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RESUMO

De Siervi, VC. Avaliagao da aplicabilidade da expressao imuno-histoquimica do Ki-67 como
fator progndstico em melanoma cutaneo. [Dissertacdo]. S3o Paulo: Fundag¢dao Antonio

Prudente, 2025

Introdugdo: Melanoma, responsavel por cerca de 1% das neoplasias cutaneas, é um dos
tumores mais letais, com progndstico dependente de fatores como espessura tumoral e
ulceragdo. Ki-67, uma proteina nuclear que indica a atividade proliferativa celular, é um
marcador progndstico independente em varias neoplasias. Estudos sugerem uma relagao
entre Ki-67 e o progndstico do melanoma, mas os dados sao contraditérios. Objetivos: Avaliar
a relagdo entre a porcentagem de expressao de Ki-67, determinada por imunohistoquimica, e
os desfechos clinicos em melanoma cutaneo, incluindo sobrevida global e livre de recorréncia,
além de investigar sua associagao com o risco de metastase linfonodal. Metodologia: Estudo
observacional de coorte retrospectiva com pacientes diagnosticados com melanoma cutaneo
entre 2010 e 2018 no AC Camargo Cancer Center. A expressdao de Ki-67 foi avaliada por
imunohistoquimica. Andlises estatisticas foram realizadas com o software R (versdo 4.4.1),
incluindo testes do qui-quadrado, exato de Fisher, t de Student, Mann-Whitney e curva ROC.
Resultados: Foram analisados dados de 457 pacientes (média de idade: 53,6 anos; 53,6%
homens). A espessura mediana de Breslow foi de 1,1 mm (IQR: 0,7-2,0 mm), e ulceracgado foi
identificada em 16,6% dos casos. A analise ROC determinou um ponto de corte de 12,5% para
Ki-67, com sensibilidade de 92%, especificidade de 69,4% e acurdacia de 70,7% para prever a
sobrevida global. Na andlise multivariada, Ki-67 > 12,5% foi associado a maior risco de ébito
(HR 6,07; IC 95%, 1,33-27,64; p = 0,032), recidiva (HR 2,67; IC 95%, 1,21-5,90; p = 0,015) e
positividade do linfonodo sentinela (OR 3,11; IC 95%, 1,8-5,36; p < 0,001). Conclusao: Ki-67
>12,5% é um marcador progndstico independente para sobrevida global e sobrevida livre de
recorréncia, além de um preditor significativo de positividade do linfonodo sentinela em
pacientes com melanoma cutaneo, sugerindo seu valor na estratificacdo de risco e no manejo

terapéutico.

Palavras-chave: Melanoma maligno cutaneo. Antigeno Ki-67. Andlise de Sobrevida.

Progndstico. Linfonodo sentinela.



ABSTRACT

De Siervi, VC. Evaluation of the applicability of immunohistochemical expression of Ki-67 as
a prognostic factor in cutaneous melanoma. [Dissertation]. Sdo Paulo: Fundacdo Antonio

Prudente, 2025

Introduction: Melanoma, which accounts for approximately 1% of cutaneous neoplasms, is
among the most lethal tumors, with prognosis depending on factors such as tumor thickness
and ulceration. Ki-67, a nuclear protein that indicates cellular proliferative activity, is an
independent prognostic marker in various neoplasms. Studies suggest a relationship between
Ki-67 and melanoma prognosis; however, the data remain contradictory. Objectives: To
evaluate the relationship between the percentage of Ki-67 expression, determined by
immunohistochemistry, and clinical outcomes in cutaneous melanoma, including overall
survival and recurrence-free survival, as well as to investigate its association with the risk of
sentinel lymph node metastasis. Methods: Observational retrospective cohort study of
patients diagnosed with cutaneous melanoma between 2010 and 2018 at AC Camargo Cancer
Center. Ki-67 expression was evaluated by immunohistochemistry. Statistical analyses were
performed using R software (version 4.4.1), including chi-square, Fisher's exact test, Student's
t-test, Mann-Whitney test, and ROC curve analysis. Results: Data from 457 patients (mean
age: 53.6 years; 53.6% male) were analyzed. The median Breslow thickness was 1.1 mm (IQR:
0.7-2.0 mm), and ulceration was observed in 16.6% of cases. The ROC analysis identified a Ki-
67 cutoff point of 12.5%, with a sensitivity of 92%, specificity of 69.4%, and accuracy of 70.7%
for predicting overall survival. In multivariate analysis, Ki-67 >12.5% was associated with a
higher risk of death (HR 6.07; 95% Cl, 1.33-27.64; p = 0.032), recurrence (HR 2.67; 95% Cl,
1.21-5.90; p = 0.015), and sentinel lymph node positivity (OR 3.11; 95% Cl, 1.8-5.36; p <
0.001). Conclusion: Ki-67 >12.5% is an independent prognostic marker for overall survival and
disease-free survival, as well as a significant predictor of sentinel lymph node positivity in
patients with cutaneous melanoma. These findings highlight its value in risk stratification and

therapeutic management.

Keywords: Melanoma Cutaneous Malignant. Ki-67 antigen. Survival Analysis. Prognosis.

Sentinel Lymph Node.
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1.INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA ATUAL DO MELANOMA

Os melandcitos sdao células derivadas, embriologicamente, da crista neural e estdo
diretamente envolvidos na carcinogénese dos melanomas, que podem acometer tanto a pele
quanto as mucosas'. Embora representem apenas 1% dos tumores de pele, os melanomas sdo
considerados entre os mais letais, conforme relatado pela American Cancer Society?. No
Brasil, segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), o melanoma foi responsavel por
1.835 6bitos em 2017, com uma estimativa de 8.980 novos casos anuais para o triénio de 2023
a 20253, Em nivel internacional, destaca-se o aumento progressivo no diagndstico de
melanoma cutaneo, frequentemente atribuido a um rastreio mais intenso e a maior
sensibilidade dos dermatologistas em indicar bidpsias de lesdes suspeitas. Os niumeros sao
alarmantes: entre 1990 e 2019, houve um aumento de 170% na incidéncia global de
melanoma, totalizando 289.950 novos casos. Contudo, apesar do crescimento no nimero de
diagnodsticos, observa-se que a mortalidade permaneceu estavel," (Figura 1). Com a
projecdo de 510.000 novos casos até 2040, o melanoma caminha para se consolidar como um
problema de saude publica em determinadas regides do mundo™. Esses dados reforgcam a
urgéncia de pesquisas voltadas a compreensdo dos fatores progndsticos e ao

desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes.
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Figura 1 — Graficos de incidéncia e morte por melanoma entre 1975 e 2015
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Fonte: WELCH, H. G., 20213 .

Legenda: Imagem A evidencia o aumento no nimero de diagndsticos de melanoma invasivo e in situ ao longo
das décadas. A figura B expde o aumento na incidéncia de melanoma contrastando com a estabilidade na taxa
de mortalidade ao longo dos anos.

1.2 FATORES PROGNOSTICOS NO MELANOMA

A andlise dos fatores que influenciam o progndstico do melanoma evidencia a importancia
dos critérios estabelecidos pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) em sua 82 edicdo.
Ha alguns anos, esta bem estabelecido que a espessura tumoral (Breslow) é o fator de maior
impacto no tumor primario. Contudo, na pratica diaria, a presenca de ulceracdo no laudo
anatomopatoldgico chama atengdo. Esse fator tem especial importancia, pois interfere
diretamente na sobrevida especifica do melanoma e na sobrevida global, especialmente em

tumores mais finos!®. Somados ao Breslow, esses dois fatores definem o estadiamento T%.

Embora o indice mitdtico ndo faca mais parte do estadiamento na 82 edicdo da AJCC, ele
continua a influenciar os desfechos clinicos dos pacientes diagnosticados e é reconhecido pela
AJCC como um fator prognéstico relevante. Outro elemento crucial presente no laudo inicial
da bidpsia é a satelitose, que, quando identificada, coloca o paciente diretamente em um
estadiamento clinico Ill, alterando significativamente as expectativas de sobrevida®. Apesar
das controvérsias observadas em estudos, a descricdo de regressdao tumoral nos laudos de

patologia parece atuar como fator preditivo de melhores desfechos clinicos*®.



11

Além desses, fatores como idade, sexo, localizacdo anatémica, caracteristicas patoldgicas e
status mutacional (BRAF e NRAS) também desempenham um papel relevante no progndstico

do melanoma®, ¢, 7, &.

O desenvolvimento de ferramentas moleculares tem ampliado a avaliagdo de fatores
progndsticos, permitindo ir além dos critérios clinicopatoldgicos tradicionais. O estudo
de Bittner et al. (2000), que analisou a classificagdo molecular do melanoma cutaneo por meio
de perfis de expressdo génica (GEP), inaugurou uma nova abordagem para predizer o risco de
metastase nesse tumor?>. Posteriormente, a metanalise conduzida por Greenhaw et al.
(2020), que revisou trés estudos previamente publicados, demonstrou que o teste baseado
no perfil de expressao de 31 genes foi capaz de identificar pacientes com risco aumentado de
metdstase de melanoma, independentemente de varidveis clinicopatoldgicas. Além disso, em
alguns casos, o teste reclassificou pacientes previamente designados como de baixo risco para
alto risco?®. Entretanto, ainda ndo ha recomendacdo formal por parte do NCCN ou
da American Academy of Dermatology para o uso rotineiro desses testes, uma vez que as
evidéncias disponiveis sao consideradas insuficientes para respaldar sua utilizagdao e

aplicabilidade clinica?’,%8.

Outra ferramenta de analise progndstica, utilizada tanto para desfechos clinicos quanto para
a possivel positividade do linfonodo sentinela, € o nomograma. Essas ferramentas graficas
simplificam andlises matematicas complexas ao integrar fatores progndsticos e caracteristicas
intrinsecas do tumor em modelos estatisticos, permitindo estimar a probabilidade de
desfechos especificos. Atualmente, diversos nomogramas sao aplicados na pratica clinica,
como os desenvolvidos pelo Memorial Sloan Kettering Cancer Center, pelo Melanoma
Institute of Australia e pelo AC Camargo Cancer Center. Esses nomogramas, amplamente
utilizados para prever a positividade do linfonodo sentinela, apresentam caracteristicas
distintas e aplicagdes especificas dependendo da populagao avaliada. Eles auxiliam na tomada
de decisdao clinica, oferecendo suporte essencial para o manejo personalizado do

melanoma?°,303,
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Fica evidente que, a medida que aprofundamos o conhecimento sobre as caracteristicas
intrinsecas do melanoma e sua relacdo com os desfechos clinicos, tornamo-nos mais
capacitados para predizer, de forma precisa, a evolugao da doenga. Essa compreensao
avangada ndo apenas melhora a estratificagao de risco e o planejamento terapéutico, mas
também possibilita o desenvolvimento de intervengdes personalizadas que podem impactar
positivamente os resultados clinicos, incluindo o aumento das taxas de sobrevida e, em casos

especificos, a possibilidade de cura.

1.3 O Ki-67: HISTORIA, EVOLUGAO E APLICACAO NO MELANOMA CUTANEO E OUTRAS
NEOPLASIAS

Em 1983, o Dr. Johannes Gerdes publicou um artigo descrevendo um anticorpo monoclonal
de camundongo especifico para um antigeno nuclear presente exclusivamente em células em
mitose. O nome Ki-67 foi atribuido porque essa molécula foi identificada na cidade de Kiel,
Alemanha, e clonada a partir do 672 alvéolo de uma placa de microtitulagdo®?,3. O
reconhecimento dessa proteina nuclear por imunohistoquimica em parafina exigiu diversos
estudos até a padronizacdo do uso do anticorpo anti-Ki-67, denominado MIB1 (Figura 2), que

tem sido amplamente utilizado de forma universal ha mais de 30 anos33.
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Figura 2 - Fotomicrografia de dois melanomas analisados por imunohistoquimica utilizando o
anticorpo monoclonal MIB-1.

Fonte: Hazan C. et al., 2002*

Legenda: (A) Caso 1, 0,5 mm de espessura, corado com MIB-1, aumento de 100x. Note a reatividade nuclear
positiva nas células de melanoma. (B) Caso 2, 0,4 mm de espessura, corado com MIB-1, aumento de 200x. A
reatividade nuclear estd presente em algumas células de melanoma (setas preenchidas) e em varios
queratindcitos (setas vazadas)®.
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O Ki-67 (marcador de proliferacdo Kiel 67) é uma proteina nuclear codificada pelo gene MKI67,
localizado no cromossomo 10g26.2. A expressao do Ki-67 ocorre exclusivamente durante as
fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), estando ausente na fase de quiescéncia

celular (G0)', como demonstrado na figura 3.

