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RESUMO

Favaretto RL. Avaliagdo imuno-histoquimica da expressdo de e-caderina no
progndstico de pacientes com carcinoma urotelial de pelve renal e ureter
esporadico, submetidos a nefroureterectomia radical: um estudo colaborativo

internacional. So Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Fundacgdo Ant6nio Prudente].

Introducdo: O carcinoma urotelial de trato urinario superior (CUTS) é um tumor
relativamente raro e agressivo. A nefroureterectomia radical (NUR) permanece o
tratamento de escolha para tumores de alto risco ndo metastatico. Por outro lado, o
tratamento conservador pode ser considerado para tumores menos agressivos. Assim
sendo, a correta identificacdo desses pacientes é essencial para a tomada de decisdes
terapéuticas em CUTS. Entretanto, os fatores clinico-patoldgicos se mostram até
entdo limitados para esse fim. Dessa forma, a identificacdo e validacdo de
biomarcadores é extremamente importante no sentido de desenvolver ferramentas
prognosticas com alta acuracia que possam guiar condutas em CUTS. N6s utilizamos
uma grande casuistica multi-institucional com o objetivo de avaliar a expressédo
imuno-histoquimica de E-caderina e seu papel prognéstico em pacientes com
diagnostico de CUTS submetidos a NUR. Materiais e métodos: Técnica imuno-
histoquimica foi utilizada para avaliar a expressdo de E-caderina em 678 pacientes
provenientes de 7 instituicdes de referéncia, diagnosticados com CUTS esporadico e
tratados por NUR. As andlises patoldgicas foram centralizadas no Departamento de
Patologia da Universidade de Vienna, Austria. Considerou-se diminuicdo na
expressdo de E-caderina se 10% ou mais células tiveram expressdo diminuida
(<90%). Resultados: Dois artigos foram formulados provenientes desse trabalho. O
primeiro foi um artigo de revisdo avaliando em detalhes os diversos marcadores
moleculares teciduais e seu papel prognostico em CUTS. As expressdes de alguns
marcadores estiveram associadas a tumores com caracteristicas mais agressivas,
como o p53, Ki-67, EGFR, HER-2, marcadores de angiogénese (HIF1a, VASHI e
TSP-1), snail, Uroplaquinas, E-caderina, N-caderina e survivina. Outro marcador,

como o FGFR3, esteve associado a tumores de baixo risco. ldentificou-se alguns



marcadores associados a recorréncia vesical, como o Ki-67, HER-2, EGFR e N-
caderina; enguanto outros se mostraram promissores como fatores progndsticos de
sobrevida, como o p53, Ki-67, HER-2 e MMP 11. O segundo artigo avaliou a
expressao imuno-histoquimica de E-caderina em laminas de tissue microarray
(TMA) de 678 pacientes com CUTS unilateral e esporadico submetidos a NUR.
Praticamente metade dos pacientes (52%) tiveram diminui¢cdo na expressao de E-
caderina e estavam associados com estadio patologico mais avancado (p<0,001), alto
grau histoldgico (p<0,001), metéastases linfonodais (p=0,006), invasédo linfovascular
(p<0,001), carcinoma in situ associado (p<0,001), multifocalidade (p=0,004),
necrose tumoral (p=0,020) e arquitetura tumoral séssil (p<0,001). Apds um
seguimento mediano de 30 meses, 171 pacientes (25,4%) apresentaram recorréncia
tumoral e 150 (21,9%) morreram da doenca. Na analise univariada, pacientes com
diminuigdo na expressdo de E-caderina estiveram significativamente associados a
uma pior sobrevida livre de recorréncia (SLR) (p<0,001) e sobrevida cancer-
especifica (SCE) (p=0,006). Entretanto, na analise multivariada, ndo houve
associacdo entre a diminuicdo na expressdo de E-caderina e SLR (p=0,74) e SCE
(p=0,84). A falta de valor prognéstico independente da E-caderina também foi
identificada nas analises de subgrupo. Conclusdo: A diminuicdo na expressao de E-
caderina em pacientes com CUTS submetidos a NUR esteve associada a
caracteristicas de doenca agressiva e pior sobrevida na analise univariada, entretanto,

ndo foi um fator prognostico independente na analise multivariada.



SUMMARY

Favaretto RL. [Immunohistochemical expression of E-cadherin and its
prognostic role in patients with upper tract urothelial carcinoma submitted to
radical nephroureterectomy: an international collaboration study]. S&o Paulo;

2017. [Tese de Doutorado-Fundacéo Antdnio Prudente].

Introduction: Upper tract urothelial carcinoma (UTUC) is a relatively rare and
aggressive disease. Radical nephoureterectomy (RNU) remains the standard
treatment for high risk non-metastatic UTUC. Conversely, conservative treatment
can be considered for low grade low stage disease. So the correct identification of
these patients is crucial for clinical decision-making in UTUC. However, clinical and
pathological prognostic factors still represents a major deficiency in accurately
stratify patients for treatment decisions. Therefore, identification and validation of
biomarkers is mandatory to develop predictive tools that could allow accurate
clinical decision-making in the management of UTUC patients. In this regard, we
analyzed and assessed the role of E-cadherin as prognostic biomarker in UTUC in a
large multi-institutional cohort of patients submitted to RNU. Materials and
methods: Immunohistochemistry technique was used to evaluate E-cadherin
expression in 678 patients from 7 different institutions diagnozed with sporadic
UTUC and treated with RNU. Pathological specimens were analyzed together in a
centralyzed pathology at Medical University of Vienna — Austria. E-cadherin
expression was considered decreased if 10% or more cells had decreased expression
(<90%). Results: Two studies were formulated. The fisrt study was a review article
describing in detail the currently available data on tissue-based markers and its
prognostic impact in UTUC. Some molecular markers were usefull for predicting
agressive disease like p53, Ki67, EGFR, HER-2, angiogenesis related markers
(HIFla, VASH1 and TSP-1), snail, Uroplakins, E-cadherin, N-cadherin and survivin,
while other like FGFR were related to low risk tumors. Evidence supported some
tissue-based markers as independent prognostic factors for bladder cancer
recurrence, like Ki-67, HER-2, EGFR and N-cadherin; while others seemed to be


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19141773

promissing tools as prognostic factors for survival, like p53, Ki-67, HER-2 and
MMP 11. The second study evaluated the immunohistochemical expression of E-
cadherin in tissue microarray slides from 678 patients with unilateral, sporadic
UTUC treated with RNU. Decreased E-cadherin expression was observed in 52% of
patients and was associated with advanced pathological stage (p < 0.001), higher
grade (p < 0.001), lymph node metastasis (p = 0.006), lymphovascular invasion (p <
0.001), concomitant carcinoma in situ (p < 0.001), multifocality (p = 0.004), tumor
necrosis (p = 0.020) and sessile architecture (p < 0.001). Within a median follow-up
of 30 months (interquartile range: 15-57) 171 patients (25.4%) experienced disease
recurrence and 150 (21.9%) died from UTUC. In univariable analyses, decreased E-
cadherin expression was significantly associated with worse recurrence-free survival
(RFS) (P < 0.001) and cancer-specific survival CSS (P = 0.006); however, in
multivariable analyses, it was not (P = 0.74 and 0.84, respectively). The lack of
independent prognostic value of E-cadherin remained true in all subgroup analyses.

Conclusion: In UTUC patients treated with RNU, decreased E-cadherin expression
was associated with features of biologically and clinically aggressive disease and
worse survival outcomes in univariate analyses, however, it was not an independent

prognostic factor in multivariable analyses.
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1 INTRODUCAO

1.1 RAZOES DO ESTUDO

Os carcinomas uroteliais sdo neoplasias derivadas do urotélio e podem estar
localizados em qualquer segmento do trato urinario inferior (bexiga e uretra) ou
superior (cavidades pielocaliciais e ureter).

O carcinoma urotelial de pelve renal e ureter, também conhecido como
carcinoma urotelial de trato urinario superior (CUTS), € uma neoplasia relativamente
rara, podendo corresponder de 5% a 10% (MUNOZ et al. 2000) dos carcinomas
uroteliais e a quase 10% dos tumores renais (RAMAN et al. 2011a). A
nefroureterectomia radical (NUR) com a retirada do cuff de bexiga (porcéo
intramural vesical do ureter) é considerada a terapia padrdo para o CUTS
(ROUPRET et al. 2015). De acordo com a diretriz da National Comprehensive
Cancer Network - NCCN (2017), a linfadenectomia regional e a quimioterapia
perioperatoria podem ser consideradas em casos de pacientes com doenca de alto
risco (estadiamento TNM pT2 ou >; N+, alto grau; multifocal), assim como uma
terapia mais conservadora (resseccdo ureteral segmentar ou ablacdo endoscopica)
pode ser considerada em pacientes com doenca de baixo risco (estadiamento TNM <
pT2; baixo grau; unifocal; lesdo < 1 cm).

O CUTS é uma neoplasia que apresenta uma evolucdo geralmente
heterogénea. Pacientes com tumores ndo invasivos e de baixo grau possuem uma

sobrevida livre de doenca (SLD) em dez anos acima de 90% ap6s a NUR



(MARGULIS et al. 2009). Como comentado anteriormente, esses pacientes
poderiam ser tratados de forma mais conservadora. Dessa forma, poderiam evitar a
resseccdo completa do rim e, consequentemente, os riscos aumentados de doenca
renal cronica e eventos cardiovasculares (MILLER et al. 2008). Ao contrério,
pacientes com tumores de alto grau e invasivos possuem uma alta probabilidade de
recorréncia e progressdo, sendo muitas vezes necessaria uma terapia mais agressiva e
multimodal, incluindo quimioterapia  perioperatéria, assim como uma
linfadenectomia estendida na ocasido da NUR (KONDO et al. 2007b; MARGULIS
et al. 2009).

