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RESUMO

Introducéo: o melanoma cutaneo é uma das neoplasias mais agressivas e sua
incidéncia é crescente, com sobrevida média mundial de 69%. Ndo ha cura
efetiva nos pacientes com melanoma disseminado, por este motivo € importante
estimar o risco de progressédo. Objetivo: avaliar a correlacio da expressdo dos
marcadores moleculares p53, Bcl-2 e Ki-67 com a sobrevida global e sobrevida
livre de doenga em pacientes portadores de melanoma cutdneo estratificando de
acordo com a espessura de tumoral de Breslow e indice mitético. Método: no
periodo de 2000-2006 foram estudados 41 pacientes com melanoma cutaneo
invasivo. As laminas histolégicas para a realizagio das provas
imunohistoquimicas foram preparadas com a utilizagdo da técnica de
microarranjos teciduais. Os marcadores foram testados e correlacionados com a
sobrevida global e sobrevida livre de doenca isoladamente e de acordo com o
Breslow e o indice mitético. A andlise estatistica foi realizada com teste de Log-
Rank, curvas de sobrevida Kaplan-Meier e teste de médias sendo considerados
significantes os resultados com p<0,05. Resultado: na andlise individual, os
marcadores ndo se mostraram significantes em relagdo a sobrevida global e
sobrevida livre de doencga nos pacientes com indice mitético < 6 mitoses/campo
de maior aumento, a negatividade da expressao do Ki-67 mostrou-se significativa
para o aumento da sobrevida global e intervalo livre de doenca. Nos pacientes
com Breslow < 1 mm a negatividade do Ki-67 mostrou-se significante para o maior
intervalo livre de doenga e nos pacientes com Breslow > 1 mm mostrou-se
significativo com a express@o do Ki-67 em relagdo & menor sobrevida global.
Conclusao: as expressdes dos marcadores moleculares para metanoma cutaneo
avaliados neste estudo (p53, Bcl-2 e Ki-67) ndo apresentaram correlagdo
estatisticamente significante com a sobrevida global e sobrevida livre de doenca
no total de pacientes da presente amostra. A expressdo do marcador Ki-67
apresentou uma correlagao significante com as taxas de sobrevida quando a
populagao do estudo foi estratificada de acordo com a espessura tumoral de
Breslow e indice mitético.

Descritores: melanoma, Ki-67, p53, Bcl-2, sobrevida global, sobrevida livre de
doenca.
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ABSTRACT

Introduction: cutaneous melanoma is one of the most aggressive cancers and its
incidence has been increasing worldwide. The mean overall survival of patients
with melanoma is 69% in 5-year. There is no effective cure for patients with
disseminated melanoma and for that reason it is important to estimate the risk of
disease progression. Objective: to analyze the association of the expression of
tumor markers Ki67, p53 and bcl2 with overall survival and disease free survival in
patients with invasive melanoma, and stratified according to Breslow tumor
thickness and mitotic index. Methods: between 2000 and 2006 41 patients with
invasive cutaneous melanoma were studied. A tissue microarray built from
melanoma tissue was assayed using immunohistochemistry for expression of Ki
67, p53 and bcl2. The expression status of each marker was correlated with
overall survival and disease-free survival alone and according to Breslow
thickness and mitotic index. Statistical analysis was performed using log-rank test
for correlations and Kaplan-Meier for survival curves. Significant associations were
considered if p <0,05. Results: the expression status of each tumor marker
evaluated did not correlate significantly with overall survival or disease-free
survival. When a mitotic index of less than 6 mitoses / HPF was present in the
absence of Ki-67 expression, there was a positive association with overall survival
and disease-free survival. Patients with Breslow <1 mm and absence of Ki-67
expression demonstrated increase in disease-free survival. Furthermore, patients
with Breslow> 1 mm and Ki-67 expression presented improved overall survival.
Conclusion: The expressions of molecular markers for melanoma in this study
(P53, Bcl-2 and Ki-67) showed no statistically significant correlation with overall
survival and disease-free survival. The expression of Ki-67 marker showed a
significant correlation with survival rates when the study population was stratified

according to Breslow tumor thickness and mitotic index.

Keywords: melanoma, Ki-67, p53, Bcl-2, overall survival, disease-free survival
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1. INTRODUGAO

O melanoma cutédneo é uma neoplasia originada da transformacgéao maligna
de melandcitos localizados na camada basal da epiderme, sendo originalmente
descendentes da crista neural’.

Destaque-se que, a principal fungdo da célula é sintetizar e transferir o
pigmento melédnico aos queratindcitos e desta forma protegé-los dos danos
causados pela radiagéo ultravioleta'.

Outro aspecto refere-se a incidéncia agressiva e crescente do melanoma
cutaneo, a qual nos ultimos anos obteve um aumento significativo principalmente
entre a populagao branca, apresentando uma distribui¢éo irregular com pico no
adulto jovem e outro na velhice, com sobrevida média mundial estimada em 69%.
N&o ha cura efetiva nos pacientes com melanoma disseminado, sendo, portanto,
necessario estimar o risco de progressiao da neoplasia e o consequente
progndstico destes pacientes, preferencialmente no momento do diagndstico’.

Como muitos canceres, a predisposi¢cdo genética e a exposicao a fatores
ambientais sdo os principais fatores de risco para o desenvolvimento do
melanoma, salientando que o melanoma apresenta duas fases distintas de
crescimento, uma radial e outra vertical, onde o tratamento, a taxa de cura e a
sobrevida diminuem significativamente quando ha mudanca de um crescimento
para outro®.

Tem-se como fator prognéstico para o melanoma o envolvimento linfonodal,
esclarecendo que a maioria dos pacientes apresentam linfonodos clinicamente
normais ao diagnostico, havendo a necessidade de determinar um fator
progndstico microscépico para avaliagdo da doenga®.

No final da decada de 60, Clark definiu alguns critérios microscépicos
baseado na infiltragdo das camadas da pele (epiderme, derme e gordura) na
tentativa de correlacionar com o progndstico da doenga®.

Ao inicio da década de 70, Breslow correlacionou & espessura em mm de
infiltragdo na pele com o risco de metastase, no melanoma cutaneo. Entdo, o
grau microscopico de invasdo passou a ser o principal fator progndstico na
doenga com linfonodos clinicamente nao comprometidos®,

Além da espessura do tumor, houve a necessidade de estabelecer outros

critérios microscépicos que pudessem interferir na evolucdo do tumor, onde Clark



no inicio da década de oitenta propds que o indice mitético poderia ser um fator
progndstico associado a espessura do tumor’. Em 2001 Baich propds que a
ulceragdo poderia ser um fator prognéstico independente®. Barnhill em 2005
concluiu que o indice mitético é um fator prognéstico mais importante que
ulceracéo’.

Dentre outros fatores preditivos de sobrevida em melanomas cutaneos
primarios estdo presenca de ulceragdo, idade, sexo, localizacdo anatdmica,
presenca ou auséncia de lesdes satélites, indice mitdtico, presenca de regressio
e infiltrado inflamatdrio tumoral®.

Dados clinicos e histolégicos de melanomas cutédneos primarios fornecem
informagbes prognosticas Uteis, porém o curso clinico desta neoplasia é
imprevisivel havendo necessidade de fatores adicionais para predizer sua
evolugao®.

Recentemente, técnicas de biologia molecular, tem possibilitado a
identificacdo de marcadores que estdo sendo investigado na tentativa de
estabelecer correlagdo de expressdo com fatores progndsticos atuais, risco de
progressao, metastase e sobrevida dos pacientes com melanoma. A combinagao
de todos estes dados pode facilitar a caracterizagdo de marcadores biolégicos e
de novas proteinas envolvidas na génese, desenvolvimento e progressao dos
melanomas, ajudando a identificar pacientes que apresentam risco de pior
prognostico e pode também identificar possiveis alvos terapéuticos que auxiliem

no tratamento dos pacientes com melanoma cutaneo®.

1.1 OBJETIVO

Avaliar a correlagdo da expressao dos marcadores moleculares p53, Bcl-2 e
Ki-67 com a sobrevida global e sobrevida livre de doenga em pacientes portadores
de melanoma cutaneo.

Avaliar a expressdo dos mesmos marcadores na populagdo do estudo,
estratificando de acordo com a espessura de tumoral de Breslow e indice mitético.



2. REVISAO DE LITERATURA

O primeiro relato de melanoma é achado nas escrituras de Hipdcrates (460
a.C.), porém foi descrito pela primeira vez com detalhes em 1806 por René
Laennec'®. Em 1820, Willian Norris correlacionou a possibilidade hereditaria do
melanoma ao descrever uma familia com numerosas lesdes pigmentadas e
metastases’’.

Nas dultimas quatro décadas sua incidéncia aumentou mais que a de
qualquer outro tumor nos Estados Unidos da América (EUA), apresentando uma
distribuic&o irregular com um pico no adulto jovem e outro na velhice, ocorrendo
principalmente em individuos com pele fototipo 1 e 11°,

Sua sobrevida média mundial é estimada em 69%, sendo responsavel por
84% das mortes por cancer de pele, ocupando o segundo lugar em mortalidade
entre todos os tipos de canceres nos EUAS,

Os principais fatores prognodsticos para o melanoma foram revisados pela
American Joint Comite Cancer em uma andlise de 17.000 pacientes sendo
considerado o mais importante deles o envolvimento linfonodal. A maioria dos
pacientes apresenta-se com linfonodos clinicamente normais ao diagndstico,
entao o grau microscopico de invas@o passou a ser o principal fator progndstico.
Foram descritos dois sistemas de estudo da invasido microscépica: os niveis de
Clark e a densidade em Breslow. Os niveis de Clark classificam a invasao de
acordo com os sitios anatémicos (epiderme, derme e gordura), enquanto que a
densidade em Breslow é a medida absoluta da profundidade do tumor desde a
camada mais superficial (camada granular) até a célula tumoral mais profunda,

sendo a espessura apresentada em (mm)8.
2.1 INCIDENCIA

De acordo com o National Cancer Institute (NCI), Atlanta, a incidéncia do
melanoma cutédneo nos EUA em 2008, foi de 27,58/100 mil pessoas brancas,
sendo mais alta em homens (34,07/100 mil) do que em mulheres (23,13/100 mil).
Em janeiro de 2008 a prevaléncia do melanoma nos EUA era de 800.000
pacientes’.