Figura 3 — Expressao de Ki-67 por niveis de mRNA ao longo do ciclo celular
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Fonte: Uxa S. et al., 2021°°,
Legenda: A expressao de Ki-67 nos niveis de mRNA e proteina atinge seu maximo nas fases G, e M do ciclo
celular®®,

A taxa de expressao de Ki-67 é amplamente reconhecida como um marcador de atividade
proliferativa celular, sendo amplamente estudada em diversos tipos tumorais, incluindo o
cancer de mama (figura 4), onde ja foi estabelecido como um valor progndstico independente

para a sobrevida global®.
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Figura 4 — Representagdes de amostras teciduais de um microarray demonstrando quatro
categorias de marcacao de Ki-67 no cancer de mama

Fonte: Raap M. et al., 2017
Legenda: Baixa marcagdo (£10%; a), intermediaria baixa (>10 e <15%; b), intermedidria alta (>15 e <25%; c) e alta
(225%; d), respectivamente (imuno-histoquimica para Ki-67, técnica da peroxidase) 3

Apesar do grande volume de estudos relacionados ao cancer de mama, ainda persistem
inconsisténcias nos métodos de quantificacdo e interpretacdo deste marcador™. Essas
dificuldades decorrem, sobretudo, da falta de padronizacdo na analise do Ki-67, tanto entre
avaliadores quanto entre laboratdérios, o que resulta em variabilidade nos resultados e
prejudica a comparagdo entre estudos, além de limitar a validade externa dos achados. Para
tentar contorna essa dificuldade se criou o Grupo Internacional de trabalho de Ki-67 no cancer

de mama afim de propor métodos de padronizagdo em sua analise?,

Outra neoplasia em que o Ki-67 se destaca como um marcador prognodstico de grande

relevancia sdo os tumores neuroenddécrinos (TNE) — Figura 5. Em TNE pancreaticos,
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juntamente com outros fatores, o Ki-67 exerce influéncia negativa sobre a sobrevida global e

a sobrevida livre de recorréncia?®.

Figura 5 — Representacdes de bloco de células de tumor neuroenddcrino pancredtico (Pan
NET) e expressdo de Ki-67 por imunohistoquimica.

Fonte: Kalantri S. et al., 2020°*

Legenda: a) Sec¢do de bloco de células de tumor neuroenddcrino pancreatico (Pan NET) derivado de material
aspirado por agulha fina (coloragdao de hematoxilina e eosina, x20) (b) Pan NET G1 com positividade de Ki-67
<3%, bloco de células (c¢) G2 com positividade de Ki-67 entre 3-20%, bloco de células (d) G3 WD Pan NET com
positividade de Ki-67 >20%, bloco de células (e) G3 WD Pan NET com positividade de Ki-67 >20%, esfregaco e (f)
G3 PD Pan NET com positividade de Ki-67 >20%, bloco de células®?

Quando se observa a literatura acerca do uso do Ki-67 e seus impactos nos desfechos clinicos
do melanoma, estudos sugerem uma relagdo positiva entre a expressao imuno-histoquimica
do Ki-67 e a piora na sobrevida, indicando que este marcador pode ser util como fator

progndstico independente no melanoma maligno™.

InvestigacOes prévias que exploraram essa associacdo em pacientes com melanoma tém
apresentado resultados contraditérios™. O estudo mais recente sobre o tema, publicado em
2024, que analisou uma amostra de mais de 400 pacientes com melanoma acral, trouxe
novamente aten¢do ao marcador, ao demonstrar taxas de sobrevida global significativamente

menores em pacientes com alta expressdo de Ki-67%".
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Contudo, os demais estudos que correlacionam a expressao de Ki-67 com o progndstico do
melanoma geralmente derivam de amostras pequenas. Mesmo os estudos publicados mais
recentemente avaliaram exclusivamente o melanoma acral, que, sabidamente, apresenta
caracteristicas genéticas distintas dos demais melanomas cutdneos?2223, Essa especificidade

limita a aplicabilidade pratica desses achados na clinica diaria.
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2.JUSTIFICATIVA

O melanoma cutaneo é uma das neoplasias cutaneas mais letais, com um aumento
significativo na sua incidéncia global. Apesar dos avangos no diagndstico e no manejo clinico,
a estratificacdo progndstica ainda enfrenta desafios, especialmente em relacao a aplicacdo de
marcadores moleculares, como o Ki-67. Embora amplamente utilizado em outras neoplasias,
como o cancer de mama, o papel progndstico do Ki-67 no melanoma cutaneo permanece
controverso, principalmente devido a auséncia de padronizagao em sua analise e a limitagao

de estudos robustos e com amostras significativas.

Neste contexto, propomos a realizagao de um estudo de coorte transversal, retrospectivo e
unicéntrico, com um numero amostral elevado, para investigar a relagao entre a expressao
imuno-histoquimica do Ki-67 e os desfechos clinicos em pacientes com melanoma cutaneo.
Além disso, buscamos avaliar a associagdo entre o Ki-67 e positividade do linfonodo sentinela,
com o objetivo de consolidar o entendimento sobre sua relevancia clinica e contribuir para o
aprimoramento das estratégias de estratificagdo de risco e manejo terapéutico desta

neoplasia.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Primario

Avaliar a relagao entre a porcentagem de expressao de Ki-67, determinada por analise imuno-
histoquimica no laboratério de patologia do AC Camargo Cancer Center, e os desfechos
clinicos em melanoma cutaneo, especificamente sobrevida global e sobrevida livre de

recorréncia.

3.2 Objetivos Secundarios

Avaliar a relagao entre a porcentagem de expressao de Ki-67, determinada por analise imuno-
histoquimica, e o risco de metastase linfonodal, conforme avaliado durante a pesquisa do

linfonodo sentinela.



4.MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Estudo observacional tipo coorte retrospectiva com dados de uma Unica instituicao

periodo de 2010 a 2018.

4.1.1 Critérios de inclusdao

20

no

- Pacientes diagnosticados e tratados por melanoma cutaneo invasivo de qualquer

subtipo e espessura no periodo de janeiro de 2010 a Dezembro de 2018 no AC

Camargo Cancer Center;

- Realizagdao de imuno-histoquimica com porcentagem de expressao de Ki-67 na anadlise

patologica.

4.1.2 Critérios de exclusao
- Melanomas nao-cutaneos;

- Auséncia de avaliagao do Ki-67;

4.2 Avaliacao do indice de proliferagao celular

A analise da expressao do Ki-67 foi realizada no laboratério de Anatomia Patoldgica do

A.C. Camargo Cancer Center seguindo protocolo institucional padronizado.

Fase pré-analitica: As amostras tumorais foram fixadas imediatamente apds a recepgao
em solugdo de formalina tamponada a 10%, por até 48 horas. Em seguida, foi realizado o
processamento tecidual com recuperagdo de epitopos utilizando o método HRP
polimérico livre de biotina, e contra-coloragao com hematoxilina. A coloragao imuno-
histoquimica foi realizada de forma automatizada, em equipamento especifico, seguindo
os protocolos do fabricante (Roche-Ventana®). O anticorpo utilizado para a detecgdo do
Ki-67 foi o clone 30-9 (Roche-Ventana®). Como controle interno de qualidade, utilizou-se
tecido linfatico contendo centro germinativo folicular ativo, reconhecido por sua alta

atividade proliferativa. As laminas histolégicas e os blocos de parafina foram armazenados



21

em arquivos padronizados, conforme as normas da Vigilancia Sanitaria e da Sociedade

Brasileira de Patologia.

Fase analitica: A quantificagao da expressao do Ki-67 foi realizada exclusivamente por
patologistas com especializagdo em dermatopatologia, sem necessidade de segunda
avaliagdo. A contagem considerou apenas as células tumorais com marcagao nuclear
positiva, analisadas em campos de grande aumento (400x), selecionados em areas de
maior atividade proliferativa (“hot spots”). Foram avaliados pelo menos 10 campos
consecutivos, com posterior conversdo da contagem para mm?, de acordo com a

calibragdo padronizada do microscépio utilizado no servigo.
4.3 Avaliagao de riscos do estudo

Os pacientes foram inicialmente selecionados a partir de uma lista com diagndsticos de
melanoma elaborada pelo laboratdério de patologia da instituicdo. Em seguida, os dados
foram coletados a partir do registro hospitalar, utilizando um banco de dados previamente
anonimizado pelo Departamento de Oncologia Cutanea do A.C. Camargo Cancer Center.
A coleta foi realizada pelo aluno de mestrado e demais integrantes do estudo,

assegurando-se a confidencialidade das informacdes dos pacientes.
4.4 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Por se tratar de trabalho retrospectivo em registro de dados permanente do

departamento, foi dispensado o termo de consentimento livre e esclarecido.
4.5 Variaveis do estudo

As variaveis clinicas, terapéuticas e patolégicas, coletadas durante o estudo, estdo listadas
no Apéndice 1. Em relagao a avaliagdo imuno-histoquimica de Ki-67 foram considerados
positivos os casos que tiveram a expressao nuclear da proteina, a qual foi quantificada em
porcentagem (%) conforme protocolo de avaliagdo da rotina do laboratério de patologia

da instituigao.
4.6 Comité de Etica e Pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (Parecer n? 5.923.943, de
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03/03/2023). A coleta de dados teve inicio apds a aprovagdo, com base em banco de dados
previamente anonimizado, fornecido pelo Departamento de Oncologia Cutanea do AC
Camargo Cancer Center. O processo foi conduzido pelo aluno de mestrado e
colaboradores, com base em registros hospitalares, assegurando a confidencialidade das

informacdes. (Anexo 1)

4.7 Metodologia estatistica

As analises estatisticas, baseadas em dados coletados entre 2010 e 2018, foram realizadas
utilizando o software R (versdo R 4.4.1). As estatisticas descritivas foram apresentadas em
termos de frequéncias, médias e desvios-padrdo das varidveis de interesse. As associacdes
entre variaveis qualitativas foram avaliadas por meio dos testes do qui-quadrado e exato
de Fisher, enquanto as rela¢des entre médias e medianas de variaveis quantitativas foram
conduzidas utilizando os testes t de Student, Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Em todas as

analises, considerou-se um valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo.

A curva ROC foi utilizada, juntamente com a andlise da drea sob a curva (AUC),
sensibilidade, especificidade e acuracia, para determinar os pontos de corte (cutoff) mais
adequados para os desfechos de interesse, assim como para prever a positividade do

linfonodo sentinela.

Os desfechos avaliados incluiram sobrevida global (SG) e sobrevida livre de recorréncia
(SLR) em relacdo a expressdo de Ki-67. As curvas de Kaplan-Meier foram utilizadas para
estimar as probabilidades de SG e SLR, comparando os grupos de Ki-67 alto e Ki-67 baixo,
com base no ponto de corte previamente determinado pela analise da curva ROC. As

diferencgas entre as curvas foram avaliadas pelo teste log-rank.

As sobrevidas foram calculadas da data da bidpsia ou revisdo das laminas até o ébito (SG)
ou recorréncia (SLR), sendo censurados os pacientes sem evento ou perdidos no
seguimento. A analise do impacto das variaveis foi realizada por modelos de regressao de
Cox univariada e multivariada. No modelo multiplo, avaliou-se a multicolinearidade pelo

VIF e a proporcionalidade dos riscos pelo teste de residuos de Schoenfeld.
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5.RESULTADOS

O estudo coletou dados de 457 pacientes no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de
2018, provenientes de um banco de dados previamente anonimizado pelo Departamento
de Oncologia Cutanea do AC Camargo Cancer Center. A média de idade dos pacientes foi

de 53,6 anos (+ 15,86 anos), sendo 53,6% homens e 46,4% mulheres.

Dos 457 melanomas avaliados, as localizacdes predominantes foram no tronco (40,3%) e
nos membros (50,7%), com apenas 8,8% encontrados na cabeca e pescoco. Entre as
caracteristicas patologicas observadas, a mediana da espessura de Breslow foi de 1,1 mm
(IQR: 0,7 — 2,0 mm), associada a presenca de ulceracdo em 16,6% dos casos e com uma
mediana do indice mitdtico de 1,0/mm? (IQR: 0,0 — 2,1/mm?3). A porcentagem de
expressdo por imuno-histoquimica mediana do Ki-67 foi 5% (IQR: 1 — 20%) e a média foi

de 14,81% seguindo a padronizagao da instituicdo a exemplo das figuras 6, 7, 8 e 9.