Dessa forma, a correta identificacdo e estadiamento pré-operatorio desses
pacientes sdo essenciais para guiar decisbes em CUTS. No sentido de ajudar a
selecionar a melhor abordagem terapéutica e a melhor estratégia de seguimento,
varios trabalhos foram publicados sobre os diversos fatores progndsticos em
pacientes com CUTS (fatores pré-operatérios ou clinicos, fatores intraoperat6rios ou
cirurgicos, fatores pds-operatérios ou patolégicos e marcadores moleculares)
(FAVARETTO et al. 2010a e b; SHARIAT et al. 2011; LUGHEZZANI et al. 2012).
Alguns autores, utilizando fatores pré-operatorios, criaram nomogramas com intuito
de prever tumores mais agressivos antes da indicagdo terapéutica (BRIEN et al.
2010; MARGULIS et al. 2010; FAVARETTO et al. 2012). A acurécia preditiva
desses modelos matematicos baseados em analises multivariadas variou de 70% a
80%. Uma forma de talvez melhorar a previsdo de tumores em CUTS seria através
da utilizacdo de marcadores moleculares.

Marcadores moleculares sdo moléculas produzidas pelas células tumorais, as

guais podem ser detectadas e mensuradas em tecidos, sangue ou urina.



Biomarcadores ideais sdo aqueles que teriam a habilidade de melhorar a acurécia
preditiva quando integrados em modelos progndsticos ja existentes no sentido de
permitir um melhor aconselhamento ao paciente quanto a tomada de decisdes
(SVATEK et al. 2009). A utilidade prognoéstica de marcadores moleculares teciduais
estd bem estabelecida em carcinoma urotelial de bexiga (CUB), demonstrando
habilidade para predizer progressdao em tumores ndo musculo-invasivos, assim como
evolugdo clinica e patologica em pacientes tratados por cistectomia radical
(SHARIAT et al. 2007 e 2008). Entretanto, evidéncias sugerem que 0 mecanismo de
carcinogénese em CUTS ¢é diferente se comparado aos tumores uroteliais de trato
urinario inferior, sendo que alteracbes moleculares de um ndo podem ser
extrapoladas em outro (GREEN et al. 2013; YATES et al. 2013). No caso de CUTS,
por ser uma doenca rara, existe um numero limitado de artigos que estudam
marcadores moleculares, sendo a maioria composta por estudos retrospectivos, com
amostra pequena e seguimento curto. A maioria das publicagdes de marcadores
moleculares em CUTS é de estudos que avaliam expressdes de proteinas teciduais
envolvidas na regulacdo do ciclo celular, apoptose, proliferacdo celular,
diferenciacdo, angiogénese e adesdo celular. Alguns marcadores ja& estdo bem
estabelecidos como fatores prognosticos independentes em CUTS, como o p53, Ki67
e 0 HER-2 (KU et al. 2013; KRABBE et al. 2015; SORIA et al. 2016), enquanto
outros, como as moléculas de adeséo, ainda levantam muitas controvérsias.

Em muitos estudos que envolvem diversas neoplasias sélidas, pacientes com
diminuicdo da expressdo de E-caderina carregam tumores com caracteristicas
bioldgicas de doenca agressiva (JEANES et al. 2008; WHEELOCK et al. 2008).

Essa associacdo esta de acordo com o papel biolégico da E-caderina, descrita como



uma glicoproteina dependente de célcio, essencial para a manutencdo da integridade
tecidual epitelial. Dessa forma, a perda da adesao celular resulta em desprendimento
das células cancerosas da lesdo primaria, promovendo o processo de invasdo e
metastase (FRIXEN et al. 1991). No CUB, o envolvimento da E-caderina na
progressdao da doenca invasiva, assim como 0 seu papel como um marcador
prognostico independente na recorréncia, progressdao e sobrevida cancer-especifica
desses pacientes, tem sido bem descritos (GIROLDI et al. 1999; SHARIAT et al.
2001; ERDEMIR et al. 2007; MURAMAKI et al. 2010). Entretanto, estudos que
analisaram o papel da diminuicdo da expressdo da E-caderina em pacientes
diagnosticados com CUTS tiveram resultados conflitantes.

Em 1997, NAKANISHI et al. identificaram uma associacdo entre a
diminuicdo da expressdo de E-caderina e caracteristicas tumorais biologicamente
agressivas, como estadio tumoral avancado, alto grau histologico e padrdo de
crescimento tumoral em 154 pacientes com CUTS submetidos & NUR. Entretanto, 0s
autores falharam em demonstrar o papel prognostico independente da expressdo de
E-caderina nas analises de sobrevida. Mais tarde, FROMONT et al. (2005)
publicaram um trabalho que analisou um painel de diversos marcadores moleculares
em 62 pacientes submetidos a NUR por CUTS e com seguimento médio de 25
meses. A diminui¢do da expressdo de E-caderina ndo esteve associada a nenhum
fator clinico ou patoldgico, mas, na analise multivariada, foi considerada um fator
prognostico independente para sobrevida global (SG) e SLD. Nos anos seguintes,
poucos trabalhos foram publicados sobre o assunto, e nenhuma publicagdo conseguiu
validar os resultados de FROMONT et al. (2005) considerando o valor progndstico

independente da expressdo de E-caderina nas analises de sobrevida. Entretanto, sdo



trabalhos em centros Unicos, amostras pequenas e seguimento curto (MURAMAKI
etal. 2011; REIS et al. 2012; STOJNEV et al. 2015). Dessa forma, ainda se discute o
real papel da expressdo de E-caderina como fator prognoéstico independente e sua
associacdo com caracteristicas patologicas agressivas em CUTS.

Por essa razdo, propomos um grande estudo colaborativo internacional
envolvendo sete instituigdes internacionais e patologia centralizada com os seguintes
objetivos:

= Verificar a associacdo entre a diminuicdo da expressao de E-caderina

com fatores patologicos caracteristicos de doenca agressiva (estadio
patolégico avancado — pT3 ou maior, alto grau tumoral, metastase
linfonodal).

= Verificar a associacdo entre a diminuicdo da expressao de E-caderina

com a sobrevida livre de recorréncia metastatica (SLR) e sobrevida

cancer-especifica (SCE).

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Epidemiologia

Os carcinomas uroteliais podem estar localizados tanto no trato urinario
inferior (bexiga e uretra) quanto superior (cavidades pielocaliciais e ureter). Os
tumores de bexiga sdo considerados os carcinomas uroteliais mais frequentes
(SIEGEL et al. 2012), correspondendo a 90-95% dos casos. Ja os carcinomas
uroteliais de trato urinario superior sdo neoplasias relativamente raras, que

correspondem a apenas 5-10% dos tumores uroteliais e a 10% dos tumores renais



(MUNOZ et al. 2000; RAMAN et al. 2011a). RAMAN et al. (2011a) publicaram
artigo em 2011, que analisou a incidéncia de CUTS nos Estados Unidos, entre 1973 e
2005, utilizando os registros da base de dados do SEER (Surveillance, Epidemiology
and End Results). Os autores identificaram um aumento na incidéncia de 1,88 para
2,06 casos por 100.000 habitantes/ano no periodo estudado.

O CUTS é considerado um tumor relativamente agressivo com alto potencial
de recidiva e progressdo. Aproximadamente 60% dos CUTS sdo invasivos ao
diagnostico, diferentemente do CUB, no qual apenas 15 a 25% possuem doenca
invasiva ao diagnostico (MARGULIS et al. 2009). Entretanto, a evolugdo e o
prognostico da doenca sdo extremamente heterogéneos e dependem basicamente do
estddio TNM e do grau da lesdo. Pacientes com tumores nao invasivos e de baixo
grau (baixo risco) possuem uma SLD em dez anos acima de 90% (MARGULIS et al.
2009). Ja pacientes com tumores de alto grau e invasivos (alto risco) possuem uma
alta probabilidade de recorréncia, progressao e morte pela doenca.

O pico de incidéncia do CUTS ocorre por volta da sétima década de vida, e 0
diagndstico € trés vezes mais frequente na populacdo masculina (SHARIAT et al.
2011). Vérios fatores de risco ambientais estdo associados ao desenvolvimento do
CUTS, sendo o tabagismo o mais importante deles, aumentando o risco relativo de
2,5 a7 vezes (CRIVELLI et al. 2014). Uma revisao sistematica publicada em 2014,
que incluiu 29 artigos sobre o assunto, também mostrou o efeito progndstico do
tabagismo em pacientes com CUTS submetidos &8 NUR. Na maioria dos estudos, o
tabagismo esteve associado a recorréncia intravesical, recorréncia metastatica, SCE e
SG (CRIVELLI et al. 2014). Da mesma forma, foi identificado um efeito benéfico da

interrupgdo do tabagismo no prognostico de pacientes com carcinoma urotelial.



Outro fator ambiental associado ao desenvolvimento de CUTS € a exposi¢édo
ocupacional as aminas aromaticas (COLIN et al. 2009). Essas substancias séo
encontradas frequentemente em industrias quimicas, petroquimicas, couro, tintas,
borracha, plastico e industria téxtil. O tempo meédio de exposi¢do necessario para o
desenvolvimento da doenca fica em torno de sete anos.

A fenacetina é um analgésico comprovadamente associado ao risco de CUTS
(COLIN et al. 2009). Como seu uso tem diminuido desde a década de 1970 apds sua
proibicdo, o aparecimento de tumores associados a esta substancia praticamente
desapareceu.

Um fator de risco associado ao desenvolvimento de CUTS é a exposi¢do ao
carcinégeno chamado é&cido aristoléquico, encontrado na planta Aristolochia
Fangchi. Esse carcindgeno é responsavel pela Nefropatia Endémica dos Balcés e
pela Nefropatia da Erva Chinesa, muito comum em areas rurais da Sérvia, Crodcia,
Bosnia, Bulgéria e Roménia. O &cido aristoléquico causa uma mutacdo no cédon 139
do gene p53, levando ao desenvolvimento do CUTS (GROLLMAN et al. 2007;
COLIN et al. 2009).

Em Taiwan, a exposi¢do ao arsénico proveniente de dgua contaminada pode
estar associada ao aumento na incidéncia de CUTS nessa regido (CHIOU et al.
2001).