A American Cancer Society estima que a incidéncia do melanoma cutianeo
cresga 4,1% ao ano, mais rapido do que qualquer outra neoplasia entre a
populagao branca. Ela estima que 68.130 novos casos de melanoma e 8.700
mortes por melanoma ocorram nos EUA em 20112 Segundo a National
Comprehensive Cancer Network, sdo estimados 62.480 novos casos de cincer
no mundo, sendo que 8.420 pacientes morrerdo nos EUA pela doenca®,

Segundo o Instituto Nacional de Cancer, a estimativa para 2010 foi de 5.930
casos novos de melanoma no Brasil, sendo 610 no Parand e mais precisamente
130 casos novos de melanoma em Curitiba, onde 2.960 casos novos sdo em
homens e 2.970 casos novos em mulheres (Instituto Nacional do Cancer - INCA
2010)",

Apesar, do melanoma cutaneo, ser menos frequente do que os outros
tumores de pele (basocelulares e de células escamosas), sua letalidade é mais
elevada. Melanomas causam mais de 75% das mortes por cincer de pele. O
prognostico desse tipo de cancer pode ser considerado bom, se detectado nos
estagios iniciais. Nos ultimos anos houve grande melhora na sobrevida dos
pacientes com melanoma, principalmente devido & deteccéo precoce do mesmo.
Nos paises desenvolvidos a sobrevida média estimada em cinco anos é de 73%,
enquanto que, para os paises em desenvolvimento a sobrevida média é de 56%.

A média mundial estimada é de 69%'2.

2.2 FATORES DE RISCO

Exposigao intermitente a radiagéo ultravioleta & o maior fator de risco para o
desenvolvimento do melanoma, especialmente em combinagdo com fatores
endogenos, como fototipo de pele | (pele muito clara, sempre queima, nunca
bronzeia) e Il (pele clara, sempre queima e algumas vezes bronzeiam), estado
imune e predisposicdo genética do individuo. Exposicdo solar intermitente esta
associada com maior risco de desenvolvimento da neoplasia do que exposicdo
crbnica, especialmente em pessoas brancas com exposigcado solar intermitente

durante a infancia'.



2.3 PROGRESSAO EM MELANOMA

Em 1984, Clark et al. propuseram modelo para o desenvolvimento e
progressao do melanoma. Este modelo, baseado em caracteristicas clinicas e
histolégicas, descreve cinco passos para a progressdo desta neoplasia: 1) nevo
melanocitico; 2) nevo displasico; 3) melanoma em fase de crescimento radial; 4)
melanoma em fase de crescimento vertical; e 5) melanoma metastatico®.

Contudo, somente 30% dos melanomas primarios invasivos sao associados
com um nevo pré-existente, sugerindo que muitos melanomas n&o surgem de
nevos. A maioria dos nevos melanociticos aparece apés o nascimento (nevos
adquiridos) e, baseado em padrdes de crescimento, podem ser classificados em
juncional, composto ou intradérmico. Nevos melanociticos podem estar presentes
também ao nascimento (nevo congénito). Nevos displasicos diferem dos nevos
comuns por apresentarem desordem arquitetural e atipia citolégica'®.

Em lesdes cutdneas melanociticas, a progressdo tumoral é definida como
um acumulo gradual de alteragbes genéticas irreversiveis que resultam em
aumento do seu potencial maligno e desenvolvimento de doenca metastatica e,
para fins diagnosticos e progndsticos, é importante identificar marcadores
apropriados que diferenciem os estagios da progressdo do melanoma, como por
exemplo, separar os melanomas finos (em fase de crescimento horizontal/inicial)

dos melanomas grossos (fase de crescimento vertical/avancado)'®.
2.3.1 Fase de Crescimento Radial

A maioria dos melanomas se desenvolve, através de um estagio inicial de
progressao tumoral, como uma placa achatada que se expande ao longo de um
raio de um circulo imperfeito. Devido a esta analogia clinica, esta fase foi
denominada de “fase de crescimento radial”'*.

A fase de crescimento radial pode ser in situ (confinada a epiderme) ou in
situ e invasiva, porém, neste caso, as células ndo tém capacidade de proliferacéo
na derme. A proliferagdo na epiderme pode originar um padrdo de melandcitos
neoplasicos atipicos organizados na forma de células isoladas, agrupadas ou em
ninhos. Como nos nevos juncionais, que podem migrar para a derme para formar

nevos compostos, as células de um melanoma in situ podem migrar para a derme



papilar. Na derme, estas células podem sofrer apoptose e desaparecer ou podem
sobreviver sem proliferar, ou seja, as células persistem na derme, mas ndo se

expandem para formar um nédulo tumoral.

2.3.2 Fase de Crescimento Vertical

Na préxima fase da progressédo, um nédulo tumoral aparece entre os limites
de uma placa pré-existente ou surge de novo, uma lesdo chamada “melanoma
nodular’. A caracteristica principal desta fase de crescimento é a habilidade das
células neoplasicas sobreviverem e proliferarem na derme. Esta habilidade é
observada através da formagédo de um nddulo tumoral ou pela presenca de
atividade mitdtica'.

Um de dois critérios é suficiente para a classificagdo dos melanomas em
fase de crescimento vertical. O primeiro é chamado tumorigenicidade definido
como a presenga de grupamentos de células na derme maiores do que o maior
grupamento intraepidérmico. O outro é a mitogenicidade, que se refere a

presenca de qualquer figura mitdtica nas células neoplasicas da derme®.

2.4 FATORES PROGNOSTICOS

Na ultima década o melhor entendimento dos fatores prognésticos em
melanoma cuténeo, permitiu aos oncologistas oferecerem tratamento apropriado
aos seus pacientes. Dentre os fatores preditivos de sobrevida em melanomas
cutaneos primarios, os mais importantes séo a espessura da leséo, a presenga de
ulceragéo e o envolvimento de linfonodos. Idade, sexo, localizagdo anatémica e
lesGes satélites também s&o importantes. Ha ainda fatores sendo investigados,
como indice mitdtico, presenca de regressdo, infiltrado inflamatério tumoral,
vascularizagao tumoral, invaséo angiolinfatica. Espera-se, em futuro préximo, que
marcadores moleculares oferegam mais informagdes em relagdo ao progndstico
destes pacientes ',

Os melanomas magros (<1 mm) tendem a ter excelente progndstico com
sobrevida maior que 90% em cinco anos em contraste com melanomas espessos
(>4 mm com ulceragdo) e progndstico relativamente pobre, com 45% de

sobrevida em cinco anos'“.



Todavia, uma minoria de pacientes com melanoma magro morrera de
doenga metastatica. Para predizer a sobrevida nos melanomas, numerosos
fatores clinico-patolégicos individuais ou multifatoriais foram determinados a fim
de tentar correlacionar com o prognostico da doenga. Nos pacientes com
linfonodos clinicamente negativos, além da espessura em Breslow existem outros
fatores a serem considerados no progndstico do paciente, como ulceragao da
lesdo, indice mitdtico, infiltrado linfocitario peri-tumoral, areas de regressdo da
les@o, invaséo vascular, idade do paciente, sexo, localizagéo da lesdo primaria'®.

A espessura do tumor nos pacientes com linfonodos clinicamente negativos
foi considerada por muito tempo como Uunico fator prognéstico importante'®. Outro
fator prognéstico em importancia na doenga localizada é a ulceracdo e o indice
mitético®.

Uma vez ocorrida metastase para o linfonodo, a sobrevida em cinco anos é
de 13 a 69%, dependendo do numero de linfonodos afetados e da carga

tumoral'’

. O indice de Breslow avalia a espessura da lesdo em milimetros desde
a camada granular da epiderme até a célula tumoral mais profunda na derme.
Quanto maior a espessura da lesdo, menor a sobrevida* '8,

O American Joint Committee On Cancer estratificou a espessura do
melanoma em quatro categorias: menor ou igual a 1,0 mm; 1,01-2,0 mm; 2,01-
4,0 mm e maior que 4,01 mm &,

Os melanomas com espessura menor ou igual a 1,0 mm sao chamados de
melanomas finos e os restantes, melanomas grossos'®. Anteriormente ao indice
de Breslow se utilizava o nivel de Clark para descrever o envolvimento anatémico
do tumor entre as estruturas cutaneas e subcutaneas, sendo dividido da seguinte
maneira’:

Nivel |: crescimento intraepidérmico do tumor, com membrana basal intacta;

Nivel Il: invasédo da derme papilar;

Nivel Ill: preenchimento de toda a derme papilar pelo tumor até a juncéo
derme papilar/derme reticular;

Nivel IV: invasdo da derme reticular

Nivel V: invasao do tecido subcutaneo

Para tumores maiores que 1,0 mm, o nivel de Clark ndo & um fator preditivo

de sobrevida independente e tem utilidade limitada'®.



Posteriormente a espessura tumoral, a ulceracdo passou a ser estudada
como fator progndstico no melanoma, sendo histologicamente definida como
auséncia de epiderme intacta sobre uma porgao significante do tumor primario ',
A ulceragdo e a espessura tumoral sdao os dois fatores prognosticos
independentes mais importantes e estéo correlacionados entre si, segundo Balch,
2001°. A incidéncia de ulceragdo € maior quanto mais espesso for o tumor
primario, variando de 6% a 12,5% para melanomas finos e 63% a 72,5% para
melanomas grossos maiores que 4,0 mm. A presenca de ulceragdo diminui a
sobrevida dos pacientes seja qual for & espessura do tumor’.

Qutro fator progndstico importante, segundo Bambhill et al 2005, analisando o
numero de mitoses em 650 pacientes com melanoma cutaneo, correlacionando
fatores clinicos e anatomopatoldgicos, concluiram que a taxa mitdtica é fator
prognostico mais importante do que ulceragao. Neste estudo, a taxa mitética foi
dividida em dois niveis de corte: de uma a seis mitoses por mm? (indice mitético
moderado) e mais de seis mitoses por (mm?)’. Estudo anterior de Clark et al 1989
ja havia relatado que tumores com taxa mitética igual ou maior do que seis, tem
risco 12 vezes maior de apresentarem metastases do que aqueles sem figuras de
mitoses °. A taxa mitdtica é calculada através da contagem do numero de mitoses
por milimetro quadrado mm?. Alta taxa mitética esta relacionada com células com
maior capacidade de duplicagdo, com capacidade de crescer e invadir vasos
sanguineos e linfaticos, e, portanto, pode representar um fator preditivo de mau
prognéstico’.