Figura 6 - Fotomicroscopia HE (20x): Melanoma nodular

Fonte: Servigo de anatomia patoldgica do AC Camargo Cancer Center
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Melanoma nodular

Figura 7 — Fotomicroscopia IHQ Ki-67 (20x)
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Figura 9 — Fotomicroscopia IHQ Ki-67 (400x): Expressdo nuclear da proteina, Melanoma
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Fonte: Servigo de anatomia patoldgica do AC Camargo Cancer Center

O estadiamento patoldgico da amostra indicou uma predominancia de casos iniciais, com
63,9% dos pacientes classificados como Estadio | pela 82 edi¢cdao da AJCC. Além disso, 20,8%

dos pacientes estavam no Estadio Il e 15,3% no Estadio lll.

Em relacdo aos desfechos, 49 pacientes apresentaram recidiva da doenga. Dentre os 457
pacientes avaliados, 25 vieram a o6bito durante o seguimento no periodo avaliado. A
mediana de tempo de seguimento de todos os pacientes foi de 41 meses (IQR: 25 — 39

meses).

Para estratificar e estabelecer o valor de Ki-67 com a melhor sensibilidade, especificidade
e acurdcia para o desfecho de sobrevida global, foi realizada uma analise da curva ROC. O
ponto de corte (cutoff) estabelecido foi de 12,5% de expressdo de Ki-67 na analise
imunohistoquimica do melanoma primario de pele em relacdo ao ébito. Com esse cutoff,
obteve-se uma sensibilidade de 92%, especificidade de 69,4% e acuracia de 70,7% (Figura

10).
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Figura 10 - Curva ROC para definicdo do melhor valor de corte para Ki-67 em relacdo a
morte. Valor de definicdo foi de 12.5% com Sensibilidade 92%, Especificidade de 69.4% e
Acuracia de 70.7%.
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Fonte: Autoria prépria

Com base no valor estabelecido, a populagao foi estratificada em dois grupos, definidos
por um ponto de corte de 12,5% de expressdo de Ki-67 (Tabela 1). Nessa tabela, nota-se
uma diferencga estatisticamente significativa entre os grupos em relacao a variaveis como
idade, espessura de Breslow, presenca de ulceracdo, indice mitético, estadiamento,

localizacdo tumoral, recidiva e débito.
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Tabela 1 - Descrevendo as populagdes e dividindo entre grupos de Ki-67 > 12,5% ou <
12,5%. Variaveis numéricas com distribuicao normal utilizamos T test. Varidveis numéricas
de distribuicdo ndao normal usamos Mann-Whitney. Varidveis categéricas usamos Chi

quadrado.
Coorte total Ki67 baixo Ki67 alto p
(£12,5%) (>12,5%)
N % 457 (100%) 302 (66.1%) 155 (33.9%)
Idade Média (Range)  53.67 (15.86) 52.20 (15.33) 56.6 (16.21) <0.001
Sexo Masculino (%) 245 (53.6%) 159 (52.6%) 86 (55.5%) 0.634
Breslow Mediana (IQR) 1.1(0.7-2.0) 09(0.6-1.3) 2.3(1.4—3.85) <0.001
Ulceragao n (%) 76 (16.6%) 20 (6.6%) 56 (36.1%) <0.001
indice ) 2.63 (1.25 -
mitético Mediana (IQR) 1.0(0.0-2.1) 0.0(0.0—1.0) 578) <0.001
(mm?2) ’
Estadio (AJCC 1(%) 292 (63.9%) 249 (82.5%) 43(27.75%)  <0.001
82 edicao)
Il (%) 95 (20.8%) 28 (9.25%) 67 (43.25%)
I (%) 70 (15.3%) 25 (8.25%) 45 (29%)
Cabega e
Localizagdo 40 (8.8%) 22 (7.2%) 18 (11.6%) 0.005
pescogo (%)
Tronco (%) 184 (40.3%) 139 (46.0%) 46 (29.7%)
Membros
97 (21.2%) 60 (19.9%) 37 (23.9%)
superiores (%)
Membros
135 (29.5%) 81 (26.8%) 54 (34.8%)
inferiores (%)
Subtipo Extensivo 366 (80.1%)  263(87.1%) 103 (66.5%)  <0.001
Histolégico superficial
Nodular 28 (6.1%) 8 (2.6%) 20 (12.9%)
Acral 19 (4.2%) 11 (3.6%) 8 (5.2%)
Lentigo Maligno 3 (0.7%) 2 (0.7%) 1 (0.6%)
Sptizoide 9 (2.0%) 7 (2.3%) 2 (1.3%)
Outros 32 (7.0%) 11 (3.6%) 21 (13.5%)
B Positivo (%) 70(20.11%) 25 (12.4%) 45(30.6%)  <0.001
Sentinela
Negativo (%)  278(79.89%) 176 (87.6%) 102 (69.4%)
Recidiva n (%) 49 (10.7%) 10 (3.3%) 39 (25.2%) <0.001
Obitos n (%) 25 (5.5%) 2 (0.7%) 23 (14.8%) <0.001

Fonte: Autoria propria
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Com os desfechos identificados na amostra e a definicdo do ponto de corte de 12,5% de
expressao de Ki-67 na imuno-histoquimica como valor de melhor acurdcia, foi realizada a
estimativa de sobrevida global (SG) utilizando o grafico de Kaplan-Meier para comparar a
diferenca entre os grupos estratificados. O teste de log-rank revelou um valor de p < 0,001,
indicando uma diferenca estatisticamente significativa na SG entre os grupos (Figura 11).
Figura 11: Estimativas de Kaplan-Meier para sobrevida global comparando os grupos de

Ki-67 > 12,5% (curva azul) vs. Ki-67 < 12,5% (vermelho). O log-rank test apresentou um p
<0.001.
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Fonte: Autoria prépria

Ao analisar os resultados obtidos até o momento em relacdo aos objetivos primarios deste
trabalho, identificamos que 49 pacientes apresentaram recidiva durante o seguimento.
Mantendo o ponto de corte de 12,5% de expressao de Ki-67 na imunohistoquimica dos
melanomas primarios, foi realizada uma nova andlise utilizando o grafico de Kaplan-Meier
para comparar os grupos em relacdo ao desfecho de sobrevida livre de recorréncia (SLR).
O teste de log-rank revelou um valor de p < 0,001, indicando uma diferenca

estatisticamente significativa na SLR entre os grupos (Figura 12).
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Figura 12: Estimativas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia comparando
os grupos de Ki67 > 12,5% (curva azul) vs. Ki67 < 12,5% (vermelho). O log-rank test
apresentou um p < 0.001.
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Fonte: Autoria prépria

Na populagao avaliada, foram identificados 70 pacientes com estadiamento patoldgico lll,
de acordo com a 82 edi¢cdo da AJCC, dos quais 70 apresentavam linfonodo sentinela
positivo. Foi realizada uma analise utilizando a curva ROC para determinar o valor de Ki-
67 com a melhor sensibilidade, especificidade e acuracia para predizer a positividade do
linfonodo sentinela. Mais uma vez, o valor de 12,5% de expressdao de Ki-67 na imuno-
histoquimica do melanoma primario demonstrou ser o ponto de corte com melhor
acuracia. Para esse valor de corte, a sensibilidade foi de 64,3%, a especificidade de 63,3%
e a acuraciade 63,5% (Figura 13). O odds ratio para Ki-67 maior que 12,5% e a positividade
do linfonodo sentinela foi de 3,11 (IC 95%: 1,8 — 5,36; p < 0,001), evidenciando o potencial
de Ki-67 como preditor de positividade do linfonodo sentinela. Na analise multivariada
(Tabela 2) a expressdo do Ki-67 se confirmou como um fator preditivo de positividade do
linfonodo sentinela (OR 2,2; IC 95%, 1,19-4,13; p < 0,013) assim como o Breslow (OR 1,18;
IC95%, 1,03-1,36; p < 0,019).
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Figura 13: Melhor valor de corte para Ki-67 e predicdo de sentinela positivo foi de 12.5%,
com sensibilidade de 64.3%, especificidade de 63.3% e acurdcia de 63.5%.
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Fonte: Autoria prépria

Para a analise dos fatores preditores de risco de sobrevida global em pacientes com
melanoma, foram realizadas andlises univariada e multivariada, empregando-se a
regressao de Cox. Antes da construcdo do modelo multivariado, foi calculado o Fator de
Inflagdo da Varidncia (VIF) para avaliar a multicolinearidade entre as varidveis
independentes. Além disso, o teste de residuos de Schoenfeld foi aplicado para verificar
se 0 pressuposto de proporcionalidade dos riscos, essencial para a validade do modelo de
regressao de Cox, foi respeitado. Os resultados do VIF ndo indicaram sinais de
multicolinearidade significativa entre as varidveis, confirmando a adequacao das varidveis

para inclusdo no modelo de regressdo de COX (Figura 14 e 15).
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Tabela 2: Regressao de COX — Positividade do linfonodo sentinela. Analise univariada nas
colunas da esquerda. Andlise multivaridvel nas colunas da direita, ajustada para idade e

sexo.
OR Cl 95% P OR Cl1 95% p
Analise Univariada Analise Multivariada
Ki67 > 12.5% 3.11 1.81-5.47 <0.001 2.20 1.19-4.13 0.013
Breslow 1.24 1.11-1.41 <0.001 1.18 1.03-1.36 0.019
Ulceragdo 2.29 1.26-4.09 0.006 1.43 0.72-2.77 0.29
indice mitético

1.07 1.01-1.13 0.022 0.99 0.92-1.05 0.76

(mm2)

Fonte: Autoria prépria

Figura 14: Teste de residuos de Schoenfeld para as varidveis Ki-67>12,5%, Breslow,
Ulceracdo, Indice mitético, Idade, Sexo e Estadiamento. Os resultados do VIF ni3o
indicaram sinais de multicolinearidade significativa entre as varidveis para regressao de
COX em fatores preditivos de sobrevida global.
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Na andlise univariada, a expressdao de Ki-67 > 12,5% foi associada a um risco
significativamente elevado para o desfecho de sobrevida global, com um Hazard Ratio
(HR) de 20,56 (IC 95%, 4,84-87,25; p < 0,001). Da mesma forma, a espessura de Breslow
(HR 1,22; 1C 95%, 1,12-1,34; p < 0,001), a presenca de ulceracdo (HR 5,31; IC 95%, 2,42-
11,65; p < 0,001) e o indice mitdtico (HR 1,07; IC 95%, 1,03-1,11; p < 0,001) mostraram-se
preditores estatisticamente significativos de sobrevida global, corroborando os achados
descritos na literatura* (Tabela 3).

Tabela 3: Regressao de COX — Sobrevida global. Analise univariada nas colunas da

esquerda. Analise multivariavel nas colunas da direita, ajustada para idade, sexo e
estadiamento.

HR Cl 95% p HR Cl 95% p
Andlise Univariada Anadlise Multivariada
Ki67 > 12.5% 20.56 484—- 87.25 <0.001 6.07 1.33-27.64 0.0197
Breslow 1.22 1.12-1.34 <0.001 0.94 0.78-1.14 0.52
Ulceragdo 5.31 242-11.65 <0.001 1.72 0.73-1.14 0.22
indice mitético <0.001
1.07 1.03-1.11 1.03 0.98-1.09 0.25

(mm2)

Fonte: Autoria propria

Ap0s a andlise univariada, foram incluidas na analise multivariada por regressao de Cox as
variaveis que demonstraram significancia estatistica em relagao ao desfecho de sobrevida
global. Mesmo apds o ajuste para as varidveis espessura de Breslow, presenga de
ulceragao e indice mitético, a expressao de Ki-67 > 12,5% permaneceu significativamente
associada a um maior risco de Obito, destacando-se como um fator progndstico
independente. Especificamente, pacientes com expressao de Ki-67 > 12,5% apresentaram
um risco aproximadamente seis vezes maior de morte em comparagao com aqueles que
apresentaram niveis mais baixos de Ki-67 (HR 6,07; IC 95%, 1,33-27,64; p = 0,0197). Vale
ressaltar que a expressao de Ki-67 > 12,5% foi a Unica varidvel que manteve significancia

estatistica apds o ajuste para as demais variaveis (Tabela 3).
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Ao analisarmos o desfecho sobrevida livre de recorréncia, realizamos regressdes de Cox
univariada e multivariada para identificar os fatores preditivos de risco em melanoma
cutaneo. Antes da andlise estatistica e da construcdo do modelo multivariado, foi
calculado o (VIF) para avaliar a multicolinearidade entre as variaveis independentes. Além
disso, o teste de residuos de Schoenfeld foi aplicado para verificar o cumprimento do
pressuposto de proporcionalidade dos riscos, essencial para a validade do modelo de

regressao de Cox (Figura 15).