O CUTS hereditario ocorre em 10-20% dos casos (80-90% sdo esporadicos) e
geralmente esta associado ao carcinoma colorretal hereditario ndo polipbide
(Sindrome de Lynch ou HNPCC). Em pacientes com essa sindrome, a chance de
desenvolver CUTS pode chegar a 28% (BARROW et al. 2013). A Sindrome de

Lynch é uma doenca genética autossdbmica dominante causada pela mutacdo de



quatro genes de reparo, 0 MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Essas mutacfes causam
um acumulo de erros no DNA nas células em replicacéo, principalmente em regifes
microssatélites, aumentando o risco de desenvolvimento de algumas neoplasias. O
diagnostico da Sindrome de Lynch é feito baseado em critérios clinicos, analise de
tecido tumoral e avaliacdo genética. A suspeita da correlacdo entre 0 CUTS e a
Sindrome de Lynch pode ser feita quando um paciente apresenta o diagndstico de
neoplasia urotelial com idade inferior a 60 anos, possui histérico pessoal de cancer
de colon ou carcinoma endometrial, ou possui histdrico familiar de CUTS, cancer de

colon com idade inferior a 60 anos ou cancer endometrial (MORK et al. 2015).

1.2.2 Histologia, Classificacédo e Estadiamento

A histologia urotelial ¢ a mais comum encontrada nos pacientes
diagnosticados com CUTS, correspondendo a mais de 90% dos casos. Carcinoma de
células escamosas representa menos de 10% dos casos e geralmente esta associado a
inflamacdo crénica e processos infecciosos secundarios & presenca de calculos
urindrios (RINK et al. 2012). Apesar da histologia ndo urotelial pura ser
relativamente rara, a presenga de variantes histologicas em carcinomas uroteliais de
trato superior pode ser encontrada em até 25% dos casos. RINK et al. (2012)
publicaram um estudo colaborativo que estudou as diversas variantes histologicas em
CUTS e seu impacto no prognostico desses pacientes. Os autores descreveram que o
carcinoma urotelial com diferenciacdo de células escamosas foi a variante mais
comum encontrada, podendo ocorrer em até 9,9% dos casos, seguida pela
diferenciagdo glandular em 4% dos casos. Outras variantes menos frequentes

encontradas foram a sarcomatoide, micropapilifera, pequenas células e, por ultimo e



menos frequente, a plasmocitoide. Pacientes que apresentaram variantes histologicas
estavam mais propensos a ser diagnosticados com tumores de alto grau e com estadio
patolégico mais avancado e apresentaram maior chance de recorréncia e morte pela
doenca, se comparados aos tumores uroteliais puros.

A classificacdo dos carcinomas uroteliais de trato urinario superior é
semelhante a classificacdo dos tumores vesicais (BABJUK et al. 2011) e pode ser
verificada a presenca de tumores papiliferos ndo invasivos (tumores papiliferos
uroteliais de baixo potencial de malignidade; carcinomas uroteliais papiliferos de
baixo grau; e carcinomas uroteliais papiliferos de alto grau), lesdes planas
(carcinoma in situ) e carcinoma invasivo.

O estadiamento € realizado segundo a classificagio TNM (Tumor-Node-
Metastasis) de 2009 (SOBIN et al. 2009). Os linfonodos regionais avaliados incluem
linfonodos hilares, para-aorticos e paracavais nos casos de tumores de pelve renal e
ureter proximal/médio; nos casos de tumores de ureter distal, os linfonodos pélvicos
devem ser considerados (Anexo 2).

O grau tumoral é classificado segundo o sistema de graduacdo da World
Health Organization 2004 (WHO 2004), pelo qual distinguem-se neoplasias de
baixo potencial de malignidade, carcinomas de baixo grau e alto grau (LOPEZ-

BELTRAN et al. 2004).

1.2.3 Diagnostico
O sintoma mais comum em pacientes com diagnostico de CUTS € a
hematiria micro ou macroscopica, que ocorre em cerca de 80% dos casos, seguida

por dor lombar em 20 a 40% dos casos e massa palpavel em 10 a 20% dos casos
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(RAMAN et al. 2011b). Sintomas sistémicos, como perda ponderal, fadiga ou febre,
sdo menos frequentes, mas devem levantar a hipotese de doenga metastéatica.

Em geral, pacientes com sintomas geniturinarios sdo avaliados incialmente
com exames de imagem. O método de imagem mais comumente realizado nesses
casos € a ultrassonografia de vias urinarias, entretanto, com uma acuracia
relativamente baixa para diagndstico principalmente nos casos de neoplasias de
ureter. Dessa forma, pacientes com sintomas de hematuria devem ser submetidos a
tomografia computadorizada de abdome e pelve com reconstrucdo urologica
(urotomografia). Esta, por si s6, tem uma alta acuracia para diagnostico de CUTS,
com uma sensibilidade de 67-100% e uma especificidade de 93-99% (FRITZ et al.
2006). FRITZ et al. (2006) publicaram um artigo demonstrando que a acuracia da
urotomografia para predizer o estadiamento nas neoplasias uroteliais de trato urinario
alto chegou a 96% nos casos de estadio | e Il, e a 66,6% para estadios Ill e IV. As
lesdes planas, ou seja, os carcinomas in situ (Cis), geralmente ndo sdo detectadas
pelos exames de imagem, a menos que exer¢cam um efeito de massa ou causem um
espessamento na parede urotelial (XU et al. 2010). A ressonancia magnética pode ser
utilizada em casos especificos, para os quais existe contraindicacdo para realizacéo
da tomografia computadorizada, ja que sua acuracia € inferior a urotomografia para
diagnostico de CUTS (TAKAHASHI et al. 2010).

A cistoscopia deve sempre ser realizada ao diagnostico pelo risco de lesdo
vesical sincronica em até 17% dos casos (COSENTINO et al. 2013). A citologia
urinaria deve ser realizada conjuntamente com a cistoscopia, porém sua sensibilidade
para diagnostico de CUTS é inferior se comparada a citologia para CUB, mesmo

para lesbes de alto grau. Dessa forma, a coleta de urina deve ser realizada in situ,
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com retirada de material para amostra diretamente das cavidades pielocaliciais
(MESSER et al. 2011). Apesar da baixa sensibilidade, a citologia tem uma alta
especificidade para CUTS. Uma citologia urinaria positiva pode ainda melhorar o
estadiamento clinico de pacientes com diagnostico de CUTS, pois geralmente esta
associada a tumores musculo-invasivos ou localmente avancados (BRIEN et al.
2010).

A ureteroscopia flexivel € utilizada para visualizacdo de todo o sistema
ureteropielocalicial. Ela permite a identificacdo do aspecto da lesdo tumoral (séssil
versus papilifero), assim como a realizagdo de uma bidpsia tanto para diagndstico
definitivo quanto para a determinacdo do grau da lesdo (baixo versus alto grau)
(ROJAS et al. 2013). Devido a dificuldade de ressec¢do em profundidade em CUTS,
0 grau tumoral na bidpsia pode ser utilizado para correlacdo com o estadiamento
tumoral, ou seja, lesdes de baixo grau sdo ndo musculo-invasivas em mais de 70%
dos casos. Ao contrério, lesbes de alto grau sdo ndo musculo-invasivas em apenas
33% dos casos (BROWN et al. 2007). A ureteroscopia € indicada principalmente
guando héa incerteza no diagnéstico apos o exame de imagem, em casos de rim Unico,
guando o tratamento conservador € considerado ou quando a ureteroscopia com
biopsia fornecerd informag@es adicionais que podem impactar na tomada de decisdes

terapéuticas (BRIEN et al. 2010; ROJAS et al. 2013).

1.2.4 Estratificacdo de risco
Devido & dificuldade de se realizar o estadiamento clinico tumoral de CUTS
no pré-operatorio (devido a localizagdo da lesdo, dificuldade de acesso, limitagdes

dos exames de imagem), as diretrizes da Associacdo Européia de Urologia
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(ROUPRET et al. 2015) propuseram uma estratificagdo de risco (Figura 1). O
objetivo € utilizar diversas informacdes clinicas e estratificar pacientes em baixo
risco (mais propensos a realizar tratamento conservador) e alto risco (mais propensos

a realizar tratamento radical e/ou multimodal).

CUTS
l | l
T CUTS — baixo risco ] ( CUTS — alto risco l

Doenga unifocal - Hidronefrose
Tumor < 1 cm - Tumor> 1 cm
Citologia baixo grau - Citologia alto grau
Bidpsia baixo grau - Bidpsia alto grau
Aspecto ndo-invasivo na TC - Doenga multifocal

Cistectomia prévia

para CUB

Fonte: Adaptado de ROUPRET et al. (2015).
Figura 1 - Estratificagdo de risco pré-intervencdo em pacientes com diagndstico de

carcinoma urotelial de pelve renal e ureter.

1.2.5 Tratamento
1.2.5.1 Doenca localizada

O tratamento padrdo para o CUTS localizado de alto risco € a
nefroureterectomia radical com a retirada do cuff de bexiga, ou seja, a retirada de

todo o rim envolto pela gordura perirrenal e fascia de gerota, toda a extensdo do
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ureter e o trajeto intramural vesical do ureter distal, independentemente da
localizagdo da lesdo (MARGULIS et al. 2009).

A resseccdo do ureter distal e seu orificio € mandatoria, porque existe um alto
risco de recidiva tumoral nesta area, se ndo for tratada. Além disso, é dificil o
seguimento dessa regido com imagem ou endoscopia apés a retirada do ureter
proximal (ZIGEUNER e PUMMER 2008). Existem varios trabalhos que descrevem
as diversas técnicas para abordagem do ureter distal (técnica aberta classica
extravesical ou transvesical, ressec¢do endoscopica do ureter distal ou técnica de
pluck, técnica laparoscopica com ou sem utilizacdo de grampeadores e a
intussuscepcdo ou técnica de stripping) (LI et al. 2010; PHE et al. 2011).
Aparentemente, a técnica de intussuscepcao esta associada a uma maior chance de
recidiva vesical e locorregional e no deve ser utilizada (PHE et al. 2011). As outras
técnicas ndo parecem ser oncologicamente inferiores a técnica aberta classica para
retirada do ureter distal, porém, ainda ndo ha estudos prospectivos randomizados
comparando a seguranca e eficicia das diversas técnicas descritas. A minha
preferéncia pessoal é a realiza¢do da ressec¢do endoscopica em casos de tumores de
pelve renal e ureter proximal ou médio com posterior clipagem precoce do ureter em
local distal a lesdo. Ja para casos de tumores localizados em ureter distal, indicamos
a realizagdo da resseccédo por técnica aberta classica.