Em conjunto com o indice de Breslow, a alta taxa mitdtica € um fator
preditivo independente de positividade do linfonodo sentinela’. A taxa mitética é

um fator preditivo de sobrevida livre de doenga objetivo e independente®.
2.4.1 Marcadores Moleculares

Dados clinicos e histolégicos de melanomas cutaneos primarios fornecem
informagdes progndsticas uteis, porém, o curso clinico desta neoplasia é
imprevisivel e ha necessidade de fatores adicionais para predizer sua evolugéo.
Marcadores imunohistoquimicos podem melhorar a acuréacia progndstica através
da detecgdo de marcadores biolégicos, relacionados a progressdo da neoplasia

ou ao seu potencial metastatico e desta forma fornecer informagido para



tratamento mais efetivo e identificar aqueles pacientes que podem se beneficiar
de terapéuticas mais agressivas®'.

O manejo do melanoma cutdneo consiste em uma tarefa problematica, pois
as terapias adjuvantes sdo notoriamente tdxicas, associadas com significante
morbidade. Aliado a isso, os fatores progndsticos clinico-patoldgicos atuais nao
prevéem adequadamente a recorréncia da doenca e a sobrevida em um
significante nimero de pacientes®.

As atuais pesquisas clinicas e moleculares relacionadas a progressao em
melanoma cuténeo estdo focadas em delinear os tipos precisos de alteragdes
moleculares que ocorrem em cada estagio da progressao desta neoplasia, e em
definir o impacto bioquimico e bioldgico destas alteragdes nos mecanismos que
governam a proliferagdo, diferenciagdo e a relacdo intercelular entre os
melandcitos. Este conhecimento pode ser utilizado para um diagndstico mais
efetivo, definicdo de progndstico e tratamento dos pacientes com melanoma?2.
Muitos marcadores vém sendo investigados na tentativa de estabelecer uma
correlagdo da sua expressdo com os fatores progndsticos atuais, o risco de
progresséo, metastase e sobrevida dos pacientes com melanoma?®.

A descricdo do genoma humano, a nova ciéncia de bioinformatica com o
desenvolvimento de processos altamente sensiveis e relativamente precisos, altas
tecnologias como a microdissecgdo de captura a laser, espectroscopia de massa,
expresséo de forma génica e microarrays de tecido estdo conduzindo para o
conhecimento dos mecanismos moleculares, proporcionando diagndsticos mais
fidedignos e administrag@o de novas drogas para o cancer’.

O diagnostico molecular é a descoberta de mutagées patogénicas em DNA
ou RNA ou proteina associada para ajudar no diagnéstico, subclassificagéo,
prognéstico, selecdo de terapia e monitoramento de resposta a terapia. Estas
técnicas tornaram-se possiveis devido & abundancia de conhecimento criada
durante os ultimos 50 anos, periodo em que ocorreram mutagdes moleculares nos
canceres, como: a regulacao do ciclo celular, crescimento e diferenciagcéo celular,
apoptose (morte programada da célula); o que estimulou o aparecimento de
novas drogas. Os conceitos para uma nova medicina incluem individualizagao do
paciente para uma determinada doenga, taxa de progressdo da doenca, uma vez

que cada paciente responde de maneira singular as drogas®.



Referindo-se ao melanoma, uma aproximagdo médica personalizada inclui
desde a descoberta de predisposi¢do a doenga, diagndstico precoce, avaliagcéo
do prognéstico, descoberta de doenca residual minima, medidas
farmacogendmicas da droga, avaliando a eficacia e o risco de efeitos toxicos para
tratamento da doenga metastatica ao monitoramento do paciente para o retorno
do melanoma?®,

Os eventos moleculares e cromossdmicos que diferenciam os melanomas
de proliferagdes melanociticas benignas incluem a iniciagdo do tumor (mutagées,
perda de heterozigosidade, amplificacdo de gene, ganho e perda de
cromossomos), crescimento (perda de controle do ciclo celular, fator de
crescimento, neovascularizagdo), resisténcia a apoptose (inativagdo da morte
celular), invasao e metastase (motilidade celular, adesao, enzimas proteoiiticas) e
escape da vigilancia imune (perda ou ganho de reguladores imunes)®*. Muitos
canceres apresentam mutagoes afetando o gene supressor tumoral p53, o gene
do retinoblastoma, PTEN, ou RAS, porém no melanoma, estes eventos sao raros
ou acontecem tardiamente na sua progressdo, considerando que, na maioria
deles, as mutagdes de BRAF afetam os mitdgenos a ativarem a proteina-cinase
(MAPK) e a perda funcional de p16 e pt4 ARF?.

Fundamental é conhecer os principais marcadores moleculares do
melanoma para a identificacédo de individuos geneticamente predispostos, além
da deteccao precoce da doenga. Isso é importante ja que as chances de cura do
melanoma séo tanto maiores quanto mais cedo é diagnosticada a doenca e
iniciado o tratamento®. O conceito de marcadores moleculares do melanoma esté
relacionado a fatores e/ou sustincias que podem identificar a presenga ou a
predisposi¢cao a um tipo de cancer. Esses marcadores podem estar associados a
alteragbes em determinadas regides gendmicas, como mutagdes em genes de
predisposicao, bem como, podem estar relacionados a expressdo de alguns
antigenos em tumores e a presenca de sustancias especificas na circulagéo
sistémica® 2.

Atualmente, ndo ha marcador seguro com 100% sensibilidade e
especificidade, capaz de predizer a capacidade de metastizagdo do melanoma,
seja ele fino ou grosso. No entanto, em casos selecionados, o uso de marcadores
correlacionado com a diferenciagéo, progressédo ou ambos além da interpretagao

em parafina com hematoxilina e eosina (HE), pode ajudar distinguindo um



melanoma de um nevo melanocitico ou outras entidades que sobrepdem com
melanoma. Exemplos de fenétipos morfologicos estudados por Ruiter e White
1999, aumentariam a sensibilidade e especificidade do diagnéstico histologico
sem prever progndstico de melanoma incluindo uma andlise da fracdo de
crescimento por Ki-67. (MIB-1)%>27,

A fragdo de crescimento e marcadores de ciclo celular (Ki-67), antigeno de
proliferagéo nuclear, organizador nuclear da fragdo de fase S correlacionam com
progressao e progndstico. A atividade proliferativa que correlaciona com potencial
metastatico tem valor prognéstico significante em vérios canceres. Na progressao
de melanoma priméario para metastatico, o tumor clinico dobra proporcional ao
aumento do tempo, e a taxa de mitose do tumor primério estabelece relacdo com
a sobrevida, decrescendo o indice de Ki-67 (MIB-1) e proliferando antigeno
nuclear®,

Carlson et al mostrraram que o indice de Ki-67 é um biomarcador util no
prognostico para progressdo do melanoma com sobrevida global diminuida e
risco para metastase. Todavia, isto parece estar correlacionado com a densidade
do melanoma, onde lesdes maiores que 1.5 mm apresentam mais riscos para
metastase do que para melanomas magros® %,

Segundo Leiter et al, o Bcl-2 apresenta-se expresso no melanoma humano,
de 78 a 100% de casos, um aumento em relagéo a progresséo da doenga, porém,

sem uma relagdo com a sobrevida clinica®',
2.41.1 Ki-67

A atividade proliferativa das células de um tumor é um fator progndstico
comum em neoplasias humanas®. O antigeno nuclear Ki-67 é um marcador de
proliferagdo celular, sendo expresso em quase todas as fases do ciclo celular,
ausente somente na fase GO*. Reddy em 1995, através de um estudo com os
marcadores p53 e Ki-67 em melanomas com nivel de Clark lil-lV com e sem
recorréncia, mostrou que néo havia nenhuma diferenga na expressao de p53 e Ki-
67 entre pacientes com metastase e pacientes sem metastase®,

Moretti et al 2001, demonstrou correlagédo positiva entre a expressao do Ki-
67 com o prognostico da doenga, de acordo com a densidade do tumor® Varios

estudos informam associagao positiva entre a expressdo do Ki-67 e sobrevida



pobre em melanoma com Breslow > 4mm® 3 % O Ki-67 foi também estudado
como marcador de resposta as terapias alvo em estudos clinicos®® Vaisanen et al
em 2011 demonstrou uma maior propensdo a metastase e menor sobrevida nos
pacientes apresentando expressdo mais intensa do Ki-67%.

Kaleem et al, 2000, em estudo com 253 lesées melanociticas distribuidas
em 76 nevos comuns, 39 nevos de Spitz, 62 melanoma de disseminagéo
superficial, 32 melanomas nodulares, 21 lentigos maligno melanoma e 23
melanomas que surgem em associagdo com nevos preexistente, cada um
apresentou crescimento radial. Foram considerados positivos para Ki-67 ou p53
quando demonstraram reagao exclusivamente nuclear. Os casos sem reatividade
foram considerados negativos, sendo avaliadas 100 células de tumor em campos
microscopicos de 400 vezes em maior aumento. Nenhum nevo comum mostrou
expressao menor que 5% para Ki-67 e todos eles eram completamente nao
reativos para p53. Os nevos de Spitz ndo apresentaram reacdo maior que 11%
para o Ki-67 e reagéo negativa para o p53. Usando um modelo com positividade
maior que 10% para o Ki-67 e 5% para o p53, 75% dos melanomas na fase de
crescimento vertical e 8% na fase radial apresentaram-se positivos para os
marcadores “*°. Chomny et al, 2003 em estudo com nevos compostos, nevos de
Sptiz, melanoma de disseminagao superficial mostraram que o Ki-67 pode estar
expresso em ate 5% nos nevos e 13% nos melanomas finos, sendo seu grau de
expressao maior nas lesées malignas®’.

Pearl et al, 2007, estudaram o marcador Ki-67 tentando associar com a
progressdo no melanoma primario € nas metastases linfonodais em 79 lesdes
primarias e 92 linfonodos. A expressdo elevada do Ki-67 alta, era associada a
densidade de Breslow e presenga de ulceragdo em melanoma primario e na
metastase de linfonodal, concluindo que a expressao elevada do Ki-67 esta
associada com progressdo do melanoma e envolvimento de multiplos linfonodos,
mostrando assim, pacientes com elevado risco de metastase e progresséao de
doenga®,

Ladstein et al/, 2010, em estudo com 202 pacientes com melanoma nodular,
avaliando o indice mitdtico e a expressdo do Ki-67 com a sobrevida global,
revelaram que o aumento do numero de mitoses eleva a expressdo do Ki-67
estando associada a densidade tumoral (espessura em Breslow), presenca de

ulceragao e necrose tumoral, manifestando que a proliferacao de células de tumor



com expressado elevada do Ki-67 teve impacto significante por analise de

multivariada no prognéstico®?.