Figura 15: Teste de residuos de Schoenfeld para as varidveis Ki-67>12,5%, Breslow,
Ulceracdo, Indice mitético, Idade, Sexo e Estadiamento. Os resultados do VIF n3o
indicaram sinais de multicolinearidade significativa entre as varidveis para regressao de
COX em fatores preditivos de sobrevida livre de recorréncia.

Global Schoenfeld Test p: 0.2117

Schoenfeld Individual Test p: 0.4182 Schoenfeld Individual Test p: 0.7103 Schoenfeld Individual Test p: 0.6892
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A analise univariada seguiu os achados amplamente descritos na literatura, evidenciando
um risco elevado de recidiva associado aos seguintes preditores: espessura de Breslow
(HR1,18;1C95%, 1,11-1,26; p < 0,001), presenca de ulceracdo (HR 4,0; IC 95%, 2,27-7,07;
p < 0,001) e indice mitético (HR 1,06; IC 95%, 1,03-1,09; p < 0,001). Destaca-se, ainda, a
expressao de Ki-67 > 12,5%, que demonstrou ser um fator preditor de risco significativo
também para recidiva (HR 7,25; IC 95%, 3,62-14,53; p < 0,001) (Tabela 4).

Tabela 4: Regressdao de COX — Sobrevida livre de recorréncia. Andlise univariada nas

colunas da esquerda. Andlise multivaridvel nas colunas da direita, ajustada para idade,
sexo e estadiamento.

HR C195% p HR C195% p
Andlise Univariada Anadlise Multivariada
Ki67 > 12.5% 7.25 3.62-14.53 <0.001 2.67 1.21-5.90 0.015
Breslow 1.18 1.11-1.26 <0.001 0.99 0.88-1.12 0.87
Ulceragdo 4.00 2.27-7.07 <0.001 1.25 0.65-2.42 0.50
indice mitético
1.06 1.03-1.09 <0.001 1.02 0.98 -1.06 0.35

(mm2)

Fonte: Autoria propria

Com base nos fatores preditivos significativos identificados na anadlise univariada, foi
realizada a analise multivariada. Essa analise confirmou a expressao de Ki-67 > 12,5%
como um fator progndstico independente também para sobrevida livre de recorréncia,
apresentando um Hazard Ratio de 2,67 para o desfecho (IC 95%, 1,21-5,90; p = 0,015),
mesmo apds ajuste para as demais varidveis significativas, como espessura de Breslow,

presencga de ulceragdo e indice mitdtico.
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6. DISCUSSAO

6.1 Contexto

O Ki-67, descoberto na década de 1980, é um marcador progndstico amplamente
estudado em diversos tipos de cadncer. Sua taxa de expressdo, avaliada por meio de
imunohistoquimica, esta bem estabelecida e é utilizada principalmente em cancer de
mama e tumores neuroenddcrinos®,2%,31,32, No entanto, apresenta limitacdes em sua
interpretacdo devido a dificuldade de padronizagdo na andlise desse marcador'™. Para
mitigar essas limitagdes e propiciar validagdes externas dos estudos, foram criados grupos

internacionais, como o Grupo Internacional de Trabalho de Ki-67 no Cancer de Mama?*.

A partir da década de 1990, com o desenvolvimento do anticorpo anti-Ki-67, MIB-1, e a
possibilidade de analise da expressao em tecidos fixados em parafina, surgiram estudos
que exploraram a relagdo entre esse marcador de proliferagao celular e desfechos clinicos
no melanoma3?*,3®, Apesar do avanco significativo nos estudos relacionados ao cancer de
mama, que culminaram na utilizagao do Ki-67 na pratica clinica, esse progresso nao foi
observado no melanoma. O que se verificou foram estudos com amostras pequenas,
dados superficiais e inconsistentes, os quais desestimularam o desenvolvimento de

pesquisas mais robustas e de maior qualidade sobre a relacdo entre o Ki-67 e o melanoma.

Diante de uma literatura ainda escassa sobre o tema, apesar de estudado hd décadas, este
estudo traz contribui¢des valiosas ao explorar a relagao entre a porcentagem de expressao
de Ki-67, determinada por andlise imunohistoquimica, e os desfechos clinicos no

melanoma cutaneo.
6.2 Convergéncias e divergéncias com relagao a literatura

Ao definir o ponto de corte para expressao de Ki-67 > 12,5% em uma populagdo de 457
pacientes como fator progndstico independente tanto para sobrevida global (p = 0,01)
guanto para sobrevida livre de recorréncia (p = 0,01), nossos resultados reforcam achados
previamente descritos em estudos com amostras menores. Henrique et al. (2000), em um
estudo com 84 pacientes, estabeleceram um ponto de corte de Ki-67 < 14% como
indicativo de baixo risco e > 14% como alto risco, com base na mediana da expressdao em

sua amostra. Na anadlise de desfechos clinicos, foi observada uma diferenga
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estatisticamente significativa entre os grupos de baixo e alto risco em relagdo a sobrevida
global em 3 anos (p = 0,03) e a sobrevida livre de doenca em 3 anos (p = 0,01), resultados
similares aos encontrados em nossa analise. Contudo, o estudo de Henrique et al. ndo

incluiu uma anélise multivariada para validar esses achados como independentes®®.

Robinson et al. (2018) avaliaram de forma prospectiva a expressdao imunohistoquimica de
Ki-67 em 68 pacientes com melanoma primario espesso (Breslow > 4,0 mm), submetidos
a pesquisa do linfonodo sentinela. Utilizando como ponto de corte o valor de Ki-67 > 25%
para classificar os pacientes em dois grupos (baixo e alto risco), a andlise multivariada, que
incluiu o status do linfonodo sentinela e a presenga de ulceragao no tumor primario,
identificou a expressao de Ki-67 como um preditor independente de pior sobrevida livre
de recorréncia (HR 1,95; p = 0,041) e sobrevida global (HR 2,32; p = 0,034)%’. Tais achados
corroboram os resultados observados em nossa amostra, reforcando a relevancia do Ki-

67 como um marcador progndstico robusto em melanomas cutaneos.

A despeito das diferengas nos pontos de corte entre os dois estudos citados e o presente
trabalho, é importante destacar os métodos utilizados para definir esses valores. Tanto o
estudo de Henrique et al. quanto o de Robinson et al. estabeleceram os pontos de corte
com base na mediana das amostras, o que pode limitar a aplicabilidade pratica e a
generalizacdo dos resultados. Além disso, ambos os estudos foram conduzidos com
amostras reduzidas de pacientes, o que pode comprometer a robustez estatistica de suas
conclusdes. Por outro lado, o presente estudo definiu o ponto de corte para Ki-67 por
meio da andlise de curva ROC, selecionando o valor que apresentou melhor acurdcia para

prever o desfecho de sobrevida global, o que fortalece a validade de nossos resultados.

[Imonen et al. (2005) avaliaram a expressdo de Ki-67, Bcl-2 e p53 em melanomas primarios
e metastaticos em uma coorte de 117 pacientes. Neste estudo, a analise univariada para
sobrevida nao demonstrou significancia estatistica para nenhum dos trés marcadores
avaliados. Contrastando com os resultados encontrados em nosso estudo e em outros
publicados previamente, a analise conduzida por limonen et al. revelou que a expressao

de Ki-67 ndo apresentou valor prognéstico para sobrevida3®.

Corroborando a afirmacdo de que os dados na literatura sobre Ki-67 sdo contraditérios,
Hazan et al. (2002) conduziram um estudo retrospectivo com 137 pacientes

acompanhados na New York University School of Medicine entre 1972 e 1982. Nesta
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analise, o ponto de corte para alto risco de desfechos negativos foi definido como Ki-67 2
20%, com base em estudos previamente publicados, embora o método utilizado para
determinar esse valor ndo tenha sido claramente descrito. Apesar de uma correlagao
positiva e estatisticamente significativa com a espessura tumoral (p = 0,001) e o
estadiamento (p = 0,03), a analise multivariada ndo evidenciou uma associacdo
significativa entre Ki-67 > 20% e os desfechos de sobrevida global (p = 0,55) e sobrevida
livre de recorréncia (p = 0,70)%°. Os autores sugerem que esses resultados podem ter sido
influenciados pelo baixo numero de pacientes com tumores de espessura > 4 mm. No
entanto, em nosso estudo, apesar de a mediana da espessura de Breslow ser de 1,1 mm
(IQR: 0,7 - 2,0), os resultados obtidos diferiram daqueles apresentados por Hazan et al. A
explicagdo mais plausivel para essa divergéncia parece ser o numero de pacientes

incluidos, 457 em nosso estudo versus 137 no estudo de Hazan.

O estudo sobre a expressao de Ki-67 em melanoma com a maior anadlise de pacientes na
literatura é a metandlise publicada por Liu et al. (2021), que incluiu 929 pacientes
provenientes de 10 estudos. A alta expressdo de Ki-67, com pontos de corte variando
entre 5% e 40%, foi associada a uma pior sobrevida global (HR = 2,92; p < 0,0001). No
entanto, ndo houve associagdo significativa com a sobrevida livre de recorréncia (HR =
1,14; p = 0,993) ou com a sobrevida livre de progressdo (HR = 0,99; p = 0,95). Além disso,
a alta expressdo de Ki-67 mostrou uma correlagdo significativa com a espessura tumoral
(>4 mm; OR = 3,09; IC 95%: 1,34-7,10; p = 0,008). Por outro lado, ndo foi encontrada
associagao significativa com sexo, localizagdo anatémica, presenga de ulceragdao ou

invasdo vascular?.

Ao comparar esses resultados com os obtidos em nosso estudo, observa-se que, apesar
da metodologia rigorosa empregada na metanadlise, os achados diferem
significativamente no que diz respeito a sobrevida livre de recorréncia. Enquanto a
metanalise ndo demonstrou uma associagao entre a alta expressdao de Ki-67 e esse
desfecho, nosso estudo identificou Ki-67 > 12,5% como um preditor independente tanto
para sobrevida global quanto para sobrevida livre de recorréncia (p = 0,01 para ambos).
Os autores da metanalise justificam a auséncia de significancia estatistica com o fato de
os dados relacionados a esse desfecho estarem disponiveis em apenas dois estudos

incluidos, o que limita a robustez das conclusdes.
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Outro ponto relevante diz respeito a metodologia da metanalise, que nao excluiu estudos
envolvendo melanomas de mucosa ou melanomas metastdticos, apesar de a maioria dos
casos analisados ter sido de melanomas cutaneos. Essa escolha metodolégica pode ter
introduzido um fator de confusdo, considerando as diferencas bem estabelecidas entre
esses subtipos de melanoma em relagdo a biologia tumoral e ao comportamento clinico.
Além disso, destaca-se a variabilidade nos pontos de corte utilizados entre os estudos
incluidos, o que contribuiu para o aumento da heterogeneidade dos resultados

apresentados na metanalise.

Como previamente descrito na literatura, o linfonodo sentinela positivo é o principal fator
progndstico no melanoma cutaneo®, dessa forma, ndo poderiamos deixar de analisar a
implicagdo das altas taxas de expressao do Ki-67 em predizer a sua positividade. A analise
de curva ROC realizada em nosso estudo permitiu determinar o ponto de corte ideal da
expressao de Ki-67, avaliada por imunohistoquimica, para predizer a positividade do
linfonodo sentinela. Entre os pacientes avaliados, 70 apresentaram linfonodo sentinela
positivo. O ponto de corte de 12,5% foi identificado como o mais adequado, com
sensibilidade de 64,3%, especificidade de 63,3% e acuracia de 63,5%. Além disso, a
expressdo de Ki-67 acima desse valor apresentou um odds ratio de 3,11 (IC 95%: 1,8 —
5,36; p < 0,001), demonstrando uma associacdo significativa com a positividade do
linfonodo sentinela e reforgando o papel do Ki-67 como marcador progndstico relevante

nesse contexto.

