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Editorial

Gilles Landman

E com muita honra que
assumo, a convite da Dra.
Bianca Costa Soares de
S4, presidente do GBM,
o cargo de editor deste
Boletim.

Esta é uma publicacao
com grande penetracdo
no meio médico brasileiro, utilizada por
muitos que tém no Boletim um veiculo
de atualizacdo de condutas e melhoria
do conhecimento nesta drea tao dificil
da medicina.

Aproveito a oportunidade também pa-
ra agradecer a gentileza do Dr. Alberto
Wainstein que, mesmo tendo encerra-
do seu competente mandato como Edi-
tor, aceitou continuar no comando até
que eu terminasse atividades académi-
cas que demandaram imenso esforco e
dedicagao e impediram que assumisse
efetivamente a editoria.

Nesta edicdo do Boletim, a pesquisado-
ra brasileira Patricia Possik, hoje radicada
na Holanda, faz uma andlise critica sobre
a terapia-alvo para BRAF e expde meca-
nismos moleculares que poderiam expli-
car a resisténcia em grande ndmero de
pacientes, embora iniciem com resulta-
dos espetaculares, mesmo quando ha evi-
déncias de disseminagao macica do me-
lanoma. Este foi o tema mais debatido
no Ultimo congresso da Society for Mela-
noma Research (SMR), ocorrido na cida-
de de Tampa, em novembro de 201 I.
Agradecemos o Prof. Boris Bastian, presi-
dente da Society for Melanoma Research
(www.societymelanomaresearch.org),
por autorizar o GBM a reproduzir textos
publicados no newsletter da instituicdo.
Transcrevemos aqui parte da matéria so-
bre os destaques do Congresso da SMR.
Ainda neste ndmero, temos também a
palavra da Presidente e do Ombudsman.
Quero terminar incentivando a participa-
¢ao no Boletim, seja na forma de peque-
nas notas ou de artigos de revisao, ou
mesmo de descricdo de casos ilustrati-
VoS que possam trazer algum ensinamen-
to aos leitores.

Boa leitural
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Inibidores de BRAF na era
da terapia-alvo

Patricia Abrao Possik, PhD

Bidloga, doutora em ciéncias em Oncologia, pela Fundacao Antdnio Prudente,
atualmente Pds-Doutorado no Netherlands Cancer Institute, em Amsterdam.

Céncer € uma das pato-
logias mais temidas atual-
mente devido a caréncia
de tratamentos que be-
neficiem uma grande par-
cela de pacientes e, prin-
cipalmente, que propi-
ciem a cura definitiva da
doenca. Do ponto de vista celular; o de-
senvolvimento do cancer pode ser des-
crito de forma simplificada como o cres-
cimento descontrolado das células de
um determinado tecido ou drgdo. Do
ponto de vista molecular; entretanto, a
quantidade de genes e proteinas envol-
vidos neste descontrole contribuem para
tornar o cancer um enigma para médi-
cos e cientistas em busca de melhores
estratégias de tratamento.

Uma das caracteristicas moleculares mais
comuns na maioria das neoplasias huma-
nas € a ativacdo da via de MAP Quinase
(MAPK). Em uma célula normal, estimu-
los extracelulares, como fatores de cres-
cimento, se ligam a receptores Tirosina-
Quinases (RTK) que consequentemente
ativam vias subsequentes, como a MAPK
e PI3 Quinase (PI3K). A sinalizagdo no
meio intracelular se inicia através da ati-
vacdo de protefnas da familia RAS
(NRAS, HRAS, KRAS). Para ativar a via
de MAPK, RAS promove a dimerizagao
e localizacio na membrana celular de
membros da famflia RAF (ARAF, BRAFR
CRAF), iniciando uma cascata de sinali-
zacdo via fosforilagdo de proteinas como
MEKI, MEK2 e ERK. ERK finalmente é
capaz de levar este sinal para o interior
do nlcleo e ativar a expressao de fatores
de transcricao importantes para a ativa-
¢do de genes envolvidos em diversos pro-
cessos celulares vitais, como por exem-
plo proliferacao e diferenciacao celular.
A ativacdo constitutiva da via de MAPK