2.4.1.2 Bcl-2

A apoptose é uma forma altamente regulada de morte celular com DNA
alterado, seja por mutag&o ou ciclo celular irregular, impedindo a célula a gerar
clones celulares irregulares. Uma variedade de genes e proteinas sdo envolvidos
nos passos de iniciagdo, platd e execugdo da apoptose, destacando-se o gene
Bcl-2 %% *,

A familia dos genes Bcl-2, consiste em genes anti-apoptdéticos (Bcl-2, Bel-XL)
e apoptoticos (Bax e Bak), existindo uma relagdo Bcl-2/Bax ideal de controle e
equilibrio entre a vida e a morte celular®® 4®

A expresséo alterada das proteinas Bcl-x/ e Bcl-2 parecem estar envolvidas
tanto na génese quanto na progressdo do melanoma, havendo relatos da
expressao aumentada destes genes, levando a um aumento no potencial de
malignidade e maior possibilidade de metastizagao do melanoma®.

O Bcl-2 é expresso em 78 a 100% dos casos de melanoma cutaneo*® *’ e
em varias outras neoplasias*® *’. Ordd, 1994 mostrou uma diminuigdo do Bcl-2 no
melanoma cutaneo®’, enquanto Cerroni, 1995 mostrou aumento da expressao do
Bcl-2 tanto no melanoma, como nos nevos de pele sem correlacdo com a
sobrevida®. Estudos aprofundados sobre os mecanismos moleculares pelos
quais o Bcl-2 controla o ciclo celular nas células tumorais do melanoma vém
sendo propagados com o objetivo de se desenvolver terapias alvo especificas*®
%, Ha pesquisas que evidenciaram um decréscimo na expressao do Bcl-2 em
melanomas, sugerindo que essa sub-expressdo estaria relacionada ao
crescimento autdnomo caracteristico do melanoma cutaneo®.

Divito et al, 2004, em estudo com 282 pacientes mostraram que a
expressao do Bcl-2 era mais alta nas lesdes primarias do que nas metastaticas e
em pacientes com mais de 50 anos de idade. Entre as lesGes primarias nao havia
nenhuma associagdo entre expressao de Bcl-2 e profundidade de Breslow e
Clark®".

Espindola e Corleta 2008 estudaram a correlagédo entre o grau de expresséo

do Bcl-2 em metastases linfonodais e viscerais e a sobrevida global, em 50



pacientes diagnosticados com melanoma estadio Il e IV, sendo a espessura de
Bresiow meédia de 5.01 mm onde a expressdo do Bcl-2 foi encontrada em 74,3%
dos linfonodos metastaticos, 85,7% em metastases subcutianeas e 82,4% nas
metéstases viscerais. A andlise univariada e muitivariada ndo mostrou correlagéo

positiva entre a expressao e sobrevida global®?,
2.4.1.3 P53

O p53 é um gene supressor tumoral que codifica uma proteina nuclear
conhecida em sua variante normal como proteina P53 tipo-selvagem, possui
fungdes como: participagdo na captura e indugao de G1, inibicdo da sintese de
DNA danificado, indugdo de apoptose e interagdo com outras moléculas que
participam nestes mecanismos®:.

O gene p53 tem um importante papel na morte celular programada. No qual
diminui a expressdo do Bcl-2, induz a apoptose em resposta aos estimulos de
genotoxicidade e mantém a estabilidade gendmica. A perda destas fungdes ou por
mutagOes ou através da inativagao alélica conduz a um aumento da instabilidade
gendmica, amplificagéo do gene e mudangas na ploidia do DNA®®,

O gene p53 é frequentemente mutado nas neoplasias humanas, resultando
fungdes alteradas que podem induzir a carcinogénese®®. No melanoma, as
muta¢gdes do gene p53 sd@o raras, acontecendo em menos de 5%, sendo seu
papel controverso®™ . Vogt et al 1997, apresentaram estudo mostrando a
associagao entre a expressao do p53 e o Ki-67 nao demonstrando correlacio
com a sobrevida®, sendo favoravel a varios autores que nao mostraram nenhuma
correlagéo > °* *°. Recentemente Vaisanen et a/2011, em um estudo retrospectivo
usando os marcadores p53 e Ki-67, demonstraram positividade para o p53 em
52% dos casos estando diretamente relacionado a espessura tumoral, onde 42%
apresentavam-se positivo com tumores maior que 2 mm de espessura. Em
relagao ao Ki-67, 68% dos pacientes foram considerados positivos, sendo que
42% com tumores maiores que 2 mm de espessura, onde a expressdo foi
considerada positiva quando a contagem dos nucleos corados era maior que
10%, demonstrando uma maior propensao a metastase e menor sobrevida nos
pacientes expressando os marcadores®. Atualmente sabe-se que cerca de 50%

de todos os cénceres cutaneos estdo mutados, aumentando a frequéncia para até



90% quando a malignidade surge em pacientes com doenga genética recessiva
denominada xeroderma pigmentoso (XP)*®. A exposigdo & radiagao ultravioleta
ocasiona alteragbes nas vias de apoptose p53-dependentes, variando conforme
seja radiagdo UVA e UVB. Na radiagdo UVA o dano ocorre por inducéo de stress
oxidativo, enquanto a radiagdo UVB induziria mutagdes diretamente no gene. A
participagéo da via da p53 no melanoma ainda é controversa®’,

Alguns estudos demonstram associagdo significativa entre a expressao da
p53 e espessura do tumor acima de 1,5 mm, nivel de Clark IV e V, ulceragao,
embolizagéo linfatica, altos indices mitéticos e baixa sobrevida em cinco anos®’.
Entretanto, outros trabalhos mostram n&o haver correlagéo da expressdo da p53

com fatores clinicos e progndsticos®®,

2.5 MELANOMA E MICROARRANJOS TECIDUAIS

O método padréo para andlises histopatolégicas consiste na preservagao do
material de estudo em formalina e posteriormente em parafina para realizagao da
microtomia e confeccdo de ldminas histologicas. Em 1998 foi criado um
mecanismo para examinar varias amostras de tecidos diferentes de uma sé vez,
organizando-os num mesmo bloco de parafina e utilizando pequenos cilindros de
tecido. Esses arranjos de tecidos foram referidos como “tissue microarrays’-
microarranjos teciduais. Para sua confecgéo utiliza-se um aparelho com uma
agulha acoplada que retira os cilindros de tecidos incluidos em blocos de parafina
(bloco doador) que, posteriormente, sdo rearranjados em um novo bloco (bloco
receptor). Dessa maneira, dezenas e até centenas de cilindros de tecidos, podem
ser colocados num unico bloco de parafina. As laminas obtidas pela microtomia
desse bloco podem ser analisadas pela técnica rotineira de coloragao por HE ou
por outras técnicas, como a imunoistoquimica®®.

Para a construgdo de microarranjos teciduais, as laminas originais sdo
analisadas e as areas de interesse para estudo s&o selecionadas. A seguir, as
areas selecionadas sao identificadas nos blocos de parafina originais e um
cilindro de tecido cujo diametro pode variar de 0,6 mm a 2,0 mm, é retirado dessa
area com uma agulha acoplada a um equipamento de precisdo disponivel
comercialmente. Esse cilindro é entéo introduzido em um novo bloco. Os cilindros

dos varios casos sdo sucessivamente adicionados ao bloco receptor e a posicéo



de cada caso é identificada em uma planilha com referéncias da coluna e da
linha®®.

Apesar da utilizagao desta técnica estar amplamente validada pela literatura
e seu uso ser cada dia mais difundido, ainda ha poucos modelos de
equipamentos (manuais ou automaticos) disponiveis comercialmente devido ao
seu custo. A utilizagdo de um modelo alternativo para a construcdo de
microarranjos teciduais ja foi descrita no Brasil. A técnica artesanal descrita
representou uma alternativa econémica aos equipamentos comerciais e permitiu
boa concordéncia diagndstica com os cortes de blocos originais corados com HE
e com o estudo imunoistoquimico®’.

Esta técnica j& foi utilizada para a avaliagdo de melanomas cutianeos. A
combinagao desta com dados clinico-patoldgicos facilitam a rapida caracterizagéo
de marcadores biolégicos envolvidos no desenvolvimento e na regulagdo da
progressdo do melanoma® %, Estudo brasileiro do Centro de Tratamento e
Pesquisa do Hospital do Cancer A C Camargo em S&do Paulo também utilizou
microarranjos teciduais para avaliagdo de marcadores moleculares em melanoma
cutaneo, e, concluiu que esta técnica de pesquisa, permite a avaliagdo de
diversas amostras teciduais simultaneamente em um mesmo experimento, e,
facilita a analise combinada da expresséo de fatores de proliferagéo celular e de
apoptose®.



3. METODO

O presente estudo clinico, foi aprovado pela Comissao de Etica e Pesquisa
do Hospital Erasto Gaertner e foi realizado com pacientes oriundos do Servico de
Pele do Hospital Erasto Gaertner em conjunto com o Laboratério de Anatomia

Patoldgica e apoio do Laboratério Byori.

3.1 GRUPO DE ESTUDO

No periodo de 2000 a 2006 foram atendidos 586 casos de pacientes com
melanoma cuténeo. Para realizacdo deste estudo foram selecionados 41
pacientes, usando os critérios de inclusdo e exclusio. As informagdes clinicas,
histologicas, exames de imagem, tratamento e evolugdo foram coletadas e
registradas no modelo de ficha apresentada no Anexo | (GBM)'®,

3.1.1 Critérios de Incluséo:
I. Diagnéstico histolégico de melanoma cutaneo invasivo.
il. Pacientes com material histoldgico disponivel para avaliagdo
no banco de tecidos do HEG.
ii. Pacientes operados na instituicéo.

iv. Pacientes com seguimento minimo de 12 meses.

3.1.2 Critérios de Exclusao:
I, Doenga linfonodal ou doenga sistémica demonstrada por
exames de imagem ao diagndstico.
ii. Obito n&o relacionado a doenca em estudo.
ii. Perda do seguimento.
iv. Pacientes com diagnéstico histolégico de melanoma in situ ao

diagnostico.