Na literatura, o artigo Udovicic-Gagula et al. (2019) investigou a expressdo imuno-
histoquimica de Ki-67 e do receptor de estrogénio beta (ERB) em melanomas cutaneos
primarios de 55 pacientes e sua associagdao com a positividade do linfonodo sentinela
(LNS). O autor também realizou a analise do ponto de corte através da curva ROC,
encontrando o valor de Ki-67 2 24,5% com sensibilidade de 61% e especificidade de 81%
em predizer a positividade do linfonodo sentinela. Nos resultados, um dado interessante
foi que cada aumento de 1% na expressao de Ki-67 aumentou o risco de LNS positivo em

10% (OR =1,108; IC 95%: 1,02-1,19; p = 0,009)*'.

Embora os valores de corte encontrados sejam diferentes, ambos os estudos
demonstraram associagdes estatisticamente significativas entre a alta expressao de Ki-67

e a presenga de metastases no linfonodo sentinela, evidenciando a importancia desse
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marcador no manejo prognostico.

O estudo mais recente e de maior impacto que avalia a relagao entre a expressao do Ki-
67 por imunohistoquimica e os desfechos clinicos foi publicado em 2024, na
revista Surgical Oncology, por Liang et al. Este estudo analisou retrospectivamente 776
pacientes com melanoma acral tratados entre 2006 e 2021, divididos em uma coorte
primaria (481 pacientes com melanoma primario ndo metastdtico) e uma coorte
recorrente (97 pacientes com lesdes recorrentes). O objetivo foi investigar a expressdo do
Ki-67 em melanomas acral primdrios e recorrentes, avaliando sua associagao com

aspectos clinicopatoldgicos, desfechos clinicos e padrdes de recorréncia.

Neste estudo, os pontos de corte para a expressao de Ki-67, utilizados para categorizar os
pacientes em trés grupos, foram definidos como: expressdo alta (Ki-67 > 40%),
intermediaria (10% < Ki-67 < 40%) e baixa (< 10%), determinados por meio do software X-
tile. Os resultados da andlise do grupo com melanoma primario evidenciaram taxas de
sobrevida global em 5 anos de 47,8% (alto Ki-67), 55,7% (Ki-67 intermediario) e 76,8% (Ki-
67 baixo), com diferenca estatisticamente significativa (p = 0,002). As taxas de sobrevida
livre de recorréncia em 5 anos também apresentaram diferencas estatisticamente
significativas: 27,1%, 42,8% e 61,8%, respectivamente (p < 0,001). Esses achados
corroboram tanto com a literatura quanto com os resultados do presente estudo,

reforcando o pior prognéstico dos pacientes com elevada taxa de expressao de Ki-67.

O artigo também demonstrou que, mesmo em tumores recorrentes, valores altos de Ki-
67 denotam pior progndstico para a sobrevida apds recorréncia (p = 0,026). Um ponto
adicional de destaque foi que, na andlise multivariada por regressdo de Cox para
melanomas primarios, a alta expressao de Ki-67, a espessura de Breslow e a metdstase
linfonodal foram identificadas como fatores progndsticos independentes tanto para

sobrevida global quanto para sobrevida livre de recorréncia (p < 0,05 para todos).

Outra analise relevante realizada neste estudo foi a avaliacao, por regressao logistica, dos
fatores preditores de estadio pT4 e metastases linfonodais, reconhecidos como os
principais fatores progndsticos no melanoma. Os resultados demonstraram que a alta
expressao de Ki-67 e a presenga de ulceragdao foram identificadas como os principais

preditores para esses desfechos??,
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A despeito do excelente trabalho realizado, com uma metodologia robusta e resultados
impactantes, algumas limitagdes precisam ser destacadas, as quais afetam a validade
externa do estudo. O artigo analisou exclusivamente melanomas acral em uma populagao
oriental (chinesa), excluindo os demais subtipos de melanoma cutaneo, mais prevalentes
em outras regides do mundo. Além disso, ao observar a populacdo estudada e as
caracteristicas dos tumores, nota-se um numero elevado de pacientes com aspectos
desfavoraveis — Breslow > 4 mm (46,8%), ulceracdo (67,8%) e metdstase linfonodal
(43,9%) —, o que, por consequéncia, reflete piores desfechos clinicos nessa coorte e

dificulta a generalizacdo dos achados para outras populacgdes.

Apesar do menor numero absoluto de pacientes no presente estudo, ao comparar apenas
melanomas primarios, as amostras sdo bastante semelhantes (457 pacientes no nosso
estudo versus 481 no estudo de Liang et al.). Os resultados para os desfechos clinicos,
como sobrevida global e sobrevida livre de recorréncia, também se mostram alinhados ao
comparar os subgrupos de baixa e moderada/alta expressio de Ki-67. A analise
multivariada por regressao de Cox, em ambos os estudos, identificou a alta expressao de
Ki-67 como fator progndstico independente para sobrevida global e sobrevida livre de
recorréncia. Entretanto, a inclusdo de todos os subtipos de melanoma cutdneo em nossa
pesquisa, e a menor proporcao de tumores com caracteristicas desfavoraveis conferem
a0 nosso estudo uma maior validade externa, ampliando a aplicabilidade dos resultados

encontrados.

Adicionalmente, embora nosso estudo tenha sido conduzido exclusivamente em uma
populacdo brasileira, esta é amplamente reconhecida por seu alto grau de miscigenacao,
representando uma diversidade genética significativa®l. Essa caracteristica singular pode
aumentar a generalizagdo dos nossos achados para outras populagdes, destacando a

relevancia dos dados apresentados para contextos globais.
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6.3 Expressao do Ki-67 por imuno-histoquimica: desafios na padronizac¢ao e

aplicagao no melanoma

Os resultados das analises da expressao do Ki-67 por imunohistoquimica, tanto em
melanomas quanto em outros tipos de tumores, enfrentam diversas dificuldades desde o
inicio de sua utilizagdo. A variabilidade interlaboratorial e interobservador tem sido

amplamente discutida e analisada em diferentes estudos.

O desafio na padronizagao dessas analises decorre, em grande parte, da disparidade nos
pontos de corte estabelecidos para desfechos clinicos, observada entre estudos realizados
por diferentes instituicdes e grupos de pesquisa. Essa falta de uniformidade dificulta a
validacdo externa dos resultados e limita sua aplicagdo clinica, comprometendo a

generalizac3o dos valores encontrados®.

Em 2002, Mengel et al. conduziram um amplo estudo multicéntrico envolvendo 172
laboratérios, com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade interlaboratorial e
interobservador na andlise imunohistoquimica do indice de marcagdo do Ki-67. O estudo
visou identificar os fatores que contribuem para a variabilidade nos resultados entre
diferentes laboratdrios e observadores, propondo melhorias para a padronizacdo da
técnica e para o aumento da confiabilidade do Ki-67 como marcador progndstico. Blocos
de tecidos fixados em formalina, contendo amostras de neoplasias com diferentes graus
de proliferacdo celular, foram analisados conforme os protocolos préprios de cada
laboratdrio. Posteriormente, os resultados obtidos foram enviados para analise

centralizada.

As laminas foram revisadas por um painel central de patologistas independentes, com o
objetivo de avaliar a consisténcia dos resultados entre os laboratérios. Os indices de
marcagao do Ki-67 foram comparados e analisados para determinar a reprodutibilidade,
e o coeficiente kappa foi utilizado para avaliar a concordancia interobservador. A
variabilidade interlaboratorial foi avaliada em termos de sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade. O estudo identificou uma alta variabilidade interlaboratorial, com uma
concordancia média de apenas 75,7% entre os laboratdrios participantes, atribuida
principalmente as diferencas nos métodos de recuperacdo de epitopos, técnicas de

coloragao e sistemas de detecgao utilizados.
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A reprodutibilidade interobservador foi considerada substancial para a maioria dos casos
(kappa médio: 0,6-0,8), mas apresentou resultados inferiores em tecidos com baixos
indices de proliferagao celular (Ki-67 entre 1% e 20%). Além disso, os métodos de fixagdo
e processamento dos tecidos mostraram grande influéncia nos indices de marcagao.
Fixagdes prolongadas em formalina tamponada resultaram em maior confiabilidade nos
resultados, enquanto métodos como congelamento prévio ou descalcificagdo reduziram

significativamente a marcagao do Ki-67.

O estudo recomendou a implementacdao de ensaios de proficiéncia externa, o uso de
materiais de controle homogéneos e a padronizacao de protocolos técnicos para a analise
imunohistoquimica do Ki-67. Adicionalmente, sugeriu a utilizagdo de microarrays de
tecido como ferramenta de controle de qualidade em estudos multicéntricos, dada sua

capacidade de fornecer resultados mais consistentes e reprodutiveis.

A pesquisa de Mengel et al. (2002) reforcou os achados previamente observados em
estudos da época, destacando a falta de concordancia nos resultados entre diferentes
laboratdrios e, consequentemente, a dificuldade em reproduzir, na pratica clinica, os

dados obtidos em estudos realizados em diferentes regides do mundo*2.

Em margo de 2010, o Grupo de Trabalho Internacional de Ki-67 em Cancer de Mama
reuniu-se com o objetivo de desenvolver recomendacdes para padronizar a andlise desse
marcador, culminando na publicagao de diretrizes abrangentes em 2011. O estudo
apresentou orientagdes detalhadas sobre as etapas pré-analiticas, analiticas e de
interpretagao da expressao de Ki-67, buscando mitigar os fatores que comprometem sua

confiabilidade como marcador progndstico.

Entre os fatores pré-analiticos destacados, incluem-se o tipo de bidpsia, o intervalo para
o inicio da fixagao, o fixador utilizado e as condi¢cdes de armazenamento a longo prazo.
Embora o tipo de bidpsia tenha sido considerado de menor impacto, a analise de todo o
espécime mostrou potencial para gerar pontuacdes mais elevadas do que amostras
isoladas. Outros fatores, como atrasos prolongados antes da fixagao, congelamento
prévio, uso de fixadores ndo padronizados e protocolos inadequados de descalcificacao,
foram identificados como prejudiciais a andlise da expressao de Ki-67, reforcando a
necessidade de fixacdo em formalina tamponada neutra para garantir a preservacao da

antigenicidade do tecido mesmo apds longos periodos.
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Na etapa analitica, o anticorpo monoclonal MIB1 foi apontado como o padrao ouro devido
a sua alta especificidade e sensibilidade. Alternativamente, o anticorpo SP6 tem
demonstrado vantagens incrementais, incluindo maior sensibilidade e desempenho em
analises quantitativas por imagem. Para evitar superestimagdao do indice de Ki-67,
recomenda-se atengdo a contracoloragdo adequada, essencial para identificar

corretamente nucleos negativos.

No processo de interpretacdo, apenas a coloracdo nuclear deve ser considerada,
enquanto marcagdes citoplasmaticas ou de membrana devem ser ignoradas. A pontuagao
do Ki-67 é definida pela porcentagem de células tumorais com coloragdo nuclear positiva
em relagdo ao total de células malignas avaliadas. Para garantir representatividade, é
recomendado pontuar entre 500 e 2000 células tumorais, com 1000 sendo o ideal. Em
casos de coloracdo heterogénea, dreas da periferia do tumor devem ser priorizadas por
representarem a regido biologicamente mais ativa. Pontos quentes, definidos como areas
de coloragdo elevada, podem ser incluidos na pontuagdo geral ou evitados, dependendo
da abordagem do estudo. Referiu também que Microarrays de tecido (TMAs) sdo
ferramentas Uteis para estudos epidemiolégicos e ensaios clinicos, mas ainda n3do sao
recomendados para estabelecer pontos de corte clinicos devido a falta de comparagdes

sistematicas com segdes inteiras.

O grupo conclui em seu trabalho que a andlise dos dados de Ki-67 enfrenta desafios devido
a auséncia de padronizagdo metodoldgica, o que dificulta a aplicagao universal dos
resultados. A definicao de pontos de corte, essencial para categorizar populagdes em
grupos de risco, permanece sem consenso, especialmente diante das diferentes
abordagens e contextos clinicos. Esses desafios reforcam a necessidade de padronizagao
para que o Ki-67 possa ser utilizado de maneira consistente e confidvel em estudos e na

pratica clinica®®.

