 RS Arg/Arg TT CA GG NA NA NA

42 JAN Arg/Pro TG CC GG 3 4 7

44 ABS Arg/Arg TT CA GG NA NA NA

46 AB Arg/Arg TT CA GG 2 3 5

48 MRS Arg/Arg TG AA GG NA NA NA

50 ZSM Arg/Arg TG AA GG NA NA NA

52 NPPA Arg/Pro TG ccC GG NA NA NA

54 MLF Arg/Pro TT CA GG NA NA NA

56 SB Pro/Pro TT CcC GA NA NA NA

58 EAFC Arg/Pro TG CcC GG 3 4 7

60 PLF Arg/Arg GG CA GG 3 4 7

62 HCZ Arg/Arg GG AA GG 3 4 7

64 AM Arg/Pro TG CcC GG NA NA NA

66 RB Arg/Pro TG CA GG NA NA NA

68 ADCN Arg/Arg TT CA GG 2 3 5

70 LCSA Arg/Pro TT CA GA NA NA NA

72 ICM Arg/Arg TT CA GA 2 4 6

74 FC Arg/Arg TG cC GA NA NA NA

76 VLADA Arg/Pro TG AA GG 0 0 0
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78 SMN Arg/Arg TG AA GG NA NA NA

80 EAM Arg/Arg TT cc GG 3 4 7

82 BF Pro/Pro TG AA GG NA NA NA

84 PO Arg/Pro TT ccC GA NA NA NA

86 BIP Arg/Arg GG AA GG NA NA NA

88 v Arg/Arg TG AA GA NA NA NA

90 FDC Arg/Pro TG CC GG NA NA NA

92 ABG Arg/Arg TT CA GG 0 0 0

94 EA Arg/Pro TG CA GG NA NA NA

96 GM Arg/Arg TG CA GG 3 4 7

98 DSS Arg/Pro TG CC GG 1 1 2

100 GCB Arg/Pro TG AA GG NA NA NA

102 ND Arg/Arg GG AA GG NA NA NA

104 AS Arg/Arg TT CA GG 3 4 7

106 VI Arg/Arg TT AA GG 2 4 6

108 ELV Arg/Arg TT AA GG NA NA NA

110 HNO Arg/Arg TG cC GG NA NA NA

112 DCS Pro/Pro TG CA GA NA NA NA

114 NCA Pro/Pro TT CC GA 3 4 7

116  LFBS Arg/Arg TG cC GG NA NA NA

118 JERS Arg/Pro TG CA GG 2 2 4

120 AGO Arg/Arg TG AA GG NA NA NA
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121 MF Arg/Arg TG CA GG NA NA NA

122 ER Arg/Pro TG CA GA NA NA NA
123 JFPO Arg/Arg GG AA GG NA NA NA
124 WIBF Pro/Pro GG CA GG NA NA NA
125 MEKS Arg/Pro TG CC GG NA NA NA
126 AF Arg/Arg TG CA GA NA NA  NA
127 v Arg/Arg TT AA GG 2 4 6
128 WSG Pro/Pro TT CA GG 2 4

129 IA Arg/Arg TG cc GG 3 4

130 MIS Arg/Arg TT CA GG NA NA NA
131 MC Arg/Pro TT AA GG NA NA NA
132 APS Arg/Pro TG CA GG 3 4 7
133 AMMT Arg/Pro TT CA GG NA NA NA
134 TSP Arg/Pro TT CC GA 2 4 6
135 ICOS Arg/Arg TG CA GG NA NA NA
136 VP Arg/Pro TT CA GG NA NA NA
137 ST Arg/Pro TG CA GG NA NA NA
138 LSP Arg/Pro TT CC GG 3 4 7
139 BG Arg/Arg TG cc GG NA NA  NA
140 MLAS Pro/Pro TG CA GG NA NA NA
141 RIG Arg/Pro TT CA GG 3 4 7
142 CAB Arg/Arg TG AA GA NA NA NA
143 JAM Arg/Pro TT CA GG NA NA NA
144 JARJ Arg/Arg TG CA GG NA NA NA
145 AMLG Arg/Pro TG AA GG NA NA NA
146 LWE Arg/Pro TG CA GA NA NA NA
147 ETA Arg/Pro TT AA GG NA NA NA
148 TMM Arg/Arg TT AA GA NA NA NA
149 ML Pro/Pro GG cC GG NA NA NA
150 APB Arg/Arg TT CA GA NA NA NA