se dd principalmente devido a mutagdes
nos genes que codificam NRAS, KRAS,
BRAF ou RTKs, como por exemplo C-KIT
e ERBB4. Como consequéncia, células
tumorais se mantém em um processo de
proliferacao celular desenfreado, o que é
ilustrado pelo crescimento descontrola-
do do tumor. Em melanoma, a via MAPK
€ mais comumente ativada devido a mu-
tacdo no gene BRAF (aproximadamente
50% dos pacientes) ou em NRAS (aproxi-
madamente 20% dos pacientes). A mu-
tacdo em BRAF mais comum em mela-
noma resulta na substituicdo do amino-
acido Valina por um Acido Glutdmico na
posicdo 600 da proteina (BRAFV60OE),
levando a sua ativagdo constitutiva.

Se por um lado estas mutacdes confe-
rem as células tumorais independéncia de
fatores externos que estimulam sobre-
vivéncia e proliferagdo, por outro lado,
estas células mutantes tornam-se depen-
dentes da ativagdo desta via. Isto €, a
célula tumoral n3o € capaz de sobreviver
perante a inibicdo de membros chaves
da via de MAPK, como por exemplo
BRAF ou MEK. Tal fenébmeno recebe o
nome de "Dependéncia de Oncogenes”
e vem sendo intensamente explorado
por pesquisadores como uma estratégia
terapéutica antitumoral.

Tratamentos que exploram o principio
da chamada “Dependéncia de Oncoge-
nes” sao chamadas terapias-alvo e, re-
centemente, o desenvolvimento de inibi-
dores especfficos para a forma mutante
da oncoproteina BRAF colocou melano-
ma no espectro dos tumores beneficia-
dos com tal modelo de terapia. A gran-
de vantagem destes inibidores € a es-
pecificidade para a forma mutante da
proteina, tendo pouco ou nenhum efei-
to na forma normal (sem a mutacdo).
Assim, células normais ndo sao afetadas
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pelo firmaco, minimizando os efeitos
colaterais do tratamento e permitindo o
uso de doses altas e mais efetivas.

Os resultados de estudos clinicos com
inibidores de BRAF mutante foram ex-
tremamente positivos, com regressao do
tumor em mais de 70% dos pacientes.
Comparado a outros agentes quimio-
terdpicos, como Dacarbazina, que bene-
ficia em torno de 0% dos pacientes, es-
ta estratégia terapéutica mudou a pers-
pectiva do tratamento do melanoma'”
Entretanto, eventualmente a maioria
destes tumores reincidem e a taxa de
sobrevivéncia livre de progressao tumo-
ral apds o tratamento € de aproximada-
mente de 6-7 meses. O desejo € que es-
te perfodo livre da progressdo se esten-
da ainda mais, melhorando morbidade e
aumentando a sobrevivéncia, dai’ a ne-
cessidade de entender os diferentes me-
canismos moleculares que levam ao de-
senvolvimento de resisténcia das células
tumorais ao tratamento e consequente
recidiva do tumor.

A combinacdo de estudos moleculares,
celulares e clinicos tem contribuido valio-
samente para a investigacdo das melho-
res estratégias para controlar a resistén-
cia a inibicdo de BRAF Muitos destes
estudos revelam que embora os meca-
nismos sejam diversos e envolvam dife-
rentes genes e vias, a ativacdo da via de
MAPK parece ser uma caracteristica co-
mum nas células de melanoma que ad-
quirem resisténcia. Isto &, as células tumo-
rais encontram outra maneira de ativar
a cascata de sinalizagdo que assegura a
sua proliferacdo descontrolada e resistén-
cia a apoptose.