Por mais que essas orientacdes tenham sido realizadas no contexto do cancer de mama,
as informagdes acima descritas sao importantes e podem ser utilizadas na analise da

expressao imunohistoquimica do Ki-67 no melanoma.

Outro dado interessante foi publicado por Raap et al., em 2017, o qual mostrou que
programas regulares de controle de qualidade sao ferramentas eficazes para reduzir a

variabilidade entre laboratdrios e aumentar a confiabilidade da avaliacdo de Ki-67%3.
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Diante das dificuldades relacionadas a padronizagao, analise e interpretagao da expressao
do Ki-67 por imunohistoquimica em diversos tumores, especialmente no cancer de mama,
é natural que desafios semelhantes sejam observados no melanoma. Alguns estudos tém
explorado combinagdes de marcadores imunohistoquimicos e técnicas especificas com o

objetivo de aumentar a precisao dos resultados e andlise da proliferagao celular.

Nielsen et al. (2011) destacaram um dos principais desafios na analise do indice de Ki-67
em melanomas e nevos: a presenca de infiltrados linfociticos proliferativos, que podem
levar a interpretacdes equivocadas. Torna-se fundamental distinguir a marcacao de Ki-67
em melandcitos daquela observada em linfécitos, histidcitos, células estromais e
epiteliais, que também podem apresentar atividade proliferativa. A auséncia dessa
distingdo pode resultar na superestimagao do indice de Ki-67, comprometendo a
confiabilidade dos resultados. Para abordar essa limitacdo, Nielsen et al. (2011) e Puri et
al. (2010) sugeriram a utilizacdo de dupla marcacdo imunohistoquimica, combinando Ki-
67 com o marcador melanocitico MART-1, como estratégia para diferenciar melanécitos
Ki-67 positivos de outras células proliferativas (Figura 16). Essa técnica foi apontada como
uma forma de aumentar a precisdo e a acurdcia na andlise do Ki-67, contribuindo para

diagndsticos mais consistentes e confidveis em lesdes melanociticas*#°.
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Figura 16 — Representacdes de bloco de células de nevo atipico com coloracdo H&E e

dupla marcagdo imuno-histoquimica com Melan-A/Ki-67

Legenda: A) Nevo atipico com caracteristicas de halo, coloragdo H&E, aumento de 100x. B) Dupla coloragdo

Melan-A/Ki-67, aumento de 200x. C) Coloragdo para Ki-67, aumento de 200x. Barra = 100 pm?®,
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Nielsen et al. (2013) em outra publicacdo investigou os indices de proliferacdo de fosfo-
histona H3 (PHH3) e Ki-67 como marcadores progndsticos em melanomas cutaneos
primarios nos estdgios I/1l. Ressalta-se que o marcador de proliferagdo fosfohistona H3
(PHH3) visualiza apenas as quatro fases reais de mitose, enquanto o Ki-67 marca o nucleo
das células nas fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M), exceto GO. O estudo analisou
amostras de 153 pacientes consecutivos com um seguimento médio de 12 anos, avaliando
a coloragdo de PHH3/MART1 e Ki67/MART1 em areas de alta proliferagdo (hot spots) e no
tumor global. As analises demonstraram que os indices de proliferagcdo baseados em hot
spots para PHH3 e Ki67 foram marcadores progndsticos independentes para a
sobrevivéncia livre de progressdao e morte especifica por melanoma, superando os indices
obtidos por H&E. PHH3 apresentou melhor desempenho progndstico em relagao ao Ki-67,
e ambos os marcadores foram mais eficazes que as colora¢des convencionais. Além disso,
o estudo destaca que as coloracdes duplas melhoram a precisdo ao distinguir células
melanociticas de outras células proliferativas, como linfécitos, e facilitam a analise
automatizada, demonstrando potencial para serem robustas alternativas a detecgao

mitética convencional®.

Apesar dos inumeros estudos que evidenciam as dificuldades na padronizagdo da analise
da expressdo do Ki-67, bem como estratégias para aumentar a acuracia dessa avaliagdo —
como a dupla marcacdo ou o uso de outros marcadores, como o PHH3 —, a literatura
predominantemente demonstra que o Ki-67 fornece uma informacdo progndstica

relevante para pacientes diagnosticados com melanoma cutaneo.

Em nosso estudo, a padronizagao dos procedimentos laboratoriais no AC Camargo Cancer
Center, aliada a revisao das [aminas por patologistas especialistas em tumores cutaneos
(exemplificado nas figuras 17, 18 e 19), com ampla experiéncia e seguindo rigorosamente
as recomendacdes internacionais previamente estabelecidas, conferiu maior robustez e

confiabilidade aos dados obtidos.
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Figura 17 - Fotomicroscopia HE (20x): Melanoma acral lentiginoso

Fonte: Servigo de anatomia patoldgica do AC Camargo Cancer Center

Figura 18 — Fotomicroscopia IHQ Ki-67 (40x): Melanoma acral lentiginoso

Fonte: Servigo de anatomia patoldgica do AC Camargo Cancer Center
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Figura 19 — Fotomicroscopia IHQ Ki-67 (200x): Expressdao nuclear da proteina 40%,
Melanoma acral lentiginoso

=¥

1 %% e L
R":'- O %3t s ; 3 3 2P
P S B e VR g )
I e X ae oy ’i"‘_‘,' :

P

4 \ i
s
“ »

ML

S
g O
‘.\1 L RS

. -.'.‘ 4 o

¥ AL

| % 4'_ é
DS 322 , < . : . 2 Y ..'d 0*}
v. s . R 7 M ,, :- h ...'.3.- . s «: ;.‘./ v il B ?;"’..
o S : 4 X ’ RO e

Fonte: Servigo de anatomia patoldgica do AC Camargo Cancer Center



49

6.4 Aplicabilidade do Ki-67 frente aos perfis de expressao génica (GEP) e
possibilidade de sua integragdo em normogramas que preveem a

positividade do linfonodo sentinela

O século XXI tem testemunhado uma evolugao tecnoldgica sem precedentes. A
incorporagdo de novas informagdes, o uso de inteligéncia artificial e dados cada vez mais

especificos transformam diariamente nossa percep¢ao da medicina e da ciéncia.

No final dos anos 1990, algumas publicagdes introduziram uma nova perspectiva sobre a
biologia molecular, analises progndsticas e tratamentos especificos dos tumores: o perfil

de expressdo génica (GEP)%.

O GEP analisa a expressao génica de um tumor em nivel de transcrigao, utilizando métodos
em tempo real para definir seu perfil molecular. Essas informagdes auxiliam na avaliagao

do comportamento e agressividade tumoral“®,

No contexto do melanoma, a analise progndstica do tumor primario baseia-se atualmente
na espessura (Breslow) e na presenga ou auséncia de ulceragdo. Entretanto, de forma
dissociada, melanomas finos podem evoluir com recorréncia, progressao e dbito. Esses
desfechos inesperados indicam a necessidade de informag¢des mais especificas que

auxiliem no direcionamento do tratamento baseado na andlise de risco do paciente®,

Nesse cenario, o uso do GEP em melanoma busca detalhar e definir melhor esse risco,

auxiliando a equipe médica na conduta frente a diversidade de pacientes e tumores.

Atualmente, estao disponiveis diversos testes para melanoma cutaneo, com destaque
para o Decision-Dx Melanoma™ — um painel com 28 genes de assinatura e 3 genes de
controle, destinado a estratificar pacientes em alto e baixo risco*®. Greenhaw et al. (2020),
em sua metandlise com 1.479 pacientes derivados de trés grandes estudos e uma nova
coorte que utilizaram o teste GEP com 31 genes, optou por dividir os pacientes em dois
grandes grupos: Classe 1 (baixo risco) e Classe 2 (alto risco). Dentro desses grupos,
subdividiu em quatro classes: 1A (menor risco), 1B e 2A (risco intermediario) e 2B (alto

risco).

Os resultados foram substanciais ao demonstrar uma diferenca estatisticamente

significativa na sobrevida livre de recorréncia em 5 anos —91,4% e 94,1% para pacientes
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de Classe 1A e 43,6% e 55,5% para pacientes de Classe 2B (P < 0,0001). Além disso, os
individuos classificados na Classe 2 apresentavam elevado risco de recorréncia (taxa de
risco 2,90; P <0,0001) e metdstase distante (HR 2,75; P <0,0001). A regressao multivariada
de Cox mostrou que a classe de perfil de expressao génica foi um preditor de risco de
recorréncia, independente da espessura de Breslow, estado de ulceracdo, idade do
paciente e resultados da bidpsia do linfonodo sentinela (P < 0,0001; HR 2,90; IC 95% 2,01-
4,19)%. Tais resultados foram robustos em demonstrar uma diferenca importante nos

desfechos clinicos entre os grupos de baixo e alto risco.

Uma informagdo interessante desse estudo é a comparagdo dos resultados e analises
progndsticas do GEP com a pesquisa do linfonodo sentinela. Nele, observa-se que o risco
relativo associado a um resultado de Classe 2 no GEP 31 é semelhante ao de um resultado
positivo na pesquisa do linfonodo sentinela, indicando que ambos os métodos possuem
capacidade compardvel de identificar pacientes com maior risco de recorréncia ou
metastase. Entretanto, a concordancia entre os resultados do GEP 31 e da pesquisa de
linfonodo sentinela é de aproximadamente 49% para recorréncia e metastase distal. Essa
taxa moderada de concordancia sugere que o GEP 31 oferece informacgdes progndsticas
complementares as fornecidas pela pesquisa do linfonodo sentinela, mas ainda ndo o

substituiZ®.

Apesar do crescente numero de estudos sobre o uso do GEP para discriminagao de risco
e auxilio na conduta do paciente com melanoma, os principais guidelines, como o NCCN,

ainda n3o o indicam para uso rotineiro?’.

No que tange a relacdo custo-beneficio, todo teste ou tratamento precisa justificar seu
custo. O trabalho publicado por Hu et al. (2020) foi especifico ao avaliar o estadio IlIA.
Neste estudo, foram avaliados trés cenarios: observagao, adjuvancia com pembrolizumab
para todos e adjuvancia com pembrolizumab apenas para aqueles com alto risco definido

pelo GEP. O objetivo foi o custo por mortalidade evitada em 10 anos*.

O custo adicional estimado por mortalidade evitada (em comparagdo com observagao) foi
de USS 2,1 milhdes para a adjuvancia seletiva e USS 2,4 milhdes para o grupo em que
todos receberam pembrolizumab (custos de USS 583,0 mil e USS 697,1 mil por ano de
vida, respectivamente). Apds diversas analises e ponderagdes, os autores concluiram que

o uso do GEP 31 para estratificar pacientes de risco tem o potencial de melhorar
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marginalmente a relacdo custo-efetividade em relagdo a uma abordagem adjuvante
universal, com uma pequena compensacao na sobrevida geral de 10 anos. Ressalta-se que
0 mesmo teste ndo esta indicado para analisar o risco em pacientes estadio IllA, por ainda

ndo ter resultados satisfatorios na estratificacdo entre alto e baixo risco®.

Figura 20 — Sobrevida geral estimada de dez anos associada as varias estratégias de

tratamento.
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Legenda: Preto significa a proporgdo de pacientes falecidos aos 10 anos (independentemente das linhas de
tratamento recebidas). Amarelo significa a proporg¢ao de pacientes vivos apds o tratamento com pelo menos
1 terapia sistémica. Verde significa a proporg¢do de pacientes vivos sem nunca receber tratamento sistémico.
As estratégias SEL e ALL estdo associadas a menos mortes, ao custo de mais pacientes sendo tratados com
pelo menos um curso de terapia sistémica. OBS, observagdo inicial; SEL, tratamento adjuvante seletivo de
pacientes classificados como de alto risco pelos resultados de 31-GEP; ALL, tratamento adjuvante de todos
0s pacientes em estégio 1A%,

No estudo de Hu et al. (2020), o custo naquele ano para o teste GEP 31 era em torno de
USS 7.000 por paciente, o que dificulta o acesso, principalmente em paises em
desenvolvimento ou naqueles em que a saude é custeada pelo estado. Nosso trabalho
propde uma nova hipdtese a ser futuramente investigada: a possibilidade do uso do Ki-67,
sabidamente uma avaliacdo imuno-histoquimica com custo menor e mais acessivel que o
GEP, como mais um dado clinico-patoldgico para melhorar a estratificacdo de risco dos

pacientes com melanoma.
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A principal hipotese levantada nao é que o resultado da analise imuno-histoquimica do Ki-
67 isoladamente fornega os dados necessarios para definir um paciente como de baixo ou
alto risco de metdstase, mas sim que, em associacdo com os demais fatores progndsticos
bem definidos e utilizados pela literatura em estruturas estatisticas como nomogramas,

possa aprimorar a estratificagao de risco.