A realizacdo da nefroureterectomia radical pode ser feita por via aberta,
laparoscopica e, mais recentemente, por via robotica. Ainda se discute a seguranca
da via laparoscopica e robdtica para realizacdo desse procedimento. Como o
carcinoma urotelial € um tumor potencialmente agressivo com alta possibilidade de

recorréncia e implantacdo, a realizacdo da cirurgia em um ambiente de alta pressao
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ocasionada pelo uso do pneumoperiténio nas vias laparoscopica e robotica, assim
como o relato de implante tumoral em portais de laparoscopia, poderiam dessa forma
prejudicar o resultado oncologico (ONG et al. 2003). Entretanto, trabalhos
publicados recentemente mostraram que a cirurgia laparoscopica € segura em maos
de cirurgides experientes, conquanto que principios oncoldgicos sejam estritamente
seguidos (ROUPRET et al. 2009). FAVARETTO et al. publicaram artigo em 2010a,
no qual foram comparados os resultados oncolégicos de 162 pacientes com
diagnostico de CUTS submetidos a nefroureterectomia laparoscépica ou aberta. N&o
foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos com
relacdo a recorréncia vesical, SLR e SCE ap0s 23 meses de seguimento médio. Este
artigo e utilizado como uma das referéncias para a indicacdo de cirurgia
laparoscopica em pacientes com CUTS localizado pelas diretrizes da Associacéo
Européia de Urologia (ROUPRET et al. 2015). Um Unico trabalho prospectivo
randomizado publicado recentemente confirmou esses achados mostrando resultados
oncologicos semelhantes entre as duas técnicas para tumores localizados (SIMONE
et al. 2009a). Entretanto, esse mesmo trabalho mostrou um beneficio da técnica
aberta para tumores localmente avangados (> pT3). Sendo assim, até que novas
evidéncias surjam na literatura, tumores localmente avancados devem ser tratados
preferencialmente com técnica aberta. Os dados em nefroureterectomia robdtica
ainda sdo preliminares, entretanto, estudos recentes mostraram resultados
oncoldgicos satisfatorios (ABOUMOHAMED et al. 2015).

Uma caracteristica do CUTS ¢é a possibilidade de recidiva vesical apds a
NUR, que pode chegar a 47% em 5 anos (SEISEN et al. 2015). Dessa forma,

pacientes submetidos a NUR devem ser acompanhados com cistoscopia
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regularmente para deteccdo de recidivas vesicais. Dois estudos prospectivos e
randomizados foram publicados e demonstraram uma diminuicdo no risco de
recidiva vesical no primeiro ano ap6s a NUR, com uso de Mitomicina C em dose
unica intravesical imediatamente apds a cirurgia (O'BRIEN et al. 2011; ITO et al.
2013). Essa conduta é hoje indicada pelas diretrizes da Associacdo Européia de

Urologia para todo paciente submetido 8 NUR (ROUPRET et al. 2015).

1.2.5.2 Linfadenectomia

A indicacdo de linfadenectomia em pacientes com CUTS, assim como 0s
seus beneficios, ainda é controversa e muito discutida na literatura. Ao contrario do
CUB, para o qual existem estudos com alto nivel de evidéncia que demonstram 0s
beneficios da linfadenectomia tanto no estadiamento quanto no tratamento desses
doentes, ainda ndo ha estudos prospectivos randomizados que demonstram esses
beneficios em CUTS (VIEWEG et al. 1999; BRUINS et al. 2014). Apesar da falta de
estudos com nivel de evidéncia 1, varios trabalhos retrospectivos e poucos
prospectivos ndo randomizados publicados nos Ultimos dez anos sugerem beneficios
de sobrevida na indicagédo da linfadenectomia regional em pacientes com doenca
musculo-invasiva (pT2 ou >) e de alto grau e, principalmente, em casos de tumores
localmente avangados (pT3 ou >; N+) (KONDO et al. 2007b; KONDO et al. 2011;
NCCN 2017). A probabilidade de acometimento linfonodal aumenta na medida em
gue aumenta o estadiamento tumoral, sendo que pacientes com estadio pT1l
apresentam apenas 2,2% de risco de acometimento linfonodal, enquanto pacientes
com estadio pT2-4 apresentam risco de 20% a 40% de acometimento linfonodal

(LUGHEZZANI et al. 2010). KONDO et al. (2007b, 2011 e 2014) publicaram
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diversos artigos sobre linfadenectomia em CUTS, propondo areas mais abrangentes
para retirada dos linfonodos (linfadenectomia estendida — Figura 2), a depender da
localizagdo da lesdo (pelve renal versus ureter proximal/médio versus ureter distal),

sendo o impacto na sobrevida dos pacientes maior do que o nimero de linfonodos

retirados.

Pelve renal Ureter médio e proximal
Hilo ranal Hila reanal  Hilo ranal Hilo ranal
diraito esquardo  diraita asquarda
Para-cawval Fara-adrtica f‘ara- .

Artéria caval Para-adrico

Ratra-caval masanlanca ftﬁﬂra- Bifurcagao
Interaorio- infanar caval aorla
caval Intaraaria-

caval

liaca comum

liaca extarna Ureter distal

Obturatoria

lliaca intema

Fonte: Adaptado de KONDO et al. (2011).
Figura 2 - Linfadenectomia pélvica e retroperitoneal estendida proposta para

pacientes com diagndstico de carcinoma urotelial de pelve renal e ureter.

1.2.5.3 Quimioterapia perioperatoria

Os beneficios da quimioterapia perioperatoria baseada em cisplatina ja foram
demonstrados em pacientes com CUB musculo-invasivos e localmente avancados.
Nesses casos, 0S pacientes apresentam beneficios relevantes de sobrevida,

principalmente quando a quimioterapia €& administrada antes da cirurgia
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(neoadjuvante), com taxas de resposta completa de 20% e diminui¢do no risco de
morte de 16% (International Collaboration of Trialists et al. 2011).

Nos casos de CUTS, os estudos apresentam baixo nivel de evidéncia
cientifica, porém, também mostram beneficios de sobrevida cancer-especifica tanto
em quimioterapia neoadjuvante quanto adjuvante, principalmente para pacientes com
doenca localmente avancada, conquanto que se use terapia baseada em cisplatina
(LEOW et al. 2014). Uma peculiaridade nos casos de CUTS é a perda de funcéo
renal que os pacientes experimentam apos a cirurgia radical. Kaag et al. publicaram
estudo mostrando que apenas 19% dos pacientes com diagnostico de CUTS e
submetidos a NUR possuiam funcgéo renal suficiente para tratamento com cisplatina
no pos-operatorio (KAAG et al. 2010). Kaag e Favaretto publicaram estudo em 2014
analisando dados de 374 pacientes submetidos a NUR, que demonstrou uma queda
média de 32% na funcdo renal ap0s o tratamento radical sem uma tendéncia de
melhora ao longo do tempo (KAAG et al. 2014). Dessa forma, a quimioterapia
neoadjuvante se mostra como melhor opc¢éo, principalmente devido a necessidade de
uma funcdo renal preservada para tratamento com cisplatina, a qual ainda é a droga

de primeira escolha em pacientes com diagnostico de carcinoma urotelial.

1.2.5.4 Tratamento conservador

O tratamento conservador pode ser indicado em casos bem selecionados de
CUTS de baixo risco. Dessa forma, evita-se a perda completa do rim, as morbidades
associadas com o tratamento radical e os riscos aumentados de insuficiéncia renal
cronica (IRC) e, consequentemente, o aumento da mortalidade por doengas

cardiovasculares (MILLER et al. 2008). Estudos publicados nos dltimos anos
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comparando o tratamento radical com o tratamento conservador mostraram
equivaléncia e seguranca oncoldgica em casos especificos de pacientes com tumores
unicos, papiliferos, pequenos (< 1 cm), ndo invasivos (<pT2) e de baixo grau
(DANESHMAND et al. 2003; GADZINSKI et al. 2010). Assim sendo, o tratamento
conservador deve sempre ser considerado mesmo em pacientes com rim contralateral
normal, conquanto que sejam respeitados esses critérios de selecdo. A indicacdo de
tratamento conservador em pacientes com tumores de alto risco deve ser evitada
devido as altas taxas de recorréncia e progressao, assim como o impacto na sobrevida
se o tratamento radical for postergado nesses pacientes (LUGHEZZANI et al. 2009).
Entretanto, pode-se discutir a possibilidade do tratamento conservador em tumores
de alto risco para casos imperativos (pacientes com rim Unico e IRC) (SEISEN et al.
2016).