P53: ArgArg gendtipo homozigoto selvagem, Arg/Pro genétipo heterozigoto, Pro/Pro gendtipo
homozigoto variante; MDM?2: TT genétipo homozigoto selvagem, TG genétipo heterozigoto, GG
gendtipo homozigoto variante; BCL2: CC gendtipo homozigoto selvagem, CA gendtipo
heterozigoto, AA gendtipo homozigoto variante; BAX: GG genétipo homozigoto selvagem, GA
gendtipo heterozigoto, AA gendtipo homozigoto variante, Intensidade de marcacao: Grau 0
negativo, Grau 1 fraca, Grau 2 moderada, Grau 3 forte, Porcentagem de células marcadas: Grau 0
auséncia, Grau 1 até 10%, Grau 2 até 40%; Grau 3 até 70% e Grau 4 até 100%; Escore final de

expressao: somatdria dos graus de intensidade de porcentagem, valores de 0, 2, 3,4, 5,6 ¢ 7.
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ANEXO 9

Distribui¢do dos 150 controles de acordo com idade, sexo, raga, gendtipos dos polimorfismos dos

genes P53 Arg72Pro, MDM?2 T309G, BCL2 C(-938)A, BAX G(-248)A

P53 MDM?2 BCL2 BAX

N° Iniciais Idade Sexo Raca
Arg72Pro  T309G C(-938)A  G(-248)A

2 PBS 51 M C Arg/Arg GG cC GG
3 sMs 4 M N PoPo TT  CC GG
4 MLVS 57 F C Pro/Pro TT CA GG
5 MHPS 51 F  C  AgAg TT  CA GG
6 EPT 59 M N Arg/Pro TT CA GG
8 NGAB 50 F C Arg/Pro TT CA GA