As analises estatisticas de nossa casuistica demonstraram que o grupo com Ki-67 >12,5%
apresentou maior risco de ébito (HR 6,07;1C95%, 1,33-27,64; p = 0,032), recidiva (HR 2,67;
IC 95%, 1,21-5,90; p = 0,015) e positividade do linfonodo sentinela (OR 3,11; IC 95%, 1,8—
5,36; p < 0,001), estabelecendo-se como marcador progndstico independente para

sobrevida global e sobrevida livre de recorréncia na analise multivariada de Cox.

Entretanto, ao analisarmos trés nomogramas bem estabelecidos e validados na literatura,
que fazem parte da rotina clinica como ferramentas para predizer a positividade do

linfonodo sentinela, nenhum deles utiliza o Ki-67 como varidvel.

O nomograma da Dra. Sandra L. Wong, do Memorial Sloan-Kettering Cancer Center,
publicado em 2005, foi desenvolvido para prever a positividade do linfonodo sentinela. O
estudo incluiu 979 pacientes submetidos a bidpsia bem-sucedida do linfonodo sentinela,
e os dados foram validados com 3.286 pacientes de um grande estudo multi-institucional,
com o intuito de avaliar a precisdo preditiva do método. As varidveis utilizadas neste
estudo foram: idade, espessura do melanoma (Breslow), nivel de Clark, localizacdo e
presenca ou auséncia de ulceracdo. Os resultados demonstraram que o nomograma
apresentou uma capacidade de discriminagao superior a do estadiamento AJCC, com um
indice de concordancia de 0,694 versus 0,663, respectivamente (P < 0,001). Além disso,
ficou evidente que o estadiamento da AJCC possuia diversas faixas de risco para o
desfecho de linfonodo sentinela positivo quando analisadas as probabilidades previstas
pelo nomograma dentro de cada estagio?. Diante da importancia progndstica
demonstrada pelo MSLT-1 na positividade do linfonodo sentinela, embora o
procedimento possa acarretar morbidade ao paciente, esse nomograma mostrou ser uma
ferramenta util na estratificagcdo do risco e auxilio na indicagdo da pesquisa do linfonodo

sentinela.
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Em 2020, o Melanoma Institute Australia (MIA) publicou seu nomograma para avaliar o
risco de linfonodo sentinela positivo em melanoma cutaneo. Foram avaliados 3.477
pacientes, e os dados foram validados externamente com outros 3.496 pacientes do MD
Anderson Cancer Center, no Texas, EUA. A diferenca em relagdo ao nomograma do
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) foi a retirada da localizagdo do tumor e
do nivel de Clark, e a introducdo de outros trés fatores: taxa mitética, subtipo de
melanoma e invasao linfovascular. Os resultados buscaram comparar os nomogramas e
evidenciaram uma melhora significativa na capacidade preditiva do risco de linfonodo
sentinela positivo com as modificagdes realizadas pelos australianos. O modelo do MIA
apresentou uma melhoria absoluta de 6,2% na estatistica C em comparagdo com o modelo
MSKCC (P < 0,001) e uma melhoria de 20,2% em relacdo aos critérios da NCCN ou
ASCO/SSO (T2+)%°. 0 aumento da especificidade deste nomograma, comparado aos outros
métodos, sugere uma redugdao no numero de falsos positivos, o que pode minimizar

procedimentos desnecessarios em pacientes com menor risco.

Bertolli et al. (2020) realizaram um estudo nacional no AC Camargo Cancer Center para
desenvolver um nomograma com o mesmo intuito de avaliar o risco de linfonodo
sentinela positivo em melanoma cutaneo, diferenciando-se dos demais principalmente
pela populacdo avaliada, ja que o Brasil possui um povo extremamente miscigenado. O
estudo abrangeu 1.213 pacientes. As varidveis utilizadas foram: localizacdo do tumor,
espessura (Breslow), indice mitdtico, regressao, invasao linfatica, subtipo de melanoma e
nivel de Clark. Este nomograma demonstrou desempenho e calibragao adequados, com
um poder discriminatério aceitavel (AUC de 0,767). Na validacdo interna, o modelo
manteve seu desempenho, indicando sua robustez. Ao aplicar um ponto de corte de 0,192
de probabilidade, o modelo apresentou sensibilidade, especificidade e acuracia de 0,717,
com um valor preditivo negativo de 0,910, sugerindo que é eficaz em identificar pacientes
com baixa probabilidade de metdastase no linfonodo sentinela. Um ponto interessante do
trabalho de Bertolli é que, na andlise multivariada apds multiplas regressées logisticas, a
taxa mitdtica sobrepds-se a ulceragdo, que é parte do estadiamento TNM. Achados
semelhantes ja foram demonstrados em estudos anteriores realizados no AC Camargo e
reforcam a importancia da taxa mitdtica3l. Considerando que o Ki-67 é um indice de

proliferagao celular que parece ser mais fidedigno do que a taxa mitdtica, e com achados
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semelhantes na analise multivariada realizada em nossa casuistica, essa informagao

reforca nossos resultados.

A evolugdo dos nomogramas utilizados como preditores de linfonodo sentinela positivo
desde 2005, com o trabalho de Wong SL et al., até as publicagdes do Melanoma Institute
Australia (MIA) e do AC Camargo Cancer Center em 2020, evidenciaram que a utilizacdo e
adicdo de fatores progndsticos mais especificos geraram um ganho na precisdo preditiva
do método. Com o resultado de nosso estudo evidenciando que o Ki-67 > 12,5% estd
associado a um risco trés vezes maior de positividade do linfonodo sentinela (OR 3,11; IC
95%, 1,8-5,36; p < 0,001), deve-se considerar o Ki-67 um fator progndstico relevante que
pode ser introduzido em um novo nomograma, como os anteriormente citados, gerando

ainda mais precisdao nos resultados.

Um nomograma incorporando o Ki-67 foi publicado por Du et al. (2023), especificamente
para melanomas acral, com o objetivo de prever a sobrevida especifica do melanoma. O
estudo incluiu 314 pacientes de uma populagao chinesa com melanoma acral. Os
pacientes foram classificados em grupos de baixo e alto risco com base nos pontos de
corte de Ki-67: 230% (alto risco) e <30% (baixo risco). As varidveis utilizadas no
nomograma foram: Ki-67, sexo, ulceragdo, cirurgia (ressec¢ao completa), LDH, localizagdo
do tumor primdrio, presenca de metastase a distancia, presenca de metastase linfonodal
e espessura de Breslow. O objetivo do nomograma era, a partir de sua pontuagao,
categorizar os pacientes em quatro faixas de sobrevida: 1, 3, 5 e 8 anos. O indice C foi de
0,765 na coorte de treinamento e 0,758 na coorte de validagao, indicando boa precisao

do modelo de previsdo?3.

Apesar do pequeno tamanho amostral e das peculiaridades do melanoma acral, ja
anteriormente destacadas neste trabalho, a utilizacdo do Ki-67 para elaboracdo de um
nomograma preditor de sobrevida especifica para o melanoma representa um avango que

abre novas possibilidades para o uso deste marcador.
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6.5 Analise critica dos resultados: contribuigdes e limitagoes do estudo

Este estudo trouxe contribuicdes significativas para literatura acerca da expressao imuno-
histoquimica de Ki-67 e os desfechos clinicos em melanoma cutdneo. Diante do que ja
havia sido publicado, é a maior coorte de casos com analise de Ki-67 para melanoma
cutaneo, sem especificar o subtipo — ha trabalhos de melanoma acral e metanalise que

incluiu outros tipos de melanoma com amostras maiores e publicados.

Foram 457 pacientes avaliados em uma coorte retrospectiva no periodo de 2010 a 2018
em uma unica instituicdo reconhecida pela exceléncia nos cuidados e atengdao aos seus
pacientes, o AC Camargo Cancer Center. Além disso, a populagdo avaliada inclui um perfil
miscigenado, representando um panorama mais amplo e possivelmente aplicavel a outras

populagdes, diferente dos estudos previamente publicados.

A defini¢ao do ponto de corte de 12,5% para o Ki-67, que estratificou os pacientes em
grupos de baixo e alto risco, foi baseada em uma abordagem estatistica robusta, utilizando
a curva ROC. Esse valor demonstrou alta sensibilidade (92%) e especificidade (69,4%) na
predicdo da sobrevida global, podendo servir como referéncia para estudos futuros e
potencialmente ser incorporado a algoritmos progndsticos. No entanto, é importante
considerar que, na pratica clinica, os patologistas ndao costumam relatar valores
fracionados de expressao de Ki-67 em seus laudos. Na amostra deste estudo, os valores
observados seguiram predominantemente escalas multiplas de 5. Assim, poderia-se
argumentar que um ponto de corte mais aplicavel a rotina diagndstica seria < 10% e >
10%. Contudo, optamos por manter o valor de 12,5% estabelecido pela andlise estatistica,

garantindo fidelidade aos dados obtidos por meio da curva ROC.

Os resultados deste estudo demonstraram que uma expressao de Ki-67 superior a 12,5%
esta significativamente associada a um maior risco de ébito (HR 6,07; IC 95%, 1,33-27,64;
p = 0,032), recidiva (HR 2,67; IC 95%, 1,21-5,90; p = 0,015) e positividade do linfonodo
sentinela (OR 3,11; IC 95%, 1,8-5,36; p < 0,001). A andlise multivariada para sobrevida
global e sobrevida livre de recorréncia confirmou que o Ki-67 > 12,5% é um fator
progndstico independente, demonstrando impacto superior a fatores amplamente

estabelecidos, como a espessura de Breslow, ulceracdo e indice mitético.
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Importante salientar que a populagao estudada era majoritariamente composta por
pacientes com melanoma de Breslow fino (mediana de 1,1 mm) e classificados no Estadio
| (63,9%) segundo a 82 edicdo da AJCC. Essa caracteristica reduz o impacto dos fatores
progndsticos tradicionais nos desfechos clinicos e diferencia este estudo de outros que
avaliaram pacientes com tumores mais avangados. Tais achados reforgam a relevancia do
Ki-67 como um marcador clinico-patolégico com potencial para aprimorar a estratificagao

de risco no melanoma cutaneo.

Outro ponto relevante a ser considerado é que, no periodo de inclusao dos pacientes
neste estudo (2010-2018), as terapias sistémicas disponiveis no AC Camargo
apresentavam eficdcia limitada em termos de melhora na sobrevida global e na sobrevida
livre de recorréncia, destacando-se o interferon alfa-2B e a quimioterapia baseada em
dacarbazina. Dessa forma, é possivel inferir que houve minima influéncia de tratamentos
sistémicos nos desfechos analisados, o que confere maior robustez a associagao

observada entre Ki-67 e os desfechos clinicos.

A andlise por curva ROC foi utilizada também para determinar o valor de Ki-67 com a
melhor sensibilidade, especificidade e acurdcia para predizer a positividade do linfonodo
sentinela. Mais uma vez, o valor de 12,5% de expressdo de Ki-67 na imuno-histoquimica
do melanoma primario demonstrou ser o ponto de corte com melhor acurdcia. Para esse
valor de corte, a sensibilidade foi de 64,3%, a especificidade de 63,3% e a acurdcia de
63,5%. O odds ratio para Ki-67 > 12,5% e a positividade do linfonodo sentinela foi de 3,11
(IC 95%: 1,8 — 5,36; p < 0,001), evidenciando o potencial de Ki-67 como preditor de
positividade do linfonodo sentinela. Este resultado abre portas para utilizagao desse fator

em ferramentas preditivas, como normogramas, afim de melhorar a acuracia do método.

A adigao de mais um fator clinico-patoldgico de relevancia na avaligao progndstica do
melanoma cutaneo auxilia no estratificagao de risco e, por consequente, na determinagao
de cuidados e tratamentos mais especificos para os pacientes. O que se traduz em maior
assertividade, menor morbidade e maior custo-beneficio no tratamento e seguimento dos

doentes.