O tratamento conservador pode ser feito por via endoscoOpica utilizando
ureteroscopia flexivel e ablacdo com laser, assim como através da resseccao
segmentar e reimplante do ureter, a depender da localizagdo da lesdo (GADZINSKI
et al. 2010; SILBERSTEIN et al. 2012). A bidpsia deve sempre ser realizada antes
do tratamento conservador para determinacdo do grau da les&o, assim como do
aspecto e tamanho do tumor. A via anterégrada percutanea ja foi muito utilizada no
passado para resseccao de tumores pielocaliciais, porém, tem sido progressivamente
abandonada devido ao surgimento de ureteroscopios flexiveis, que possibilitam o

acesso a qualquer parte do trato urinario por via retrograda (PALOU et al. 2004).
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1.3 FATORES PROGNOSTICOS

Historicamente, os critérios utilizados como fatores progndsticos em
pacientes portadores de CUTS sdo o estaddio tumoral, o grau histoldgico de
malignidade e o acometimento linfonodal (MARGULLIS et al. 2009). Ja que o CUTS
é considerado um tumor relativamente raro, os trabalhos até entdo publicados sédo
limitados devido a uma casuistica muito pequena. Nos ultimos anos, varios trabalhos
foram publicados estudando os diversos fatores clinicos, operatérios, patologicos e
moleculares em CUTS, que estavam diretamente relacionados com a evolucdo do
paciente e a resposta ao tratamento. Isso foi possivel devido ao surgimento de
diversos grupos colaborativos entre centros do mundo inteiro, com casuistica
progressivamente crescente. Dessa forma, identificaram-se e descreveram-se 0s
principais fatores prognosticos em CUTS, responséveis por ajudar a selecionar a
melhor abordagem terapéutica e estratégia de seguimento para um grupo
relativamente heterogéneo de pacientes. Por questdes didaticas, os fatores
prognosticos foram assim divididos em quatro categorias: fatores pré-operatorios ou
clinicos; fatores intraoperatérios ou cirargicos; fatores pds-operatérios ou
patolégicos; e marcadores moleculares (FAVARETTO et al. 2010b; SHARIAT et al.
2011; LUGHEZZANI et al. 2012). Utilizando alguns desses fatores prognésticos,
autores desenvolveram nomogramas para predizer tanto agressividade tumoral
quanto risco de recorréncia e morte (BRIEN et al. 2010; JELDRES et al. 2010;
MARGULIS et al. 2010; FAVARETTO et al. 2012;). A grande limitacdo desses
nomogramas ainda é a acuracia preditiva e a falta de validacdo externa, o que limita a

sua utilizacéo na pratica clinica.
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1.3.1 Fatores pré-operatérios ou clinicos

Os fatores clinicos sdo aqueles relacionados ao paciente em si ou aqueles que
podem ser identificados antes do tratamento definitivo, ou seja, através de exames de
imagem ou endoscopia com bidpsia.

Apesar da incidéncia de CUTS ser maior em homens, alguns trabalhos
demonstraram que o sexo feminino possui taxas de sobrevida piores se comparadas
com o sexo masculino (LUCCA et al. 2015). Entretanto, a influéncia do sexo no
prognostico de pacientes com CUTS ainda ndo é tdo claro. Um estudo com quase
500 pacientes submetidos a NUR demonstrou que o sexo feminino foi um fator
preditor de tumores localmente avancados (HUREL et al. 2015). LIU et al. (2013)
conseguiram demonstrar que o sexo feminino esteve associado a um risco maior de
morte pela doenga, porém, apenas em pacientes com mais de 59 anos de idade. Ja
SHARIAT et al. (2011) analisaram mais de 700 pacientes com CUTS submetidos a
NUR e ndo identificaram nenhuma correlagéo entre o sexo feminino e a presenca de
histopatologia mais agressiva ou piores taxas de sobrevida, quando comparadas ao
sexo masculino.

Utilizando a base de dados da SEER, Lughezzani et al. observaram que a
idade mais avancada em pacientes com CUTS foi um fator progndstico independente
para SCE, apds controle de vérias caracteristicas clinicopatologicas (LUGHEZZANI
et al. 2009). Esse resultado foi confirmado por um estudo multi-institucional com
mais de 1.400 pacientes, publicado em 2010 por SHARIAT et al., no qual os mesmos
conseguiram demonstrar o papel progndstico independente da idade, sendo que
pacientes com idade mais avancada (> 80 anos) estavam associados a uma menor

SCE e SG. Os autores justificaram esse achado através da provavel mudanga no
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potencial biolégico do tumor com a idade, sendo que foram encontrados tumores
mais agressivos em pacientes mais idosos; uma diminuicdo na atividade do sistema
imunologico com a idade; e mudancas no padrdo de tratamento em pacientes mais
idosos (maior relutédncia em indicar tratamento mais agressivo em pacientes idosos),
sendo que pacientes com mais de 70 anos receberam menos indicacdo de
linfadenectomia e quimioterapia adjuvante.

O Performance Status dos pacientes, medido através do ECOG-PS (do inglés
Eastern Cooperative Oncology Group), faz parte integral da avalicdo do paciente
com CUTS, e parece estar associado com uma maior mortalidade perioperatoria e
piores taxas de SG (MARTINEZ-SALAMANCA et al. 2012).

Ja os estudos que analisam o papel prognostico da obesidade em CUTS ainda
sdo escassos com resultados preliminares. Um trabalho multi-institucional publicado
em 2011 demonstrou que pacientes com indice de massa corporal (IMC) acima de 30
tiveram maiores chances de recidiva tumoral e morte pela doenca (EHDAIE et al.
2011). Isso pode ser explicado devido ao processo de inflamagao sistémica causada
pelo excesso de gordura corporal, ao aumento de alguns fatores associados com
proliferagéo celular e apoptose, e a relagdo entre pacientes obesos e tumores com
maior agressividade.

O tabagismo, por outro lado, além de ser considerado o principal fator de
risco associado ao desenvolvimento de CUTS, parece ser um fator progndstico
importante. Uma revisdo sistematica demonstrou que pacientes que ainda fumavam
apos o tratamento tiveram uma maior chance de recidiva vesical e metastatica, e uma

menor taxa de SCE e SG (CRIVELLI et al. 2014). Este estudo também identificou
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um efeito benéfico no prognostico desses pacientes com a interrupcdo do tabagismo
ao diagnostico.

E sabido que sintomas locorregionais, como hematuria, sdo relativamente
frequentes em pacientes com diagnostico de CUTS, podendo ocorrer em quase 80%
dos casos. Entretanto, sintomas sisttmicos (como perda de peso, febre, anorexia e
dor) sdo relativamente raros e geralmente denotam uma doenca mais avancada.
RAMAN et al. (2011b) identificaram uma correlacdo entre a presenca de sintomas
sistémicos em pacientes diagnosticados com CUTS aparentemente localizados no
estadiamento inicial com a presenca de tumores mais agressivos na analise
patolégica apds a NUR. Além do mais, foram identificadas piores SCE e SLR em
pacientes com sintomas sistémicos, o que levanta a possibilidade de esses pacientes
ja apresentarem doenca micrometastatica ao diagnostico. Pacientes com sintomas
locorregionais ndo apresentaram pior prognostico se comparados aos pacientes com
diagnostico incidental ou assintomaticos.

Pacientes com diagnéstico de CUTS e que apresentam historico prévio ou
sincrénico de CUB apresentam taxas piores de SLR e SCE (MULLERAD et al.
2004). Ja pacientes com CUB mausculo-invasivo, que sdo submetidos a cistectomia
radical e apresentam envolvimento ureteral pela doenga, apresentam risco aumentado
de recidiva em trato urinério alto no seguimento (TRAN et al. 2008). Dessa forma,
pacientes com CUTS e histérico de CUB devem ser considerados para tratamentos
mais agressivos, devido ao risco maior de recidiva e morte pela doenca.

A urotomografia € o0 exame de imagem mais indicado tanto para diagnéstico
quanto para estadiamento do CUTS. Vérios estudos demonstraram a correlacdo entre

a presenca de hidronefrose no exame de imagem pre-operatério com a presenga de
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tumores mais agressivos, estadiamento patoldgico mais avancado e piores taxas de
SCE e SLR (BRIEN et al. 2010; NG et al. 2011). Da mesma forma, a localizagéo
tumoral no exame de imagem (tumor de ureter versus tumor de pelve renal) também
ja foi muito discutida como fator prognostico no CUTS. Entretanto, os trabalhos tém
demonstrado resultados divergentes. PARK et al. demonstraram que tumores com
localizagdo ureteral, principalmente em pacientes com doenga em estadio pT3,
evoluiram com piores taxas de sobrevida, quando comparados com tumores de pelve
renal (PARK et al. 2009). Os autores levantaram a hipotese de um papel protetor do
parénquima renal em tumores pT3 de pelve renal. Esses resultados foram
confirmados por um estudo multi-institucional com mais de 600 pacientes
(OUZZANE et al. 2011). Por outro lado, varias publica¢bes incluindo estudos
populacionais e multi-institucionais ndo demonstraram 0 impacto prognostico
independente da localizacdo tumoral na sobrevida desses pacientes (ISBARN et al.
2009; RAMAN et al. 2010). FAVARETTO et al. publicaram um artigo com mais de
300 pacientes demonstrando que, quando sdo controlados varios parametros clinico-
patoldgicos entre os pacientes com tumores de pelve renal versus tumores de ureter,
ndo é possivel identificar uma diferenga estatisticamente significativa nas curvas de
sobrevida entre os grupos estudados (FAVARETTO et al. 2010b). Dessa forma,
pode-se concluir que a literatura disponivel atualmente ndo nos permite uma
conclusdo definitiva sobre o real papel da localizagdo tumoral como fator
prognostico em CUTS. Entretanto, evidéncias sugerem que quando comparados
pacientes com estadios tumorais semelhantes, os efeitos da localiza¢do tumoral como

fator prognostico independente acabam se perdendo.
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A avaliacdo endoscopica associada a biopsia tumoral determina o diagnéstico
definitivo do CUTS. Além disso, a determinacdo do grau na biopsia pode ajudar a
definir o estadio patoldgico e predizer o risco de doenca invasiva ou localmente
avancada. Diferentemente do CUB, o estadio clinico do CUTS é relativamente dificil
de ser realizado, pois biopsias da camada muscular ndo sdo possiveis devido,
principalmente, a espessura fina da musculatura e a instrumentacdo delicada da
ureteroscopia. BROWN et al. (2007) identificaram um valor preditivo positivo de
66% para predizer tumores muasculo-invasivos (> pT2) em pacientes com bidpsias de
alto grau. J& BRIEN et al. (2010) combinaram as informacfes do grau da bidpsia
com a citologia urinaria e a presenca de hidronefrose no exame de imagem e
conseguiram um valor preditivo positivo para predizer tumores masculo-invasivos de
89%. Dessa forma, o grau tumoral na bidpsia fornece uma informacdo importante
para predizer tumores invasivos e, assim, realizar a correta estratificacdo de risco e

ajudar na tomada de decis6es em pacientes com CUTS.

1.3.2 Fatores intraoperatdrios ou cirurgicos

Os fatores intraoperatorios ou cirdrgicos se referem as caracteristicas
inerentes ao tratamento cirurgico radical.