10 FB 54 M C Arg/Ar GG CC GG

12 JEN 59 Arg/Pro CC GG

3144 iC 52 M C Arg/Arg TT CA GG

16 BE 53 M C Arg/Arg TG CA GG

18 CSF 52 F C Arg/Arg TT CA GA

20 ET 55 M C Arg/Arg TT CC GG

22 ANP 56 M C Arg/Pro TG CA GG

24 oJ 58 M C Arg/Arg GG AA GA

26 LTG 51 F C Arg/Arg TG CA GG

28 HIM 50 M C Arg/Pro TT CA GG

30 MN 53 M C Arg/Pro TG CC GG

32 APM 56 M C Arg/Arg GG cC GG

34 MLS 56 F C Arg/Arg TG AA GG
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36 GPS 51 M C Arg/Pro TG cC GA

38 UT 50 M C Arg/Arg TT CA GG

40 JGAS 55 M C Arg/Arg GG CA GG

42 ASL 57 F C Arg/Pro TT CA GA

44 JRC 51 M C Arg/Pro TT CC GG

46 JCL 53 M C Arg/Pro TG CA GG

48 LAS 56 F C Arg/Arg TT CA GA

50 IMS 53 F C Arg/Arg TG CA GG

52 JAF 59 M C Arg/Pro TG CA GG

54 AD 52 M C Arg/Arg TT AA GA

56 LGO 57 M C Arg/Pro TG CA GG

58 RBAN 56 M C Arg/Pro TG CA GG

60 MABB 51 F C Arg/Pro TG CA GG

62 FLGF 50 M C Arg/Arg GG AA GA

64 LGT 59 M C Arg/Pro TG AA GA

66 JPML 52 M C Arg/Arg TT AA GG

68 JSN 58 M C Arg/Arg GG CA GG

70 JSFP 50 M C Arg/Arg TG CA GG

72 CAP 50 M C Arg/Pro TT AA GA

74 BA 56 M C Pro/Pro TT cC GG

76 RRE 55 M C Arg/Pro TG AA GG

78 MJGJ 51 F N Arg/Arg TG CA GG
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80 LC 56 M C Arg/Pro TG CC GG

82 MJB 58 M C Arg/Arg TT AA GG

84 MHP 60 M C Arg/Pro TG AA GG

86 JDS 60 M C Pro/Pro TT CA GG

88 WF 60 M C Arg/Pro cC GG

90 KK 56 M C Arg/Ar TG CA GG

92 IMS 50 M C Arg/Ar TG CA GG

94 MS 54 M GA
96 AFDO 59 F GG
98 ESR 60 M N Pro/Pro TT CC GG

100 AP 59 M C Arg/Arg CA GG

102 MCT 58 F C Arg/Arg CA GG

104 AAZ 57 F C Arg/Pro CA GG

106 TFM 53 F C Arg/Arg CA GG

108 MARSM 50 F C Arg/Arg cc GG

110 DMB 54 F C Arg/Arg CA GG

112 EAB 55 F C Arg/Arg CA GG

114 BA 55 F C Arg/Pro CA GG

116 MSOR 54 F C Arg/Pro CC GG

118 EF 60 F C Arg/Pro CA GG

120 MSCO 53 F C Arg/Pro
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122 MIC 53 F C Arg/Pro TT AA GG
123 SCM 56 F C Arg/Pro TT CA GG
124 MDAL 52 F C Arg/Pro TG CC GG
125 DAA 53 F C Arg/Arg TG CA GG
126 LEC 53 F C Arg/Pro GG cC GA
127 MLGF 55 F C Arg/Pro TT CA GG
128 MGR 56 F C Arg/Arg TG CA GA
129 MHZ 54 F C Arg/Pro TT CA GA
130 MHS 51 F C Arg/Arg TT cC GA
131 SBSF 55 F C Arg/Pro TG CA GG
132 MAR 40 F C Arg/Pro TG CC GG
133 MLMG 43 F C Arg/Pro TT CA GA
134 PAP 23 F N Pro/Pro TG CA GA
135 JK 36 F C Arg/Pro TT CA GG
136 SRAN 30 F N Arg/Arg GG CA GG
137 ACML 25 F N Pro/Pro TT cc GA
138 ALP 43 F C Arg/Pro TT CA GG
139 CBSL 50 F N Pro/Pro TG CA GG
140 SRSS 27 F N Arg/Pro TG CA GG
141 ARR 43 F C Arg/Pro TG CA GG
142 MPB 52 F C Pro/Pro TG CC GA
143 SSS 32 F C Arg/Arg TT CA GA
144 MFS 25 F C Pro/Pro TG CA GG
145 MSCO 59 F C Arg/Arg TG CA GA
146 ASL 43 F C Arg/Pro TG CC GG
147 RARB 40 F C Pro/Pro TG CA GA
148 CAVS 38 F C Arg/Arg GG cC GG
149 MRCS 39 F C Arg/Arg TG CA GG
150 AMSIL 31 F C Arg/Pro TT CC GG

P53: ArgArg gendtipo homozigoto selvagem, Arg/Pro genétipo heterozigoto, Pro/Pro
genotipo homozigoto variante; MDM2: TT genétipo homozigoto selvagem, TG gendtipo
heterozigoto, GG gendtipo homozigoto variante; BCL2: CC genétipo homozigoto
selvagem, CA genétipo heterozigoto, AA gendtipo homozigoto variante; BAX: GG
genotipo homozigoto selvagem, GA genétipo heterozigoto, AA gendétipo homozigoto

variante
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