Entretanto, nosso trabalho também possui limitagdes e por se tratar de um estudo
retrospectivo, pode haver viés de selegao inerente a coleta de dados a partir de registros

hospitalares. Além disso, a realizagdo do estudo em um Unico centro limita a generalizagao
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dos resultados para outras instituicdes com diferentes protocolos de analise imuno-

histoquimica.

A analise da expressao por imuno-histoquimica do Ki-67 pode variar conforme técnicas de
coloracdo, metodologia de contagem celular e interpretacdo patolégica. Embora os
procedimentos laboratoriais tenham sido padronizados e conduzidos por patologistas
experientes em dermato-patologia, a falta de um protocolo universal para quantificagao

do Ki-67 no melanoma pode impactar a reprodutibilidade externa dos achados.

Outro fato importante é a auséncia de analise por dupla marcagao imuno-histoquimica, ja

demonstrado como um fator que aumenta a acuracia e reprodutibilidade do resultado.

Diante dos achados deste estudo, diversas direcdes podem ser exploradas para futuras
investigacdes. Uma abordagem promissora seria avaliar a correlagdo entre a expressao de
Ki-67 e testes moleculares, como os perfis de expressdo génica, a fim de determinar o
valor adicional desse marcador na estratificagao prognostica do melanoma. Além disso, é
fundamental ampliar a discussdo sobre a viabilidade de testes mais acessiveis, que possam
ser aplicados em contextos com recursos limitados, viabilizando sua utilizagao em centros

com menor infraestrutura e disponibilidade financeira.

Nesse contexto, conforme discutido anteriormente, outra perspectiva relevante seria o
desenvolvimento de nomogramas que integrem a expressao de Ki-67 a outros fatores
progndsticos ja validados, potencialmente aprimorando a acurdcia na predicdo de

desfechos clinicos.

Seria interessante, também, investigar o impacto do Ki-67 no progndstico de subgrupos
em que ainda hd incertezas quanto a necessidade de terapia adjuvante, como os pacientes
com melanoma estadio Il de alto risco e aqueles classificados como estadio IlIA na 82
edicao da AJCC. Essas analises poderiam contribuir para a otimizagao das estratégias

terapéuticas e personalizagdo do tratamento.

Outro aspecto fundamental é a busca pela padronizagao internacional da analise
imunohistoquimica da expressdao de Ki-67 no melanoma, a fim de garantir a
reprodutibilidade dos resultados entre diferentes laboratérios e patologistas,

aumentando, assim, a validade externa dos estudos.
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Por fim, a realizacdo de estudos prospectivos multicéntricos é essencial para validar o
ponto de corte de 12,5% do Ki-67 e avaliar sua aplicabilidade em diferentes populagdes,
possibilitando sua incorporagdo como um marcador progndstico robusto na pratica

clinica.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que a expressao de Ki-67 > 12,5% é um marcador
progndstico significativo e independente para sobrevida global e sobrevida livre de
recorréncia em pacientes com melanoma cutaneo. Além disso, esse ponto de corte
demonstrou uma associagdao relevante com a positividade do linfonodo sentinela,

reforcando seu potencial como indicador de agressividade tumoral.

Esses achados evidenciam a importancia do Ki-67 como uma ferramenta complementar
na estratificagdo de risco e no planejamento terapéutico, sugerindo sua possivel
incorporagdao em algoritmos progndsticos para aprimorar a tomada de decisao clinica no

manejo do melanoma cutaneo.
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celular estudada em diversos tipos tumorais, dentre eles, como valor prognéstico independente para
sobrevida global no cancer de mama.9 Estudos tém mostrado correlagao positiva entre expressao do Ki67 e
pior sobrevida sugerindo que este marcador poderia ser util como fator prognéstico independente no
melanoma maligno11. Investigagdes prévias mostraram associacao entre a expressao de Ki67 e prognostico
do paciente com melanoma, mas os resultados tém sido contraditérios12. Entretanto, os dados que
correlacionam a expressa@o de Ki67 com melanoma derivam de estudos com nimero de amostragem
pequena, o que dificulta a utilizagdo destes trabalhos como base para utilizagdo desta proteina como fator
prognoéstico no melanoma cuténeo. Diante da necessidade de tornar mais robusto o conhecimento acerca
da relagao entre a expressao do Ki67 com com os desfechos clinicos e demais fatores prognésticos em
melanoma cutéaneo, bem como, aumentar o arsenal de marcadores biolégicos, propomos a realizagdo desta
coorte transversal retrospectiva, unicéntrica com nimero amostral elevado para sedimentar o conhecimento
acerca do tema.

Hipétese:

A hip6tese é de que ha correlagdo entre a taxa de expressao de Ki67 com pior sobrevida global, sobrevida
melanoma especifica e sobrevida livre de recorréncia em melanoma cutaneo.

Metodologia Proposta:

Estudo observacional tipo coorte retrospectiva com dados de uma Unica instituicdo no periodo de 2010 a
2020.

Critério de Inclusao:

Pacientes diagnosticados e tratados por melanoma cutaneo invasivo no periodo de Janeiro de 2010 a
Dezembro de 2020 no AC Camargo Cancer Center;Realizagdo de imunohistoquimica com porcentagem de
expressao de Ki67 na andlise patologica;

Critério de Exclusao:

Melanomas nao-cutaneos;

Diagnéstico primario fora do periodo previamente estabelecido; Auséncia de avaliagdo do Ki67;

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a relagado entre a porcentagem de expressao do Ki67 através da analise por imunohistoquimica com
os defechos clinicos em melanoma cutaneo (sobrevida global, sobrevida melanoma especifica, sobrevida
livre de doenca);

Objetivo Secundario:

Correlacionar a porcentagem de expressao do Ki67 através da analise por imunohistoquimica com
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os demais fatores prognésticos ja estabelecidos para o melanoma cutaneo.Avaliar a relagédo entre a
porcentagem de expressao do Ki67 através da analise por imunohistoquimica com o risco de metastase
linfonodal durante a pesquisa do linfonodo sentinela;

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os dados serao coletados de um banco de dados previamente anonimizado pelo departamento de
Oncologia Cutanea do AC Camargo Cancer Center pelos alunos envolvidos na pesquisa de forma
codificada, pelo registro hospitalar, minimizando assim o risco — que ja é baixo — de perda de
confidencialidade. Apenas os alunos envolvidos e o pesquisador responsavel tiveram acesso aos dados.
Por se tratar de trabalho retrospectivo em registro de dados permanente do departamento, foi solicitado
dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido junto ao Comité de Etica em Pesquisa institucional.
Beneficios:

Diante da necessidade de tornar mais robusto o conhecimento acerca da relagdo entre a expressao do Ki67
com com os desfechos clinicos e demais fatores prognésticos em melanoma cutaneo, bem como, aumentar
o arsenal de marcadores biolégicos, propomos a realizagdo desta coorte transversal retrospectiva,
unicéntrica com namero amostral elevado para sedimentar o conhecimento acerca do tema.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Estudo observacional tipo coorte retrospectiva com dados de uma Unica instituicdo no periodo de 2010 a
2020. Tamanho de amostra igual a 1400.

. Solicita dispensa de TCLE. Justificativa: Os dados serdo coletados de um banco de dados previamente
anonimizado pelo departamento de Oncologia Cutanea do AC Camargo Cancer Center pelos alunos
envolvidos na pesquisa de forma codificada, pelo registro hospitalar, minimizando assim o risco — que ja é
baixo — de perda de confidencialidade. Apenas os alunos envolvidos e o pesquisador responsavel tiveram
acesso aos dados.

Consideracgoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Vide item "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes"

Recomendacades:
Vide item "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes"
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Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa - CEP, de acordo com as atribuicdes definidas na

Resolugdo CNS no 466 de 2012 e na Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela

aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O projeto em referéncia (registro CEP n°. 3370/23) sera desenvolvido por Victor Carmine De Siervi, aluno de

Mestrado.

NOTA: Informacgées a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas ao CEP dentro

de 06 meses a partir desta data em relatério (modelo CEP).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas PB_INFORMAQOES_BASICAS_DO_P 06/02/2023 Aceito
do Projeto ROJETO_2081655.pdf 11:07:14
TCLE / Termos de |dispensa_tcle.pdf 06/02/2023 |EDUARDO Aceito
Assentimento / 11:04:46 |BERTOLLI
Justificativa de
Auséncia
Solicitagdo Assinada |formulario_submissao.pdf 06/02/2023 |EDUARDO Aceito
pelo Pesquisador 11:04:35 |BERTOLLI
Responsavel
Projeto Detalhado / |projeto_CEP.pdf 06/02/2023 |EDUARDO Aceito
Brochura 11:04:06 |BERTOLLI

| Investigador
Orgamento orcamento.pdf 06/02/2023 |EDUARDO Aceito
11:03:39 |BERTOLLI
Qutros declaracao_anotomia.pdf 06/02/2023 |EDUARDO Aceito
11:03:23 |BERTOLLI
Declaragao de ciencia_cutanea.pdf 06/02/2023 |EDUARDO Aceito
concordancia 11:02:22 |BERTOLLI
Declaracao de declaracao_pesquisador.pdf 06/02/2023 |EDUARDO Aceito
| Pesquisadores 11:02:10 |BERTOLLI
Declaragao de Infraestrutura.pdf 06/02/2023 |EDUARDO Aceito
Instituicdo e 11:01:06 |BERTOLLI
Infraestrutura
Cronograma Cronograma.pdf 06/02/2023 |EDUARDO Aceito
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Cronograma

Cronograma.pdf

10:59:38 |EDUARDO

Aceito

Folha de Rosto

Folha_rosto_assinada.pdf

06/02/2023 |EDUARDO
10:54:26 [BERTOLLI

Aceito

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 03 de Margo de 2023

Assinado por:

MAURO DANIEL SPINA DONADIO
(Coordenador(a))
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APENDICE 1 - Variaveis de interesse do estudo

- Registro hospitalar

- Data de Nascimento

- Idade ao diagndstico

- Género

- Peso

- Altura

-IMC

- Topografia (Cabeca e pescoco; tronco; membros superiores; membros inferiores -
se acral, especificar onde)

- Situagdo da lesdo primaria na primeira consulta (Biopsia ndao realizada; Biopsia
incisional realizada; Biopsia excisional realizada; J4 ampliado);

- Data da primeira bidpsia

- Tipo histolégico

- Tipo de crescimento (horizontal e vertical);

- Espessura (Breslow)

- Clark

- Indice mitético CGA e mm?

- Invasao vascular

- Ulceracao

- Estadiamento AJCC 82 edicao

- Presenca de regressao

- Infiltrado inflamatdrio peritumoral

- Infiltrado inflamatério intratumoral

- Invasdo linfatica;

- Invasao perineural;

- Margens

- Presenca de satelitose

- Ki-67 (%);

- BRAF (Tipo de mutagdo)

- NRAS



71

-KIT

- Realizacdo de linfonodo sentinela;

- Primeira base de migragao do linfonodo sentinela;

- Presenga de mais de uma base linfonodal de migragao do linfonodo sentinela

- Segunda base de migracado do linfonodo sentinela;

- Data da realizagao do linfonodo sentinela;

- NUmero de linfonodos sentinela;

- Numero de linfonodos sentinela acometidos;

- Diametro da metéstase linfonodal no sentinela;

- Realizacao de linfadenectomia;

- Data da Linfadenectomia;

- Local da linfadenectomia;

- Presenca de linfonodo nao-sentinela positivo;

- Niumero de linfonodos retirados na linfadenectomia;

- Numero de linfonodos positivos;

- Realizacdo de radioterapia adjuvante;

- Realizacao de interferon adjuvante;

- Realizagdo de imunoterapia adjuvante;

- Realizagdo de terapia alvo adjuvante;

- Presenca de recidiva;

- Data da primeira recidiva;

- Local da recidiva (local ou sistémica);

- Local (Pele e subcutaneo ou Linfonodos regionais)

- Sistémica (Linfonodos ndo regionais; Pulmao; Visceras; SNC)

- Presenca de recidiva linfonodal exclusiva;

- Tratamento da recidiva com cirurgia? (sim/n&o)

- Tratamento da recidiva com radioterapia? (sim/n3do)

- Tratamento da recidiva com terapia sistémica? (sim/nao)

- Status atual do paciente (Vivo sem doenca; Vivo com doencga; Morto pela doenga;
Morto por outra causa);

- Data da ultima informacao

- Tempo de sobrevida global



- Tempo de sobrevida livre de recidiva;

- Possui tomografia computadorizada
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