Estudos clinicos demonstraram que a res-
posta ao tratamento com inibidores de
BRAF depende da inibicdo quase com-
pleta (80%) de ERK no tumor®. Estudos
adicionais com linhagens celulares cor-
roboram com estes achados. Células de
melanoma que adquirem resisténcia a ini-
bicdo de BRAF rapidamente recuperam
os niveis fosforilacio de ERK e conse-
quente ativagao da via, 0 que permite a
estas células escapar da apoptose asso-
ciada ao inibidor**

A pergunta que surge é:como as células
de melanoma sdo capazes de recuperar
a ativacdo de ERK? Diversos estudos tém
apontado para o papel fundamental da di-
merizacdo de RAF neste fendmeno. BRAF
mutante pode formar dimeros com BRAF
sem a mutacdo ou ainda com outros
membros da familia, como CRAF. Pouli-
kakos e colaboradores demonstraram
que a ligacdo do inibidor de BRAF a um
dos membros do dimero, no caso a pro-
tefna mutante, promove uma mudanca
conformacional que leva a ativagao do
outro e consequente ativagdo da via
MAPK’. Assim, células com elevada capa-
cidade de dimerizacao de RAF apresen-
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tariam insensibilidade aos inibidores de
BRAF. De fato, pesquisadores observa-
ram que a expressdao de CRAF confere
protecdo das células tumorais a inibicao
de BRAF" enquanto que sua auséncia sen-
sitiva as células ao inibidor® Estes acha-
dos sugerem a importancia de bloquear
outros membros da familia RAF para
aumentar a eficacia do tratamento.

A atividade de RAS ¢é crucial na for-
macdo dos dimeros de RAF. Mutacdes
em BRAF e NRAS, embora comuns em
melanoma, sdo mutuamente exclusivas.
Assim, em células com BRAF mutante a
sinalizacdo via RAS é baixa. Entretanto,
Nazarian e colaboradores identificaram
a presenca de mutagdes em NRAS em
células que desenvolveram resisténcia a
inibicio de BRAF mutante

A ativacdo de um outro fator capaz de in-
duzir incessantemente a via MAPK inde-
pendente de RAS e RAF COT, repre-
senta mais mecanismo de resisténcia a
inibicdo de BRAF mutante. Pesquisado-
res ainda identificaram mudancas genéti-
cas adicionais com ganho de nimero de
cépias do gene COT e o aumento de ex-
pressao da proteina em células de mela-
noma resistentes aos inibidores de BRAF’
Embora em menor frequéncia, quando
comparado a BRAF e NRAS, muta¢des
em MEKI1/2 ocorrem em 8% dos mela-
nomas.” Como a presenca de mutacoes
em MEK| poderia explicar a ativagdo da
via MAPK, pesquisadores investigam a
presenca destas afteracdes genéticas em
melanomas resistentes a inibidores de
BRAF.Wagle e colaboradores analisaram
um tumor obtido de um paciente que
desenvolveu resisténcia apds resposta ini-
cial dramdtica. Os pesquisadores obser-
varam a presenga de uma mutagdo em
MEK| capaz de aumentar a atividade
desta quinase e conferir resisténcia a ini-
bicao de BRAF ou MEK em linhagens ce-
lulares de melanoma.”® Estes achados es-
tdo de acordo com os resultados do gru-
po de Keiran Smalley, no Moffitt Cancer
Center na Florida, que observaram que
a inibicdo combinada de MEK e BRAF
inibe a aquisicdo de resisténcia.’ Entre-
tanto, Roger Lo, da Universidade da Ca-
lifdrnia em Los Angeles, descreveu re-
suftados conflitantes durante o Congres-
so Internacional de Melanoma 201 | (SMR
201 1). De acordo com seus dados, mu-
tagdes em MEKI| co-ocorrentes com
mutacdes em BRAF ndo reativam a via
MAPK ou conferem resisténcia na pre-
senca de inibidores de RAF.