3.2 MATERIAL HISTOLOGICO
3.2.1 Obtengao e Armazenamento do Material
Foram coletados blocos de parafina obtidos com material de biépsia de

pacientes com diagnéstico de melanoma cutaneo. Confeccionaram-se blocos de



parafina com representagdes histoldgicas de todos os pacientes. O estudo
imunohistoquimico foi realizado em lamina tnica, de modo a manter as condi¢des
de analise constantes. A técnica completa para a montagem dos blocos de tissue
microarray consistiu nos seguintes passos:

a) Selegdo das areas nas ladminas coradas em hematoxilina-eosina, que
continham lesdo melanocitica, sendo essas dreas marcadas com caneta de retro
projetor.
b) Baseando-se nas marcacgdes feitas nas laminas, foram realizadas as
mesmas marcagdes nos respectivos blocos de parafina. Estes blocos foram
denominados doadores.
c) O bloco de tissue microarray conteve colunas que foram identificadas com
letras e as linhas com nimeros. Este bloco foi denominado de receptor.
d) Uma vez montado esse mapa, os blocos doadores foram organizados
sequencialmente em bancada anexa aquela da montagem do bloco receptor.
Esta sequéncia obedeceu a uma ordem de entrada, sendo que cada
fragmento recebeu um cédigo constituido por uma letra e um nimero.
e) A técnica de confecgao dos blocos receptores consistiu em 6 passos:
I Aquecimento da pinga do tipo punch.
ii. Penetragdo da pinca aquecida na area demarcada no bloco doador.
ii. Pressédo e torgdo aplicada na pinga para corte e retirada do

fragmento do bloco.

iv. Retirada da pinga contendo fragmento.
V. Retirada do fragmento da pinga.
vi. Montagem do bloco receptor.

a) Os blocos receptores foram cortados a espessura de 4 um, utilizando um

micrétomo Leica 2125 RT e colocados em laminas sinalizados.

3.2.2 Técnica de Imunohistoquimica

a) Hidratacdo das laminas em agua corrente;

b) Bloqueio da peroxidase endégena: banho por 5 minutos em
perdxido/metanol;

c) Lavagem em solugdo salina tamponada (PBS);



d) Bloqueio de proteinas: 20 minutos com bloqueador de proteinas
(DAKOY);
e) Incubagao com os anticorpos:
I. anti-Human p53 Protein, DakoCytomation, Clone DO-7
(Denmark); diluigao 1:50
. anti-Human ki67 Antigen, DakoCytomation, Clone MIB-1
(Denmark); read-to-use
ii. anti-Human bcl-2 OncoProtein, DakoCytomation, Clone 124
(Denmark); diluicdo de 1:100
a) Lavagem em PBS;
b) Revelagédo da reagdo com cromégeno diaminobenzidine (DAB) por 5
minutos;
c) Lavagem em &gua corrente;
d) Contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por 2 minutos;
e) Lavagem em agua corrente por 5 minutos;
f) Desidratagédo em alcool, xilol, montagem em meio permanente (meio

de montagem sintético para IHQ);

3.2.3 Analise Histolégica

3.2.3.1 Hematoxilina-eosina
Na analise por hematoxilina-eosina foram avaliados a espessura de
Breslow e indice mitético. Todas as anélises foram realizadas por um mesmo

patologista, através de um microscopio Olympus Bx 41.

3.2.3.2 Imunohistoquimica
A analise da marcagdo das células pelos anticorpos foi verificada pela
presenga ou auséncia de imunorreagao, com controles interno positivo e negativo

para cada reagdo. (figuras I, Il)



Figura | — fotomicrografia em aumento de 400 vezes mostrando reag&o positiva com reagente anti-
Human Ki-67 Antigen em tecido corado com hematoxilina contendo melanoma cutaneo.

Figura II — fotomicrografia em aumento de 400 vezes mostrando reagdo negativa com reagente

anti-Human Ki-67 Antigen em tecido corado com hematoxilina contendo melanoma cutaneo.



Na revelagéo dos anticorpos anti-p53, anti-Bcl-2 e anti-ki-67, a coloragao
amarronada no nucleo das células tumorais, independente da sua tonalidade,
indicava detecgdo positiva. As células foram contadas em campo de 400 x de
aumento aleatoriamente pelo mesmo patologista. A presenga do p53 e Bcl-2
foram classificadas como positiva ou negativa, e no caso do Ki-67 a expressao
dos nucleos positivos foi dada em porcentagem, que por analogia foi definido
como negativo quando o marcador foi expresso em menos de 10% e positivo

quando expresso em mais de 10% como ja descrito por Kaleem*°

3.3 ANALISE DA SOBREVIDA E SUBGRUPOS PROGNOSTICOS

A andlise realizada teve por objetivo verificar a correlagao entre a
expressao dos marcadores tumorais estudados, com a sobrevida global e
sobrevida livre de doenga nos subgrupos prognosticos de acordo com o indice de
Breslow da lesdo priméria (s1 mm e >1 mm) e indice mitético tumoral (<6
mitoses/campo de maior aumento e >6 mitoses/campo de maior aumento),

conforme figura IIl.

Figura Ill — Fotomicrografia em aumento de 400x mostrando mitoses em tecido corado

com hematoxilina-eosina contendo melanoma cutaneo.



3.3.1 Analise Estatistica

As informagdes contidas nos instrumentos de coleta de dados foram
digitalizadas em um banco de dados do programa "Microsoft Excel 7.0" e os
graficos foram gerados utilizando-se a mesma planilha eletrénica. Inicialmente
realizou-se a andlise descritiva das varidveis qualitativas para verificar suas
frequéncias, a média com desvio-padrédo foi descrita nas varidaveis continuas. O
estudo da sobrevida foi realizado pelos métodos de Kaplan-Meier, teste de log-
rank e teste das médias. Para examinar a estatistica foi utilizado o software SPSS
versao 16.0 (SPSS, Chicago, lllinois, USA). Foram considerados significantes os
resultados com p<0,05.



4. RESULTADOS

4.1 GRUPO DE ESTUDO E CARACTERISTICAS TUMORAIS

Dos 41 pacientes, a média de idade foi de 53,8 anos + 15,3, onde 23
pacientes (56,1%) eram do sexo masculino.

Todos os pacientes apresentavam pele de cor branca. Os tipos mais comuns
de melanoma foram o nodular com 41,5%, disseminagdo superficial 39% acral
12,2% e outros tipos 7,3%. A localizagdo mais frequente de melanoma neste
estudo foi no tronco com 48,8%, seguido dos membros inferiores com 29,3%,
membros superiores com 17,1% e localizado na cabega e pescogo 4,9%. A média
do tamanho da lesdo descrita clinicamente na primeira consulta foi de 3,23 cm
com desvio padrdo de + 2,4 cm. A espessura em mm de Breslow avaliada foi

subdividida de acordo com TNM, mostrada na tabela 1.

Breslow n %
Oat 15 36,6
11a2 10 24,4
21a4 6 14,6
4.10u + 10 24,4
Total 41 100,0

Tabela 1: Espessura do tumor segundo a AJCC de acordo com a amostra

Fonte: Autor

Também foi avaliada a presenga de ulceragéao, onde 41,5% apresentavam
ulceragdo, enquanto 58,5% nado apresentavam. Ainda na descricdo
anatomopatoldgica da lesédo foi avaliada a fase de crescimento do melanoma,
indice mitdtico.

Todos os pacientes estudados apresentavam melanoma cutaneo invasivo,
onde 36,6% dos casos apresentavam crescimento vertical e 63,4% crescimento
radial. Quanto ao indice mitético, 854% apresentavam menos de 6
mitoses/campo e 14,6% mais de 6 mitoses/campo.

Em relagédo a expressdo dos marcadores moleculares, o p53 foi expresso

em 93% dos pacientes. Quanto a expressao do marcador Bcl-2, 73% foram



positivos. Ja em relagéo a expressao do Ki-67, 63% foram considerados positivos.

4.2 MARCADORES MOLECULARES, SOBREVIDA GLOBAL E SOBREVIDA
LIVRE DE DOENCA

No seguimento dos pacientes, 87,4% dos pacientes apresentam-se vivo sem
doenga, 4,9% vivo com doenga e 7,3% em 6bito. A sobrevida Global média foi de
32,8 meses de + 22,74 e a sobrevida Livre de Doenca foi de 31,83 meses +
22,78.

4.2.1 p53

As diferengas da sobrevida global e sobrevida livre de doenca de acordo
com a expressao do p53 ndo foram significantes (p=0,583 e p=0,646,
respectivamente). Os pacientes positivos apresentaram sobrevida global
acumulada em 24 meses de 96,0+3,9% e 87,5+6,8% em 60 meses (grafico1), e
sobrevida livre de doenca em 24 e 60 meses de 91,0x 5,0%. (grafico 2). Os
pacientes com expressdo negativa encontravam-se todos vivos e sem doenca

apos 60 meses.
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Grafico 1: Sobrevida global de acordo com a expressao do p583.

Fonte: autor
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Grarico 2: Sobrevida livre de doenga de acordo com a expressio do p53.

Fonte: autor

4.2.2 Ki-67

As diferengas da sobrevida global e sobrevida livre de doenca de acordo
com a expressao do Ki-67 ndo foram significantes (p=0,118 e p=0,165,
respectivamente). Os pacientes positivos apresentaram sobrevida global
acumulada em 24 meses de 93,8+6,1% e 79,8+10,5% em 60 meses (grafico 3), e
sobrevida livre de doenca em 24 meses de 89:3,4%,3 e de 86,4:7,4% em 60
meses (grafico 4). Os pacientes com expressio negativa encontravam-se todos

vivos e sem doenca apds 60 meses.
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Grafico 3: Sobrevida global de acordo com a expresséo do Ki-67.

Fonte: autor
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Grafico 4: Sobrevida livre de doenga de acordo com a expressao do Ki-67.

Fonte: autor

4.2.3 Bel-2

As diferengas da sobrevida global e sobrevida livre de doenca de acordo
com a expressao do Bcl-2 nédo foram significantes (p=0,649 e p=0,852,
respectivamente). Os pacientes positivos apresentaram sobrevida global
acumulada em 24 meses de 95,5+4,4% e 90,4+6,5% em 60 meses (Gréfico 5), e
sobrevida livre de doenga em 24 e 60 meses de 91,4+5,8% em 60 meses (Grafico
6). Os pacientes com expressdo negativa apresentaram sobrevida global de 100%
em 24 meses e 79,4:+3,6% em 60 meses, e todos pacientes vivos encontravam-se

sem doenca apds 60 meses.
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Grafico 5: Sobrevida Global de acordo com a expressao do Bcl-2.