O intervalo entre o diagndstico e o tratamento cirargico radical ja foi descrito
como um fator progndéstico independente em pacientes com CUB submetidos a
cistectomia radical (GORE et al. 2009). WALDERT et al. (2010) investigaram o
impacto progndstico do intervalo entre diagnostico e tratamento em pacientes com
CUTS. Os autores conseguiram demonstrar que pacientes com um intervalo mais

longo (> 3 meses) entre diagndstico e tratamento estiveram associados a
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caracteristicas patologicas mais agressivas (estaddio patologico mais avancado,
tumores de alto grau histologico, invasdo linfovascular) e a menores taxas de SLR e
SCE. Esses resultados ndo foram confirmados por outros estudos, porém, na falta de
melhores evidéncias, deve-se considerar o tratamento desses pacientes o mais rapido
possivel apds o diagnostico.

A técnica com a qual se realiza o tratamento radical também ja foi muito
discutida como fator prognostico em CUTS. A nefroureterectomia radical aberta com
a retirada do cuff de bexiga é considerada o tratamento padrdo-ouro no tratamento do
CUTS. Entretanto, a técnica laparoscépica tem surgido nos ultimos anos como uma
alternativa a técnica aberta, com vantagens inerentes ao procedimento minimamente
invasivo, tais como menor sangramento, menor tempo de hospitalizacdo, menor uso
de analgeésicos, recuperacdo mais rapida e melhores resultados estéticos. Varios
trabalhos retrospectivos mostraram equivaléncia oncoldgica entre as técnicas aberta e
laparoscépica (CAPITANIO et al. 2009; FAVARETTO et al. 2010a; WALTON et
al. 2011). SIMONE et al. (2009a) e colaboradores publicaram o Unico trabalho
prospectivo e randomizado comparando as duas técnicas e confirmaram essa
equivaléncia oncoldgica apenas para tumores localizados. Dessa forma, as diretrizes
da Associacdo Européia de Urologia indicam a realizacdo de tratamento
laparoscopico apenas para pacientes com doenga Orgdo-confinada (< pT2) e por
equipe treinada em técnica minimamente invasiva, sendo que pacientes com tumores
localmente avancados (> pT3) devem sem prioritariamente operados por técnica
aberta até que novas evidéncias aparecam.

Outro ponto importante na realizacdo do tratamento cirurgico radical é o

manejo do ureter distal, ou seja, a forma como o cuff de bexiga € retirado. A excisao
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do ureter distal e seu orificio € mandatoria durante o tratamento do CUTS sendo que
diferentes técnicas tém sido propostas na literatura, incluindo a técnica aberta
classica extravesical ou transvesical, resseccdo endoscopica do ureter distal (técnica
de pluck), técnica laparoscopica com ou sem utilizacdo de grampeadores, e a
intussuscepcdo ou técnica de stripping (PHE et al. 2011). Esta, por sua vez,
apresentou um risco significativamente aumentado de recorréncia vesical e
locorregional quando comparada a técnica aberta (SAIKA et al. 2004). J& as demais
técnicas descritas mostraram equivaléncia oncoldgica em relagdo a técnica aberta
classica, porém baseadas apenas em estudos retrospectivos.

As séries de nefroureterectomia radical mostram uma porcentagem
relativamente baixa de pacientes submetidos a linfadenectomia (MARGULIS et al.
2009). Isso acontece devido as davidas que existem quanto aos beneficios que a
linfadenectomia oferece aos pacientes com CUTS. Entretanto, diversos estudos
publicados nos ultimos anos mostraram que, pelo menos em pacientes com doenca
localmente avancada, a realizacdo de linfadenectomia (pNO) esteve associada a
melhores taxas de SCE e SLR, quando comparadas aos pacientes que ndo foram
submetidos ao procedimento (pNx) (KONDO et al. 2007b; KONDO et al. 2011). Os
mesmos autores recomendam areas mais abrangentes para retirada dos linfonodos
(linfadenectomia estendida), sendo o impacto na sobrevida dos pacientes maior do

que o numero de linfonodos retirados (KONDO et al. 2014).

1.3.3 Fatores pos-operatdrios ou patoldgicos
Os fatores prognosticos pos-operatérios se relacionam as informagdes

patologicas encontradas na avaliacdo da peca cirurgica apés a NUR.
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O estadiamento tumoral patolégico representa o fator com a maior acuracia
poOs-operatdria para classificagdo progndstica de pacientes com CUTS. Assim como
identificado em outras neoplasias solidas, quanto maior o estadiamento tumoral, pior
é a evolucdo do paciente, sendo maior o potencial metastatico da doenca
(MARGULIS et al. 2009). Diversos estudos foram publicados confirmando o
potencial prognostico do estadio tumoral em CUTS (NOVARA et al. 2007;
BOLENZ et al. 2008; MARGULIS et al. 2009; PARK et al. 2009). De acordo com
esses estudos, a SCE em cinco anos variou de > 90% em pacientes com estadio pTa e
pT1l para menos de 20% em pacientes com estadio pT4. Dessa forma, o estadio
tumoral representa o melhor fator prognostico de sobrevida em pacientes com CUTS
e deve sempre ser considerado na avaliacdo e aconselhamento desses pacientes.

Da mesma forma, o grau histologico tumoral representa também um fator
prognostico muito bem estabelecido em CUTS, pois ele esta diretamente relacionado
a agressividade e ao estadiamento tumoral. A ultima classificacdo utilizada pela
WHO distingue trés grupos de tumores: a neoplasia urotelial papilifera de baixo
potencial de malignidade, os carcinomas de baixo grau e os carcinomas de alto grau
(LOPEZ-BELTRAN et al. 2004). Diversos estudos conseguiram validar o valor
progndstico dessa classificagdo (LI et al. 2009; MARGULIS et al. 2009). LI et al.
(2009) mostraram que pacientes com tumores de baixo grau apresentam taxas de
SCE em cinco anos ao redor de 70%. Ja pacientes com tumores de alto grau possuem
taxas menores que 40%. Dessa forma, o grau tumoral permanece como uma
ferramenta importante na avaliacdo prognostica dos pacientes com CUTS.

Completando os principais fatores prognésticos patolégicos em CUTS,

encontra-se 0 comprometimento linfonodal. A presenca de invasdo ou
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comprometimento linfonodal é universalmente aceito como um importante fator
prognostico em neoplasias solidas, pois indica a disseminacdo metastatica do tumor
para os linfonodos regionais. O risco de metéstase linfonodal em CUTS depende
basicamente do estadiamento tumoral, mas pode chegar a 40% em pacientes com
estddio pT4. Varios estudos demonstraram o valor progndstico independente da
invasdo linfonodal em CUTS (KONDO et al. 2007b; NOVARA et al. 2007;
MARGULIS et al. 2009; ROSCIGNO et al. 2009; LUGHEZZANI et al. 2010).
Todos esses estudos confirmaram o efeito deletério da invasdo linfonodal na
sobrevida desses pacientes, com taxas de SCE em cinco anos proximas de 30%.

Diversos outros fatores prognosticos patoldgicos foram descritos nos ultimos
anos. A presenca de carcinoma in situ (CIS) no trato urinario alto é relativamente
rara, mas geralmente esta associada a uma chance maior de recorréncia,
principalmente vesical, e progressao da doenca (PIERAS et al. 2010). Outros autores
também identificaram a associagdo entre a presenca de CIS e tumores com
estadiamento mais avancado, assim como confirmaram o seu papel como um fator
prognostico independente para SCE e SLR (OTTO et al. 2011; YOUSSEF et al.
2011b).

A multifocalidade é definida como a presenca de dois ou mais tumores em
localizacdo distinta no trato urinario alto, e sua incidéncia pode chegar a 24% dos
casos (CHROMECKI et al. 2012). A presenca de tumores multifocais foi confirmada
por alguns estudos como sendo um fator prognostico independente para recorréncia
tumoral, assim como SCE em pacientes com tumores localizados e submetidos a

NUR (NOVARA et al. 2007; CHROMECKI et al. 2012).
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A arquitetura tumoral representa as diferentes formas de invasdo reportadas
na analise patologica e pode significativamente afetar a sobrevida de pacientes com
CUTS. A arquitetura tumoral pode ser descrita como tumores de aspecto sésseis ou
tumores papiliferos. A primeira evidéncia da correlacdo entre a arquitetura tumoral e
0 prognostico de pacientes com CUTS foi feita por LANGNER et al. (2006a). Esses
resultados foram posteriormente confirmados por estudos multi-institucionais que
demonstraram a correlacdo entre o padrdo de invasdo séssil com tumores mais
agressivos (REMZI et al. 2009; FRITSCHE et al. 2012). Da mesma forma, a
arquitetura séssil foi um fator progndstico independente de recorréncia e SCE.

O tamanho tumoral é sabidamente um fator progndstico bem estabelecido na
evolucdo de pacientes em diversas neoplasias solidas. Entretanto, os estudos sobre
CUTS que avaliam o tamanho tumoral como fator prognostico ainda sao limitados,
pois possuem casuistica relativamente pequena. Esses autores observaram que
pacientes com tumores > 3 cm possuiam uma chance significativamente maior de
recorréncia metastatica e vesical da doenga se comparados com pacientes com
tumores < 3 cm (SIMONE et al. 2009b; PIERAS et al. 2010).

A invasdo linfovascular (ILV) pelas células cancerigenas € uma etapa
essencial para o0 processo de disseminacdo metastatica da  doenca.
Consequentemente, a presenca de ILV na analise patoldgica pode ajudar a identificar
pacientes com risco aumentado de comprometimento linfonodal, assim como uma
chance maior de recorréncia e morte pela doenca ap6s a NUR. Em CUTS, estudos
multi-institucionais demonstraram que a ILV esteve associada a presenca de tumores
mais agressivos, como estadio patoldgico mais avancado, tumores de alto grau e

presenca de metastases linfonodais (KIKUCHI et al. 2009; NOVARA et al. 2010).
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Além do mais, esses estudos confirmaram o valor prognoéstico da ILV no sentido de
predizer o risco de recorréncia e morte pela doenca.