Embora muitos estudos tenham explo-
rado a teoria de que a resisténcia a tera-
pia poderia ser explicada pela presenca
de uma pequena populagao de células
tumorais sem a mutacao em BRAF co-
existindo com células com BRAF mutan-
te, evidéncias para tal fenémeno nunca
foram relatadas. A existéncia de altera-

¢Oes adicionais no préprio gene BRAF
também € alvo de intensa investigagdo.
Embora a insercio artificial de mutacGes
adicionais em BRAF confira resisténcia
aos inibidores', tais mutacdes ainda ndo
foram encontradas em pacientes com
recidiva ou em linhagens celulares com
resisténcia inata ou adquirida. Entretanto,
recentemente, Poulikakos e colaborado-
res identificaram a presenca de uma for-
ma alternativa da proteina BRAFV600E
em células de melanoma resistentes ao
tratamento. Estes achados foram confir-
mados em pacientes que apresentaram
progressao do tumor pds-tratamento. A
forma alternativa de BRAFVEOOE, de me-
nor peso molecular; possui capacidade
de dimerizacdo aumentada, o que lhe
confere a habilidade de manter a via
MAPK ativada na auséncia de RAS. Estes
achados sugerem mais uma vez que cé-
lulas resistentes a inibicdo de RAF sejam
sensiveis a inibidores de outros compo-
nentes da via, como por exemplo inibi-
dores de ERK e MEK.”?

A expressao elevada de RTK, como
PDGFRB® ou IGFR?, em melanomas in-
sensiveis a inibicio de BRAF também vem
sendo revelado como um potente me-
canismo de resisténcia. Além de contri-
buir para o aumento de ativacdo de RAS
e consequente dimerizacao de RAF e
ativacdo da via de MAPK| a expressao
destes receptores pode também ativar
vias paralelas, como a de PI3K, aumen-
tando as chances da célula encontrar
mecanismos que |he confiram resistén-
cia. Consistentemente, células resistentes
a inibicdo de BRAF que apresentam ex-
pressao elevada de PDGFR possuem
as vias de MAPK e PI3K ativadas e a ini-
bicdo de ambas confere um efeito aditi-
vo marcante.”

A via de PI3K é comumente ativada em
melanoma e evidéncias indicam que a
perda de PTEN' ou ativagdo de AKT3"
aumentam a resisténcia a inibicio de BRAFR
Outro estudo recente demonstrou que
a resisténcia de células de melanoma a
inibidores de RAF e MEK esta relaciona-
da a ativacdo da via PI3K'® Durante o
SMR201 |, nosso grupo, do Netherlands
Cancer Institute, em Amsterdam, apresen-
tou dados similares, em que observamos
que a inibicdo da via de PI3K em células de
melanoma afeta a proliferacdo celular e
aumenta o efeito dos inibidores de BRAF
Outro trabalho descrito durante o
SMR201 | descreve o papel do fator de
transcricdo FOXD3 na resisténcia aos
inibidores de RAF. O grupo de Andrew
E Aplin, da Thomaz Jefferson University,
na Filadélfia, ja havia publicado um estu-
do demonstrando que a regulacdo posi-
tiva de FOXD3 confere resisténcia a ini-
bicdo de BRAF em células de melano-
ma."” Durante o Congresso, o pesquisa-
dor apresentou novos achados que iden-
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tificam o RTK ERBB3 como alvo direto
de FOXD3.Além do mais, a inibicdo com-
binada de BRAF e ERBB3 em linhagens
celulares e em modelos animais demons-
trou efetividade superior a inibicdo de
exclusiva de BRAF,