Fonte: autor
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Grafico 6: Sobrevida livre de doenca de acordo com a expressio do Bcl-2.

Fonte: autor

4.3 SUBGRUPOS PROGNOSTICOS

4.3.1 Espessura de Breslow

No subgrupo de pacientes com espessura de Breslow < 1 mm na lesdo
primaria, a diferenga da média de sobrevida livre de doenca entre os pacientes
com expressao negativa do Ki-67 e expressdo positiva para o marcador foi
estatisticamente significante (p=0,0091), e no subgrupo de pacientes com
espessura de Breslow >1 mm, houve diferenca significativa na sobrevida global

de acordo com a expressao do Ki-67 (p=0,0509) (Tabelas 2 e 3).

Sobrevida Livre de
Doenga Média (+DP)

n (meses) p

sl igzﬁ ? ;‘2;2 Ei?ig 0,0091*

Presow St P Nogaivo Soo 1050
B2 oeatvo & red

K67 o i

Breslow >1  p53 IF\)J(e)Zi;it\i/\?o 215 27,05?3,49) _

it 2387
ser ZZZ';VSO 251 ?g:g Eﬂszzgi i

Tabela 2: Sobrevida livre de doencga de acordo com a espessura tumoral de Breslow e expressao

dos marcadores moleculares. Fonte: autor



Sobrevida Global Média (xDP)
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Tabela 3: Sobrevida global de acordo com a espessura tumoral de Breslow e expressao dos

marcadores moleculares. Fonte: autor

4.3.2 indice Mitético

Nos pacientes com indice mitético = 6 mitoses/campo, as diferencas das
médias de sobrevida global e sobrevida livie de doenca foram estatisticamente
significantes entre os pacientes com expressédo negativa para o Ki-67 e pacientes

Ki-67 positivo (p=0,0082 e p=0,0102, respectivamente) (tabelas 4 e 5).



Sobrevida Global

Média (+DP)
n (meses) P
: <10% 11 45,9 (£25,52) .
Indice K67 0% 24 25,2 (+17,42) 0,0082
. Positivo 33 31,4 (£22,75)
m'tfé'co P53 Negativo 2 37,5 (9.19) 0.7116
- Positivo 24 33,7 (21,57
Bol2 ~Negativo 11 57,4 (+23,90) 0,4434
 <10% 4 42,3 (£33,93)
g K67 —{0% 2 33,5 (x10,61) 0,7507
m?téltciso 53 _Positivo 5 428 (£28,75)
5 P Negativo 1 22,0
Positivo 6 39,3 (x27,08) -
Bcl-2 -
Negativo 0 -

Tabela 4: Sobrevida global de acordo com o indice mitético e expressdo dos marcadores
moleculares. Fonte: autor

Sobrevida Livre de
Doenca Média (xDP)

n (meses) P
. <10% 1 45,5 (+28,24) .
. K-67 0% 24 25,1 (x16,14) 0,0102
1eic Positivo 33 31,3 (x21,44)
m'tfé'co P93 Negativo 2 35,5 (£48,79) 0,6348
- Positivo 24 31,4 (+21,27)
Bel2 Negativo 11 31,8 (227,21) 0.9591
- <10% 4 44,3 (31,00)
i K-67 Z10% 2 12,5 (6,36) 0,2341
m'i‘t ,'t‘?ceo e3 _Positivo 5 35,6 (+£29,55) ]
- P Negativo 1 24,0
Bcl-2 Posm\./o 6 33,7 (+26,85) 0,6500
Negativo 0 -

Tabela 5: Sobrevida livre doenga de acordo com o indice mitético e expressdo dos marcadores
moleculares. Fonte: autor



5. DISCUSSAO

O melanoma cutdneo € uma das neoplasias que mais cresce nos EUA,
sendo que a maior parcela delas é composta por melanomas finos (<1 mm), o que
corrobora a idéia de uma melhoria diagndstica associada & maior conscientizacdo
da populacdo geral. Entretanto, nota-se também um aumento na incidéncia de
tumores em fase avangada, sugerindo um real aumento da doencga, o que pode
estar associado & exposicao solar'®.

Enquanto os progressos na area terapéutica ainda ficam distantes do ideal,
novos métodos diagndsticos e de estadiamento conquistaram seu papel na rotina
de investigac&do. Para os tumores com espessura < 1 mm, a taxa de recorréncia é
muito pequena, e ainda, os fatores progndsticos utilizados atualmente, no
estadiamento do melanoma primario, trazem poucas inovagdes. Sabe-se que, em
torno de 5% das vezes, os casos de melanoma fino evoluem com progresséo
metastatica do tumor, em geral, nos primeiros cinco anos apds o diagnéstico.
Alem da espessura de Breslow outro fator progndstico relevante é o numero de
mitoses. Tal fato é creditado a uma possivel relagéo do tamanho nucleolar com a
atividade proliferativa ‘.

Tipos de pele 1 e 2, olhos azuis, cabelos ruivos ou louros, sdo mais
susceptiveis ao melanoma. As influéncias ambientais contribuem para acentuar o
fendtipo constitutivo do individuo particularmente as radiacdes UV do sol. A
exposicdo crénica a estas radiagbes pode provocar mutagdes pontuais no
oncogene n-ras, induzir imunossupressao, bem como, esgotar os mecanismos de
reparo do DNA'3,

A instabilidade genética e a perda do controle de crescimento estdo muito
relacionadas quando o DNA é danificado sob efeito de radiagdo UV. O DNA &,
entao, reparado pela agio de genes que mantém a estabilidade genética e se a
lesao for irreparavel, desencadeia-se um processo de morte celular programada
(apoptose). As mutagcdes no gene p53 sdo observadas em 50% de todos os
tumores e estdo presentes na pele exposta ao sol, antes mesmo que se
observem sinais clinicos. Essas mutagbes permitem que células com genes
defeituosos prossigam no ciclo mitdtico de divisdo, e, em consequéncia, haja

acumulo de mutagdes'®.



O gene p53 tem papel importante no desenvolvimento do cancer de pele nao
melanoma, porém nao s&do fundamentais no caso dos melanomas. Os
melandcitos transformados, tém alta expressdo do gene Bcl-2, que é inibidor da
apoptose, e suportam doses de radiagdo UV mais fortes que os queratindcitos,
embora ambos sejam igualmente sensiveis aos efeitos mutagénicos. A fragao de
crescimento e marcadores de ciclo celular (Ki-67), antigeno de proliferagao
nuclear, organizador nuclear da fragdo de fase S podem correlacionar com
progressao e prognéstico'®.

No melanoma, as mutagées do gene p53 sdo raras, acontecendo em
menos de 5%, sendo seu papel controverso® 5% 54

Sparrow et al, 1995, analisando 140 lesdes melanociticas benignas e
malignas para expressdo de proteina de p53 demonstraram expressdo de
proteina de p53 em 33% dos nevos, 35% em melanomas primarios e 70% em
lesbes metastaticas demonstrando uma expresséo do p53 aumentada em relagéo
a profundidade da lesdo primaria, porém sem correlacionar com a sobrevida
global e livre de doenga®

Vogt et al, 1997, apresentaram um estudo de 12 casos selecionados de
pacientes com melanoma > 3 mm que evoluiram a Sbito em menos de 5 anos
com caso controle de 12 pacientes ja tratados e vivos, mostrando que os
pacientes que haviam morrido apresentavam uma maior expressao destes dois
marcadores, sem correlagdo com a sobrevida®®

Recentemente Vaisanen et al, 2011, em um estudo retrospectivo usando os
marcadores p53 e Ki-67, demonstraram uma positividade para o p53 em 52% dos
casos estando diretamente relacionada a espessura tumoral onde 42%
apresentavam-se positivo com tumores maior que 2 mm de espessura. Em
relagao ao Ki-67, 68% dos pacientes foram considerados positivos, sendo que,
42% sao tumores maiores que 2 mm de espessura, onde a expressao foi
considerada positiva quando a contagem dos nucleos corados era maior que
10%, demonstrando maior propensao a metastase e menor sobrevida nos
pacientes®.

Em relagdo ao Bcl-2, Ramsay et al em 1995, estudaram a presenca da
proteina de Bcl-2 em lesdes melanociticas, sendo 39 nevos e 60 melanomas
incluindo 21 metastases, concluindo que proteina de Bcl-2 é expressa em lesdes

melanociticas benignas e malignas com perda da expressdo em relacdo a



espessura tumoral, sem correlagdo com a sobrevida e sobrevida livre de
doencga®.

Divito et al, 2004, em um estudo com 282 pacientes mostraram que a
expresséo do Bcl-2 era mais alta nas lesdes primarias que nas metastaticas e em
pacientes com mais de 50 anos de idade. Nas lesdes primarias ndo havia
nenhuma associagdo entre expressdo de Bcl-2 e profundidade de Breslow e
Clark®®,

Espindola e Corleta em 2008 estudaram a correlagdo entre o grau de
expressao do Bcl-2 em metéstases linfonodais e viscerais e a sobrevida global,
em 50 pacientes diagnosticados com melanoma estadio Ill e IV, sendo a
espessura de Breslow média de 5.01 mm onde a expressdo do Bcl-2 foi
encontrada em 74,3% dos linfonodos metastaticos, 85,7% em metastases
subcutaneas e 82,4% nas metastases viscerais. A andlise univariada e
multivariada n&o mostrou correlagdo positiva entre a expressdo e sobrevida

global®

. Segundo Anger, em tese de dissertagdo de doutorado, a expresséo
alterada das proteinas Bcl-xl e Bcl-2 apresenta mostras de envolvimento tanto na
génese quanto na progressdo do melanoma, havendo relatos da expressédo
aumentada destes genes, levando a um aumento no potencial de malignidade e
maior possibilidade de metastizacdo do melanoma %2,

O Ki-67 ¢ um marcador de proliferagao celular sendo expresso em quase
todas as fases do ciclo celular, ausente somente na fase GO. Varios estudos
informam associagéo positiva entre a expressdo do Ki-67 e sobrevida pobre em
melanoma com Breslow > 4 mm>* % % % 37 porem Reddy et al em 1995,
atraves de um estudo com os marcadores p53 e Ki-67 em melanomas com nivel
de Clark llI-lV com e sem recorréncia, mostrando que n&do havia nenhuma
diferenga na expressdo de p53 e Ki-67 entre pacientes com metastase e
pacientes sem metastase®. Moretti et al demonstraram correlagao positiva entre a
expressao do Ki-67 com o prognostico da doenc¢a, de acordo com a densidade do
tumor®*

Pearl et al, 2007, estudou o marcador Ki-67 tentando associar com a
progressao no melanoma primdrio e nas metastases linfonodais em 79 lesdes
primarias e 92 linfonodos. A expressdo elevada do Ki-67 alta era associada a
densidade de Breslow e presenga de ulceragdo em melanoma primario e na

metastase linfonodal, concluindo que a expressdo elevada do Ki-67 esta



associada com progressdo do melanoma e envolvimento de multiplos linfonodos,
revelando assim, pacientes com elevado risco de metastase e progressdo de
doenga®,

Kaleem et al 2000, estudando 253 lesGes melanociticas distribuidas entre
nevos comuns, nevos de Spitz, melanoma de disseminacgao supertficial, melanoma
nodular, lentigo maligno melanoma e melanomas que surgem em associacdo com
nevos preexistente mostraram que o Ki-67 pode estar expresso em menor
intensidade nas lesdes benignas, estando expressa principalmente nas lesdes
malignas com crescimento vertical correlacionando a espessura tumoral, porém
sem impacto na sobrevida®.