A presenca de necrose tumoral é um fator preditor de agressividade em
diversas neoplasias sélidas, incluindo carcinoma de células renais (FRANK et al.
2002). Em CUTS, autores demonstraram que a presenca de necrose tumoral extensa
(definida como > 10% da area tumoral com necrose) foi um fator progndstico
independente para SLR (LANGNER et al. 2006b). Esses resultados foram validados
subsequentemente por diversos estudos, confirmando a associacdo da necrose
tumoral extensa com caracteristicas mais agressivas do tumor (estadio patologico
mais avancado, alto grau, arquitetura séssil, ILV e metastases linfonodais), assim
como o seu papel como fator prognostico independente de SLR e SCE (LEE et al.
2007; SIMONE et al. 2009b; ZIGEUNER et al. 2010).

Finalmente, a presenca de margens positivas apés a NUR foi um fator
progndstico para recorréncia vesical da doenca em alguns estudos retrospectivos,
porém, ndo esteve associada a SCE (BOLENZ et al. 2008; SEISEN et al. 2015). As
taxas de margens positivas variam muito na literatura e podem chegar a 8%. Essa
variacdo decorre estritamente das diversas técnicas descritas para manejo do ureter
distal, o que impacta diretamente na presenca das margens positivas apés a NUR

(SEISEN et al. 2015).

1.3.4 Nomogramas
Nomogramas sdo modelos matematicos preditivos baseados em andlises

multivariadas. A integracdo de diversos fatores prognésticos nesses modelos
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matematicos tem como objetivo melhorar a acurécia preditiva e guiar a tomada de
decis6es em uma medicina de carater personalizada.

Em CUTS, ja foram publicados diversos nomogramas com os mais variados
objetivos. Os nomogramas pre-operatorios tém o intuito de predizer tumores
musculo-invasivos e localmente avangados no sentido de indicar quimioterapia
neoadjuvante ou linfadenectomia estendida no momento da NUR. Ao contrério,
pode-se indicar a realizacdo de terapia conservadora em casos de pacientes com
suspeita de tumores de baixo grau e ndo invasivos.

BRIEN et al. (2010) utilizaram as informac6es de hidronefrose, citologia
urinaria e grau na bidpsia e criaram um nomograma para predizer tumores musculo-
invasivos e localmente avancados com um valor preditivo positivo de 89% e 73%,
respectivamente. E, ainda mais importante, quando as trés variaveis eram negativas,
o valor preditivo negativo chegou a impressionantes 100%. MARGULIS et al.
(2010) descreveram um nomograma com as informacgoes de arquitetura tumoral, grau
na bidpsia e localizagdo tumoral conseguindo uma acurécia de 77% para predizer
tumores localmente avancados. Entretanto, a grande critica foi a utilizacdo da
localizacdo tumoral como fator preditivo, 0 que ainda é muito discutida e
contraditéria na literatura. Em 2012, FAVARETTO et al. criaram um nomograma
pré-operatério utilizando informagGes pré-especificadas de imagem (hidronefrose e
invasdo tumoral) e ureteroscopia (grau na bidpsia e localizagdo tumoral) com uma
acurécia preditiva para tumores musculo-invasivos e localmente avancados de 71% e
70%, respectivamente (FAVARETTO et al. 2012). Apesar da identificacdo de uma
melhora na acurécia preditiva quando foram adicionadas as informacdes de imagem

nos modelos com apenas as variaveis da ureteroscopia, o fato de a andlise
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multivariada nédo ter demonstrado uma associacao estatisticamente significativa em
relacdo a presenca de hidronefrose e localizagdo tumoral ureteral com tumores
musculo-invasivos ou localmente avancados acabou impactando na acuracia
preditiva do modelo final. Quando foram utilizadas apenas as informacgdes de grau na
biopsia e invasdo no exame de imagem, que foram as varidveis independentemente
associadas a tumores musculo-invasivos e localmente avancados, 0s autores
conseguiram uma acuracia preditiva de 82% e 76%, respectivamente.

Ja 0s modelos pos-operatdrios tém o objetivo de identificar pacientes com
risco aumentado de recidiva vesical, recidiva metastatica e morte pela doenca apds o
tratamento radical. Dessa forma, pode-se indicar a realizacdo de quimioterapia
adjuvante, alterar o calendario de seguimento de acordo com o risco de recidiva,
assim como administrar terapias intravesicais para pacientes com risco aumentado de
recidiva vesical. XYLINAS et al. (2014) publicaram um modelo utilizando
informagdes clinicas (idade, sexo, histérico prévio de CUB), cirlrgicas (técnica
cirargica e de manejo do ureter distal utilizada) e patoldgicas (localizacdo tumoral,
estddio tumoral, carcinoma in situ associado, acometimento linfonodal), e
demonstraram uma acuracia de 69% para predizer risco de recorréncia vesical em
dois anos apés a NUR. J& YOUSSEF et al. (2015) publicaram um modelo de
estratificacdo de risco chamado de escore de TALL (T = estadio tumoral; A =
arquitetura tumoral; L = invasdo linfovascular; L = realizacdo de linfadenectomia),
com o objetivo de predizer risco de recorréncia metastatica e morte pela doenca em
cinco anos em pacientes diagnosticados com CUTS de alto grau ap6s a cirurgia
radical, atingindo uma acurécia preditiva de 73%. JELDRES et al. (2010) utilizaram

a base de dados do SEER com quase 6.000 pacientes e criaram um nomograma pos-
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operatorio para predizer risco de mortalidade cancer-especifica em cinco anos
utilizando as varidveis idade, estadio tumoral, acometimento linfonodal e grau
tumoral, com uma acuracia preditiva de 75%.

O que podemos notar nesses modelos preditivos é que todos sdo provenientes
de trabalhos retrospectivos com baixo nivel de evidéncia, sendo que poucos foram
validados externamente com diferentes populacGes. Apesar de alguns possuirem
acuracia de quase 80%, ainda nao sdo suficientes para guiar a tomada de decisdes.
Dessa forma, nenhum modelo preditivo ainda é recomendado para uso na pratica
clinica. A expectativa futura € a identificacdo de marcadores moleculares que possam
ser incorporados em modelos matematicos juntamente com informacGes clinicas,
patoldgicas e cirdrgicas, com o intuito de melhorar a acurécia preditiva o suficiente

para viabilizar a utilizacdo desses modelos na préatica diaria.

1.3.5 Marcadores moleculares

Conforme descrito anteriormente, fatores clinicos, cirdrgicos e patoldgicos
constituem importantes ferramentas para predicdo de desfechos clinicos e séo
utilizados em nomogramas progndsticos contendo pacientes portadores de CUTS.
Entretanto, essas informagdes ndo levam em conta a variabilidade molecular dentro
do tecido tumoral, o que poderia explicar a diversidade da evolucdo e desfechos
clinicos nesse grupo de pacientes. Alguns autores vém incorporando marcadores
biomoleculares a modelos preditivos de sobrevida ou progressdo da doenca numa
tentativa de aprimora-los em carcinoma de células renais, cancer de prostata e, até
mesmo, em CUTS (KLATTE et al. 2009; SVATEK et al. 2009; KIM et al. 2015).

Porém, ainda carecemos de marcadores biomoleculares que apresentem impacto
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prognostico significativo e que sejam utilizados na pratica clinica, principalmente em
CUTS.

Alguns estudos foram publicados recentemente avaliando o impacto dos
marcadores teciduais, sanguineos, urinarios e genéticos no progndéstico de pacientes
com CUTS. Entretanto, por ser uma doenca rara, existe um numero limitado de
artigos que analisam marcadores moleculares, sendo a maioria composta por estudos

retrospectivos € com amostra pequena.

1.3.5.1 Marcadores sanguineos

Marcadores sanguineos ja foram exaustivamente estudados em outras
patologias. Em carcinoma de células renais, MOTZER et al. (1999) identificaram
alguns fatores prognosticos sanguineos (desidrogenase lactica, hemoglobina e célcio
sérico) e clinicos (KPS e auséncia de nefrectomia prévia) para predizer sobrevida e
criaram uma estratificacdo de risco em pacientes com doenga renal metastatica. Ja
em CUTS, poucos sdo os estudos que analisam marcadores sanguineos como fatores
prognasticos.

Autores demonstraram que a elevacdo de proteina C reativa sérica
identificada no pré-operatorio esteve associada a presenca de tumores mais
agressivos, assim como conseguiu predizer uma pior SLR e SCE em 130 pacientes
com diagnostico de CUTS e submetidos a NUR (SAITO et al. 2007). LEHMANN et
al. (2007) estudaram fatores progndsticos em CUTS e identificaram que niveis
elevados de leucocito sérico e fosfatase alcalina estiveram associados
independentemente a uma pior SCE em 145 pacientes com carcinoma urotelial de

ureter tratados por ureterectomia segmentar ou NUR. Recentemente, SHETH et al.
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(2016) ao estudarem diversos marcadores sanguineos em CUTS, confirmaram o
valor progndstico independente da fosfatase alcalina elevada em predizer o risco de
recorréncia e morte pela doenca apds o tratamento radical em 101 pacientes. Os
autores também identificaram que albumina sérica baixa esteve independentemente
associada a piores taxas de SLR e SG. FUJITA et al. (2015) identificaram em um
trabalho recente que as concentragcbes baixas de sodio e hemoglobina sérica
identificadas no pré-operatdrio foram fatores prognosticos independentes para SCE
em CUTS. Os autores criaram um modelo de estratificagdo de risco utilizando essas

duas variaveis, o qual pode ajudar na tomada de decisdes terapéuticas.

1.3.5.2 Marcadores urinarios

A citologia urindria € um dos marcadores urinarios mais utilizados em
carcinoma urotelial. Possui uma alta sensibilidade e especificidade para tumores de
alto grau, porém, sua aplicabilidade ainda € limitada para carcinomas de baixo grau.
A citologia urinéria para avaliacdo de CUTS geralmente possui uma sensibilidade
inferior se comparada aos tumores vesicais, sendo dessa forma sua coleta indicada in
situ, ou seja, diretamente das cavidades pielocaliciais (MESSER et al. 2011).
Citologia urinaria positiva é altamente sugestiva de CUTS quando ndo hé sinais de
lesBes suspeitas em bexiga (incluindo carcinoma in situ) ou uretra prostatica. Alguns
estudos avaliaram a citologia urinaria como fator progndstico em CUTS. BRIEN et
al. (2010) criaram um nomograma utilizando informagdes de exames de imagem,
grau da biopsia e citologia urinaria para predizer risco de doen¢a musculo-invasiva e

ndo orgdo-confinada em CUTS. Pacientes com citologia urinaria positiva,
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hidronefrose no exame de imagem e alto grau na biopsia possuiam um valor
preditivo positivo para tumores musculo-invasivos de 89%.