Em conclusao, embora o entusiasmo ini-
cial pelo sucesso de inibidores de BRAF
no tratamento de melanoma tenha sido
ofuscado pelo desenvolvimento de resis-
téncia, grupos de pesquisa no mundo
todo tém se esforcado em entender os
mecanismos que levam a tal fendémeno.
O objetivo comum deste esfor¢o € de-
senvolver estratégias que evitem ou atra-
sem o desenvolvimento de resisténcia a
estes inibidores e aumente assim a efica-
cia do tratamento. Estd cada vez mais
claro, entretanto, que a heterogeneidade
genética das células tumorais escondem
incontdveis mecanismos que podem con-
ferir resisténcia ao tratamento. Se as pes-
quisas continuarem nesta direcdo é pre-
visto um futuro de terapias personaliza-
das. Neste cendrio, pacientes serdao sub-
metidos a deteccio de mutacdes ou
outras alteracdes moleculares especffi-

cas que possam conferir opcdes tera-
péuticas e antever o sucesso de deter-
minado tratamento.
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ATUALIZACAO

Highlights of novel herapies

As presented at the SMR 2011 Congress
Este artigo é uma transcricdo parcial do SMR Newsletter 201 [ (15):p.3-7, autorizado pelo Presidente, Prof. Boris Bastian.

immunotherapy. The different mecha-
nisms of these two distinct therapies
emphasize their complementarities, rais-
ing hopes of longer lasting, more effective
therapeutic effects. For example, where-
as kinase inhibitors affect preferentially
dividing cells and effects are rapid, lympho-
cytes and antibodies attack both dividing
and non-dividing cells and effects often oc-
cur delayed.And, importantly,Vemurafenib
has shown to increase T cell activity (A
Ribas, UCLA Medical Center, Los Angeles,
CA), suggesting its combined use with
immunomodulators such as vaccines.

This conference focused on the kinase
mutant BRAF cKit kinase is another
promising target with therapeutic poten-
tial for acrallentiginous melanoma, pre-
sented by B. Bastian (UCSF Cardio-
vascular Research Institute, San Francis-
co, CA) and G. McArthur (MacCallum
Cancer Center, Melbourne, Australia).

Targeting BRAF-V60OE with drug or
immunotherapy has been hampered by
the unavailability of appropriate animal
tumor models. Recently, transgenic mouse
models of mutant BRAF have been devel-
oped and experimental therapies target-
ing this molecule in vivo have just begun
(M. McMahon, UCSF Helen Diller Family
Comprehensive Cancer Center, San Fran-

cisco, CA; D. Fisher, Massachusetts General
Hospital, Boston, MA; M. Bosenberg, Yale
Univ. School of Medicine, New Haven, CT).
During the last two decades melanoma
vaccines have been a major focus of
immunotherapeutic approaches for this
disease. But all vaccines tested failed in
phase Il randomized control trials. It
remains to be seen whether initial
promising results with the MAGE-3 vac-
cine will prove significant in phase Il tri-
als (P Lorigan, University of Manchester,
Manchester, England). Focusing the
immune response on one tumor antigen
may not be sufficient for induction of
long lasting tumor regression, although
epitope spreading has been a common
phenomenon seen in tumor vaccina-
tions. In contrast, broad lymphocyte stim-
ulation by unleashing T cell blockade with
antibodies may induce immunity to a
large host of tumor antigens which in
turn may be therapeutically more effec-
tive than initial targeting of a single anti-
gen. The 41BB (CD147) lymphocyte-asso-
ciated antigen is a novel target to induce
T cell activation and expansion in cultures
of tumorinfiltrating lymphocytes and will
be included in clinical trials soon.
Contributed by Dorothee Herlyn, DVM,
DSc, The Wistar Institute, Philadelphia, PA.