Chorny et al, 2003, em estudo com nevos composto, nevo de Spitz,
melanoma de disseminagéo superficial mostrou que o Ki-67 pode estar expresso
nas lesdes benignas, porém em menor intensidade que no melanoma*'.

Ladstein et al, 2010, em estudo com 202 pacientes com melanoma nodular,
avaliando o indice mitético e a expressao do Ki-67 com a sobrevida global
mostrou que o aumento do numero de mitoses eleva a expressdo do Ki-67,
estando associada a densidade tumoral (espessura em Breslow) a presenca de
ulceragdo e necrose tumoral, manifestando proliferacao de células de tumor com
expressao elevada do Ki-67 com impacto de progndstico significante por anélise
de multivariada*?.

O presente estudo revelou uma expressdo do marcador p53 em 93% dos
pacientes. A expresséo do marcador Bcl 2 foi positiva em 73% dos pacientes e o
Ki-67 em 63%. Foi analisada a expressdo dos marcadores p53, Bcl-2 e Ki-67
isoladamente em relagdo a sobrevida global e sobrevida livre de doenca, ndo
havendo correlagéo estatistica entre estes marcadores e a sobrevida global e
sobrevida livre de doenga, sendo favoravel a literatura atual vigente.

Em relagdo a espessura tumoral em Breslow, usando teste de médias o
presente estudo mostrou que os pacientes com Breslow < 1 mm e com baixa
expressao do Ki-67 apresentaram uma sobrevida livre de doenga maior com
significancia estatistica e que os pacientes com Breslow maior que 1 mm e com
expresséao elevada do Ki-67 apresentaram uma sobrevida global menor, sendo

favoravel aos estudos de Moretti, Pearl e diferindo do estudo de Chorny.



Quanto ao indice mitético, o presente estudo mostrou que os pacientes com
indice mitético menor que 6 mitoses e com expressao para o Ki-67, apresentaram

sobrevida global e sobrevida livre de doenga diminuida com significancia
estatistica, diferindo do estudo de Ladstein.



6. CONCLUSOES

As expressbes dos marcadores moleculares para melanoma cutaneo
avaliados neste estudo (p53, Bcl-2 e Ki-67) ndo exibiram correlagdo com a
sobrevida global e sobrevida livre de doenga.

A expressdo do marcador Ki-67 expds uma correlagédo significativa com as
taxas de sobrevida quando a populacao do estudo foi estratificada de acordo com

a espessura tumoral de Breslow e indice mitético.
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ANEXOS

1. Identificagéo:

- Idade ao diagnéstico....................... anos
-sexo:( )M ( )F
-cor: ()B ( )A ( ) parda ( ) negro

2. Tumor na admissao:
- tipo: () superticial ( )nodular ( )acral ( )LMM
- localizagdo: ( )MS ( )MI ( )Tronco ( )C/P

-tamanho:..........ccccovueeeeen. cm
- ulceragao clinica: ( ) sim ( )nao ( ) nao avaliado
- regressao clinica: ( ) sim ( )nao ( ) néao avaliado
- satelitose: ( ) sim ( )néo
- metastase em transito: () sim ( )nao
- metastase a distancia: ( ) sim ( )nao
LOGAL ... e

- invasdo: ( ) in situ ( )invasivo

- fase de crescimento: { ) vertical ( ) radial ( ) n@o avaliado
- Breslow:.......cveeveeeeenl. mm

- indice mitético:..........c.......... 10 campos de 400x ( ) nao avaliado
- regressao: () sim ( )nao ( ) nao avaliado

- ulceragao: ( ) sim ( )nao ( )nao avaliado

- invas@o vascular/linfatica: () sim ( Yndo ( )nao avaliada

- invasao perineural: ( )sim ( )nao ( )nao avaliada

- infiltrado inflamatério peritumoral: ( ) sim ( )ndo ( ) ndo avaliada
4, terapéutica:

- 1% cirurgia: ( ) na instituigao ( ) outra instituigao

Bidpsia incisional ( )

Bidpsia excisional ( ) até 2mm

Margem comprometida ( )

- 2% cirurgia: SOMENTE NA INSTITUICAO



Ressec¢ao completa ( )
Ampliagao apds excisao prévia ( )

Resseccéo + linfadenectomia ( )

Ressecgéo + linfonodo sentinela ( )

OULIOS: ...t
- locorregional:

Linfonodo sentinela: ( ) sim ( )nao
( ) positivo ( ) negativo

Linfadenectomia: ( ) nédulos clinicamente positivos
() LNS positivo
6. Super-expressao dos marcadores:
Ki67:( )sim ( )néo
Bel-2: ( )sim ( )nao
P53: ( )sim ( )nao
7. Evolugao:
-vivo ( ) ( ) obito data:.......cccocvieiiiiiiin s

sem doenga ( ) com doencga ( )

doenca: ( ) local ( ) sistémica
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APENDICES

prontuario Jbloco de parafina  idade sexo cor tipo localizacdotamanho (tmetastase invasao  fase cresc  Breslow(m indice mitético Ki67  Bcl2 53 Evolugdo recidiva
200077542010868 50 1 1 2 3 16 4 2 2 0,68 5 1% POSITIVO positivo 1
200541612040078 o4 1 1 1 3 2 4 2 1 2 1 5% POSITIVO positivo 1
1004337| 1066428 58 2 1 5 1 4 4 2 7 021 4 10% negative pasitivo 1
1000909|1020438 40 2 1 1 3 1 4 2 2 03 0 10% positivo positivo 1
100088141011238 40 2 1 2 1 18 4 2 2 192 5 10% POSITIVO positivo 1
2009879]2072668 /] 1 1 5 2 8 4 2 2 0,28 4 10% positivo positivo 1
201131612063458 4 1 1 2 3 26 4 2 2 05 1 5% POSITIVO negativo 1
2010907]3003738 62 1 1 1 3 96 4 2 2 06 10 5% positivo positivo 1
2011151J3007678 n 1 1 2 2 6 4 2 1, 91 16 7% POSITIVO PCSITIVO 3
200111712029228 63 2 1 2 1 2 4 2 ! 5 15 5% POSITNO POSITIVO 1
3004098]3035828 45 1 1 2 3 3 4 2 2 13 2 15% positivo positivo 1
3000376]3014328 L] 1 1 1 3 2 4 2 2 1 3 40% negativo positivo 1
3013143]4018138 73 2 1 1 3 4 4 2 2 12 3 5% POSITIVO POSITVO 1
30133514013398 90 1 1 2 3 3 4 2 1 6 4 30% POSIMVO positivo 1
3004327304218 3 1 1 1 2 25 1 2 1 7 6 50% negativo positivo 4
3036633030348 2 1 1 1 1 17 4 2 2 13 2 90% POSITIVO POSITIVO 1
3010676(3072678 52 1 1 2 4 35 4 2 1 75 5 57% POSITIVO POSITIVO 3
3004168{3060048 % 2 1 2 3 15 4 2 1 4 10 80% pOSIMVO positivo 3
4013967408808 Y 1 1 2 2 23 4 2 1 5 3 98% POSMIVO POSITIVO 1
4010496}4071698 57 2 1 2 2 25 4 2 2 03 88% negativo POSITIVO 1
40128501500978B 8 1 1 3 2 3 4 2 2 3 10 30% positive POSITIVO 1
4007048| 4055848 ) 2 1 3 2 35 4 2 2 09 2 0% POSMVO POSTIVO 1
4003814/4031178 50 2 1 ! 2 3 4 2 2 12 3 2% positivo POSITIVO 1
4012817)4076638 4 1 1 1 3 25 4 2 2 091 6 S0% negativo positivo 1
»B 1 1 1 3 25 4 2 2 041 0 1% negativo positivo 1
L 2 1 1 3 2 4 2 2 125 5 £0% negativo POSITIVO 1
3% 1 1 1 3 15 4 2 ! 225 4 §0% POSITIVO positivo 1
¥ 1 1 1 3 3 4 2 2 12 3 75% negativo positivo 1
LY 1 1 1 3 14 4 2 2 094 4 €0% positivo POSITIVO 1
s 1 1 3 4 12 4 2 1 3 4 0% negativo POSITIVC 1
7 1 1 2 3 4 4 2 1 3 3 4% negativo POSITIVO 1
55 1 1 3 2 5 4 2 2 257 5 negativo  POSITIVO negativo 1
57 1 1 1 3 15 4 2 2 061 2 60% negativo POSITIVO 1
49 2 1 3 2 5 4 2 2 097 7 negativo  POSITIVO negativo 1
52 2 1 2 2 15 4 2 1 237 5 60% positivo positivo 1
B 2 1 2 1 25 4 2 1 6 3 18% POSTIVO POSITIVO 1
47 2 1 2 2 3 4 2 1 42 2 15% POSITIVO positivo !
B 1 1 1 3 35 4 2 5 1 2 80 POSITIVO POSITIVO 4
5 2 1 2 1 2 4 2 2 18 3 20% POSITIVO POSITIVO !
64 2 1 5 1 2 4 2 2 03 5 98% POSITIVO POSITIVGH !
53 2 1 1 3 15 4 1 2 127 2 T0% positivo positivo 1
Legenda
1. Identificagao:
Numero porntuario (coluna A)
- Idade ao diagndstico....................... anos (col B)
-sexo: (1 )M (2)F (colC)
-cor. (1)B (2)A ( 3)parda (4 ) negro