3



Iniciamos nossas ativida-
des de 2012 com a reu-
nido cientifica do dia 10 de fevereiro, sob
a coordenacao do Dr. Marcus Maia, da
Santa Casa de Sdo Paulo. E importante
lembrar que todas as reunides mensais
ja tém suas datas determinadas e serdo
divulgadas no nosso site e também por
e-alerts. Gostarilamos de contar com a
participacdo dos sécios de todas as
regides do pais. Os mesmos poderdo
assistir por video-streaming, através do
nosso site, e participar via chat ao vivo.
As reunides serdo gravadas e estardo
disponiveis no site para aqueles que nao
puderem participar ao vivo.

Bianca Costa Soares de Sa

Uma noticia importante é a aprovagao
do medicamento Vemurafenib, da Roche,
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sani-
tdria (Anvisa). Ainda ndo temos os deta-
lhes dos dados da comercializacdo do
produto no Brasil. Esta droga, juntamen-
te com o Ipilimumab e o GSK21 18436,
que estdo em processo de andlise para
liberacdo em nosso pals, inauguram uma
nova fase no tratamento do melanoma
metastdtico, bastante promissora, mas
ainda recente. Os pacientes que irdo se
beneficiar com o seu uso devem ser
muito bem selecionados e monitorados
através de equipe multidisciplinar

Lembramos que este ano, pela primeira

Por dentro do GBM

vez, o Brasil ird sediar o Congresso Mun-
dial de Cancer de Pele, sob a coordena-
¢do da Sociedade Brasileira de Derma-
tologia (SBD), Sociedade Brasileira de
Cirurgia Dermatoldgica (SBCD), Hospi-
tal AC Camargo e também o Grupo
Brasileiro de Estudos do Melanoma
(GBM). O evento serd em Sao Paulo, no
inicio de agosto, e contard com vérios
convidados nacionais e internacionais e
temas importantes em melanoma, in-
cluindo o Curso pré-congresso de Der-
matoscopia. As inscricdes estao abertas
no site wwwi.skincancer2012.com. Nao
deixem de aproveitar esta oportunidade
de atualizacdo em cancer da pele.

1 Estive no Uitimo dia 04

de fevereiro no Rio de
Janeiro, na reunido do Conselho Deli-
berativo da Sociedade Brasileira de
Dermatologia (SBD), para o inicio das
comemoracdes dos 100 anos da Soci-
edade. Em conversa com alguns cole-
gas sobre as atividades do GBM, exer-
cendo a fungdo de ouvidor — posicao
que assumi até agosto de 2013 — mais
de um colega comentou sobre a impor-
tancia dos cursos itinerantes que fo-
ram realizados no passado, pela atuali-
zacdo e a possibilidade de integracdo
com outras especialidades da regido,

Ombudsman

Mauro Enokihara

bem ao espitito multidisciplinar e multi-
céntrico que norteia o GBM, e sobre a
possibilidade de inserir dados no Re-
gistro Brasileiro sobre Melanoma. Co-
mentei que externaria as informacdes
nesta coluna, um dos canais de comuni-
cacdo com a Diretoria do GBM.

Por outro lado, sei que estas reivindica-
¢Oes estao na pauta de realizagdes que a
Diretoria, sob a Presidéncia da Dra. Bian-
ca Costa Soares de S4, quer realizar, e
que outra meta desta gestao € estimular
o preenchimento do Registro Brasileiro
de Notificacdo sobre Melanoma.

Em tempo, quero comentar também

sobre o site do GBM, pois outro dia
uma colega alertou sobre o site estar
desatualizado. Precisamos atualiza-lo,
colocar os Boletins e, uma sugestio:
colocar na drea destinada aos associa-
dos o conteldo das reunides mensais,
que estdo sendo transmitidas pela In-
ternet no site do GBM.

Por fim, um convite: vamos participar
do XIVWorld Congress on Cancer of
the Skin, sob a Presidéncia do Prof.
Marcus Maia, no perfodo de | a 4 de
agosto de 2012 em S3o Paulo, evento
onde o GBM € um dos organizadores
(Wwwiskincancer2012.com).
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de nanocapsulas biodegradaveis.
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