{5) outros (col D)

2. Tumor na admiss&o:

- tipo: (1 ) superficial (2 )nodular ( 3)acral ( 4)LMM (5) outros { col E)
- localizagdo: ( 1)MS (2 )MI (3 ) Tronco (4 )C/P (5) outros (col F)
-tamanho:......cc.cceiennd cm  (col G)

- ulceragdo clinica: (1 ) sim (2 )nao ( 3)nao avaliado (col H)

- regressao clinica: ( 1) sim ( 2)nao (3 ) nao avaliado (col 1)

- satelitose: ( ) sim ( )yndo (3) n&o avaliado (col J)

- metdstase : (1) em transito (2) local (3 ) sistémica (4) ndo ha (col K)

3. Histologia da lesao Primaria:

- -invasao: (1 ) insitu (2 )invasivo (coll}

- fase de crescimento: ( 1 ) vertical (2 ) radial (3 ) ndoavaliado (col M)
- Breslow.............. sreeeend TN (col N)

- indice mitético:........c........... 10 campos de 400x ( ) ndo avaliado (col O)

- invasao vascular/linfatica: { 1) sim (2 )Yndo (3 )nao avaliada (col P)

sobrevida {meses)

2dix
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pi
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-invas8o perineural: ( 1)sim (2 )ndo (3 )n&oavaliada (col Q)
- infiltrado inflamatdrio peritumoral: ( 1) sim (2 )ndo (3 ) ndo avaliada (col R)
4. terapéutica:
- 12 cirurgia: (1 ) na instituig8o (2 ) outra instituigdo  (col S)
(1) Biopsia incisional  (2) Bidpsia excisional (3 )outros (cof T)
- 2% cirurgia; SOMENTE NA INSTITUIGAO (col U)
Ressegao completa ( 1)
Ampliagio apds exciséo prévia (2 )
Ressecgao + linfadenectomia (3 )
Resseccéo + linfonodo sentinela (4 )
Qutros (5)
Néo realizada (6) .
Linfonodo sentinela (col V)
(1 ) positivo (2) negativo  (3)nao realizado
Linfadenectomia: (col W)
(1) ndédulos clinicamente positivos ( 2)LNS positivo  (3) ndo realizada

6. Super-expressao dos marcadores:

Ki67: ( )sim ( )néo (ccl X)

Bel-2: ( )sim ( )ndo (col Y)

P53: ( )sim ( )néo(col 2)

7. Evolugéo: (col AA)

- (1) vivo sem doenga (2) vivo com doenga local  (3) vivo com doenca sistémica
(4) 6bito .

Recidiva ( col AB)

(1)  Local (2)sistdmica (3) ndo houve

Sobrevida meses (col AC )
tempo de intervalo livre de doenga............... meses (col AD) Ol AE - *** s@o prontuarios revisados



Analise descritiva das variaveis

N Minimum Maximum Média Desv. Pad.
idade 41 23,0 82,0 53,85 15,396
tamanho (cm) 41 1,0 14,0 3,23 2,448
Sobrevida Global (mes) 41 0,0 86,0 32,83 22,740
Sobrevida Livre de Doenga a1 00 86.0 3183 22 780
Freq. %
Masc 23 56,1
Sexo Fem 18 43,9
Total 41 100,0
Freq. %
Superficial 16 39,0
Nodular 17 41,5
tipo Acral 5 12,2
Outros 3 7.3
Total 41 100,0
Freq. %
Ms 7 17,1
Mi 12 29,3
localizagéo Tronco 20 48,8
C/P 2 49
Total 41 100,0
Freq. %
<=1 15 36,6
Breslow >1 26 63,4
Total 41 100,0
Freq. %
<=6 35 85,4
indice mitético >6 6 14,6
Total 41 100,0
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Ki-67 Freq. %
<=10% 15 36,6
expressao >10% 26 63,4
Total 41 100,0
Bcl-2 Freq. %
Positivo 30 73,2
expressao Negativo 11 26,8
Total 41 100,0
p53 Freq. %
Positivo 38 92,7
expresséo Negativo 3 73
Total 41 100,0

Analise de Sobrevida, por Kaplan-Meier, segundo p53 x Sobrevida Global

Censura (Ndo 6bito)

p53 Freq. N2 de Eventos N %

Positivo 38 3 35 92,1%
Negativo 3 0 3 100,0%
Total 41 3 38 92,7%

Positivo = 38 casos
Taxa de sobrevida em 24 meses = 96,0% ¢/ erro padrdo de 3,9%
Taxa de sobrevida em 60 meses = 87,5% c/ erro padrio de 6,8%
Negativo = 3 casos
Sem ocorréncia de 6bito, 100% sobrevida.
Teste: Teste de Log-Rank

Hipétese: Verificar se existe diferenca estatistica entre as taxas de sobrevida testadas

Conclusdo: Com base no valor-p = 0,583, conclui-se que ndo ha evidencias estatistica de diferenga entre as

taxas de sobrevida.

Analise de Sobrevida, por Kaplan-Meier, segundo Bcl-2 x Sobrevida Global

Censura (Ndo 6bito)

Bcl-2 Freq. Ne de Eventos N %

Positivo 30 2 28 93,3%
Negativo 11 1 10 90,9%
Total 41 3 38 92,7%

Positivo = 30 casos
Taxa de sobrevida em 24 meses = 95,5% ¢/ erro padrdo de 4,4%
Taxa de sobrevida em 60 meses = 90,4% c/ erro padrdo de 6,5%
Negativo = 11 casos
Taxa de sobrevida em 24 meses = 80,0% ¢/ erro padrio de 17,9%
Taxa de sobrevida em 60 meses = 80,0% ¢/ erro padrdo de 17,9%
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Obs.: No caso do grupo negativo, as taxas n3o s3o conclusivas, pois o erro padréo ficou elevado, muito
acima do aceitavel que é 5%.

Teste: Teste de Log-Rank

Hipétese: Verificar se existe diferenca estatistica entre as taxas de sobrevida testadas

Conclusdo: Com base no valor-p = 0,649, conclui-se que ndo ha evidencias estatistica de diferenga entre as
taxas de sobrevida.

Analise de Sobrevida, por Kaplan-Meier, segundo p53 x Sobrevida Livre de
Doenga

Censura (Ndo ébito)

p53 Freq. N2 de Eventos N %

Positivo 38 3 35 92,1%
Negativo 3 0 3 100,0%
Total 41 3 38 92,7%

Positivo = 38 casos
Taxa de sobrevida em 24 meses = 91,0% ¢/ erro padrio de 5,0%
Taxa de sobrevida em 60 meses = 91,0% ¢/ erro padrido de 5,0%
Negativo = 3 casos
N&o ocorreu obito neste grupo.
Teste: Teste de Log-Rank
Hipdtese: Verificar se existe diferenca estatistica entre as taxas de sobrevida testadas
Conclusdo: Com base no valor-p = 0,646, conclui-se que n3o ha evidencias estatistica de diferenca entre as
taxas de sobrevida.

Analise de Sobrevida, por Kaplan-Meier, segundo Bcl-2 x Sobrevida Livre de
Doenga

Censura (N3do 6bito)

Bcl-2 Freq. N¢ de Eventos N %

Positivo 30 2 28 93,3%
Negativo 11 1 10 90,9%
Total 41 3 38 92,7%

Positivo = 30 casos
Taxa de sobrevida em 24 meses = 91,4% ¢/ erro padr3o de 5,8%
Taxa de sobrevida em 60 meses = 91,4% ¢/ erro padrdo de 5,8%
Negativo = 11 casos
Taxa de sobrevida em 24 meses = 90,9% ¢/ erro padrdo de 8,7%
Taxa de sobrevida em 60 meses = 90,9% c/ erro padrdo de 8,7%
Obs.: No caso do grupo negativo, as taxas ndo sdo conclusivas, pois o erro padrdo ficou elevado, muito
acima do aceitavel que é 5%.
Teste: Teste de Log-Rank
Hipétese: Verificar se existe diferenca estatistica entre as taxas de sobrevida testadas
Conclusdo: Com base no valor-p = 0,852, conclui-se que n3o ha evidencias estatistica de diferenca entre as
taxas de sobrevida.



Analise de Sobrevida, por Kaplan-Meier, segundo Ki-67 x Sobrevida Global

Censura (Nao dbito)

Ki-67 Freq. N¢ de Eventos N %

<=10% 15 0 15 100,0%
>10% 26 3 23 88,5%
Total 41 3 38 92,7%

<=10%= 15 casos
N3do ocorreu dbito neste grupo
>10%= 26 casos
Taxa de sobrevida em 24 meses = 93,8% ¢/ erro padrao de 6,1%
Taxa de sobrevida em 60 meses = 79,8% ¢/ erro padrio de 10,5%
Obs.: No caso do grupo negativo, as taxas nio sdo conclusivas, pois o erro padrado ficou elevado, muito
acima do aceitavel que é 5%.
Teste: Teste de Log-Rank
Hipétese: Verificar se existe diferenga estatistica entre as taxas de sobrevida testadas
Conclusdo: Com base no valor-p = 0,118, conclui-se que ndo hd evidencias estatistica de diferen¢a entre as
taxas de sobrevida.

Analise de Sobrevida, por Kaplan-Meier, segundo Ki-67 x Sobrevida Livre de
Doenga

Censura (N&o 6bito)

Ki-67 Freq. Ne de Eventos N %

<=10% 15 0 15 100,0%
>10% 26 3 23 88,5%
Total 41 3 38 92,7%

<=10%-= 15 casos
Ndo ocorreu obito
>10%= 26 casos
Taxa de sobrevida em 24 meses = 86,4% ¢/ erro padrio de 7,4%
Taxa de sobrevida em 60 meses = 86,4% ¢/ erro padrdo de 7,4%
Teste: Teste de Log-Rank
Hipdtese: Verificar se existe diferenca estatistica entre as taxas de sobrevida testadas
Conclus&o: Com base no valor-p = 0,165, conclui-se que n3o h4 evidencias estatistica de diferenca entre as
taxas de sobrevida.