A hibridizacao fluorescente in situ, mais conhecida como FISH, é um teste
citogenético utilizado para detectar anormalidades moleculares que estdo associadas
a alguns tipos de neoplasias. Essa técnica tem sido utilizada nos exames de urina
cada vez mais para detectar alteracGes associadas ao carcinoma urotelial. Em CUTS,
estudos avaliaram a utilidade do FISH para diagnostico, assim como
acompanhamento de pacientes tratados de forma conservadora (CHEN et al. 2008).
A sensibilidade para diagnostico de CUTS foi de 52% em uma amostra com 43
pacientes. A limitacdo do estudo foi a grande quantidade de lesdes de baixo grau, o
que acarretou uma sensibilidade mais baixa do FISH, porém, melhor que a
sensibilidade da citologia urinaria (26%). Estudos mais recentes mostraram uma alta
sensibilidade do FISH para diagnostico de CUTS quando comparado a citologia
urinaria, porém, com uma especificidade menor (MIAN et al. 2010; REYNOLDS et
al. 2014). A sensibilidade do teste de FISH foi ainda melhor quando combinada com
a citologia urinéria para detecgdo de tumores tanto invasivos como ndo invasivos
(XU et al. 2011). A limitagdo da utilizacdo do FISH descrita nesses estudos ainda é a
alta taxa de falso-positivo, o que limita sua utilizagdo no seguimento de pacientes
tratados conservadoramente, sendo que a maior utilidade é no valor preditivo

negativo (REYNOLDS et al. 2014).

1.3.5.3 Marcadores genéticos
A identificacdo das alteragdes genéticas associadas com CUTS evoluiu apds a

descoberta da relacdo entre a Sindrome de Lynch (Cancer Colorretal Hereditario Nao
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Polipoide ou HNPCC) e o risco de desenvolver CUTS. Estudos longitudinais em
familias de pacientes com HNPCC mostraram uma incidéncia aumentada de 14-22
vezes de CUTS, se comparada com a populacdo geral (SIJIMONS et al. 1998). A
assinatura genética do HNPCC é a presenca de instabilidade microssatélite (MIS),
definida como a presenca de mutacbes em sequéncias de DNA microssatélite,
secundaria a inativacdo ou mutacédo epigenetica do sistema de reparo de DNA. As
proteinas do sistema de reparo mais comumente mutadas na Sindrome de Lynch sdo
a MSH2, MLH1, MSH6 e PMS2 (VILAR et al. 2010; BARROW et al. 2013). A
presenca de MSI tem sido demonstrada em pacientes com CUTS, entretanto, poucos
estudos avaliaram a MSI como um fator prognéstico em CUTS. ROUPRET et al.
(2005) analisaram 80 pacientes com CUTS e identificaram uma alta MIS e perda de
MSH2 em 17% e 26% dos casos, respectivamente. A alta MIS foi um fator
prognostico independente na analise multivariada associada a uma melhor SG,
especialmente em pacientes com idade inferior a 71 anos.

A metilagdo de DNA € um processo que altera a atividade de um segmento
do DNA sem alterar a sua sequéncia, também chamado de processo epigenético.
Quando localizado em um gene promotor, a metilagdo de DNA tipicamente atua para
reprimir a transcricdo genética. Esse processo, chamado de hipermetilacdo de gene
promotor, esta associado ao desenvolvimento e progressdao de diversos tipos de
neoplasias (VOGELSTEIN et al. 2013). CATTO et al. (2005) demonstraram que a
hipermetilagdo estava presente em 86% de 280 pacientes diagnosticados com
carcinoma urotelial (116 = CUB e 194 = CUTS), sendo a hipermetilagdo mais
frequente em pacientes com CUTS. Os autores também identificaram que a

hipermetilagdo estava associada a tumores com estadio mais avancado. Na analise
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multivariada, a hipermetilacio foi um fator prognostico independente para

progressao da doenca.

1.3.5.4 Marcadores teciduais

A maioria dos estudos que avaliam o prognéstico dos marcadores
moleculares em CUTS foi feita com marcadores teciduais, relacionados aos diversos
processos celulares, como regulagdo do ciclo celular, crescimento, proliferacdo e
diferenciacdo celular, angiogénese, apoptose, sinalizacdo e adesdo celular.
Investigadores tém centralizado seus esfor¢os no sentido de identificar marcadores
associados a tumores agressivos, assim como relacionados ao prognostico de
pacientes com CUTS.

O p53 € um gene supressor tumoral envolvido no processo de regulacdo do
ciclo celular e € um dos marcadores moleculares mais investigados em CUTS. REY
et al. (1997) foram uns dos primeiros a avaliar o papel da expresséo do p53 em
pacientes com CUTS. Os autores identificaram uma associagdo entre a
hiperexpressdao imuno-histoquimica de p53 e tumores com caracteristicas mais
agressivas (estddio pT avancado, metéstase linfonodal, invasdo vascular e
perineural), assim como uma associacdo com SG na analise multivariada. Esses
resultados foram confirmados recentemente por uma Revisdo Sistematica e
Metanalise com mais de 500 pacientes (KU et al. 2013). Os autores confirmaram que
a hiperexpressao de p53 esteve independentemente associado a SLR, SCE e SG.

As ciclinas sdo uma familia de proteinas que regulam a progressdo das
células pelo ciclo celular através da ativagdo de quinases dependentes de ciclina.

Estudos avaliaram a expressao de ciclina A e E como fator progndstico em pacientes
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com CUTS e ndo identificaram nenhuma relacdo entre a hiperexpressao dessas
proteinas e a evolucdo desses pacientes (BOGDANOVIC et al. 2011; LIANG et al.
2012). P21 e p27 sdo considerados genes supressores tumorais e s&o membros da
familia das quinases dependentes de ciclina. Recentemente, autores conseguiram
identificar uma associagdo entre a perda da expressao de p27 com a sobrevida global
em uma pequena coorte de 34 pacientes diagnosticados com CUTS (SARSIK et al.
2016). Enquanto nenhum dos tumores ndo invasivos apresentou perda de p27, um
terco dos tumores invasivos apresentou perda de p27 na avaliagdo imuno-
histoquimica. Os mesmos autores ndo identificaram nenhuma associacdo entre a
expressao de p21 e o prognostico desses pacientes.

O Ki-67 é considerado uns dos mais promissores marcadores teciduais em
CUTS. Ki-67 é uma proteina nuclear associada com a proliferacdo celular e € um
excelente marcador para determinar a taxa de crescimento de uma determinada
populagédo celular. Em CUTS, estudos multi-institucionais publicados recentemente
demonstraram que a hiperexpressdo de Ki-67 esteve relacionada a caracteristicas
tumorais de alta agressividade (estadio pT avangado, invasdo linfovascular,
arquitetura tumoral séssil, necrose tumoral, carcinoma in situ concomitante e
metastases linfonodais) (KRABBE et al. 2015). Na analise multivariada, a expresséo
de Ki-67 foi um fator progndstico independente para SLR e SCE. Esses resultados
foram também demonstrados em estudo prospectivo publicado em 2014 com 101
pacientes (KRABBE et al. 2014). Além do mais, alguns autores conseguiram
identificar a utilidade da expressdo tecidual de Ki-67 como um marcador de

recorréncia vesical em pacientes com CUTS tratados por NUR, podendo ser usado
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para indicar instilacdo vesical precoce, assim como intensificar a vigilancia com
cistoscopias (JOUNG et al. 2008; LONG et al. 2016).

HER-2 (receptor de fator de crescimento epidermal 2 ou EGFR-2), também
conhecido como ErbB2, é um membro da familia de receptores de membrana de
tirosina quinase que estdo diretamente associados ao crescimento e desenvolvimento
celular. A hiperexpressdo de HER-2 ja foi bem descrita em alguns tipos agressivos
de cancer de mama, o que leva a ativacdo da via PIBK/AKT, e esta associada a
recorréncia tumoral e pior sobrevida (MITRI et al. 2012). Terapias com anticorpos
monoclonais mostraram melhora de sobrevida em pacientes com cancer de mama e
hiperexpressdao de HER-2. Em CUTS, estudos relativamente pequenos mostraram a
relacdo entre a hiperexpressdo de HER-2 e caracteristicas patoldgicas agressivas,
como estadio pT avancado, alto grau histolégico e metéstases linfonodais
(LANGNER et al. 2005; VERSHASSELT-CRINQUETTE et al. 2012). Estudo
multi-institucional publicado recentemente confirmou esses achados, além de
identificar a associacgdo entre a hiperexpressao de HER-2 e piores taxas de SLR, SCE
e SG, mesmo apds controle com outras varidveis na analise multivariada (SORIA et
al. 2016). Assim como na avaliagdo do Ki-67, um estudo retrospectivo em centro
Unico com 171 pacientes conseguiu identificar uma associacdo entre a
hiperexpressdao de HER-2 e o risco aumentado de recorréncia vesical apos a NUR,
podendo ser assim utilizado como um marcador de recorréncia tumoral na bexiga
(SASAKI et al. 2014). J4 a eficicia da terapia com anticorpos monoclonais em
pacientes com CUTS e hiperexpressdao de HER-2 ainda ndo foi testada em estudos

bem desenhados.
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EGFR (receptor de fator de crescimento epidermal), também conhecido como
HER-1 ou ErbB1, também € um membro da familia de receptores de membrana com
atividade de tirosina quinase e estd diretamente relacionado ao processo de
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular. Poucos estudos avaliaram a
expressao de EGFR em CUTS. Eles identificaram uma associacdo entre a expressdo
de EGFR e tumores mais agressivos, como estadio pT avancado e alto grau
histologico (TSAI et al. 2005; LEIBL et al. 2008). Um unico estudo publicado por
LONG et al. (2016) mostrou recentemente que a expressao positiva de EGFR esteve
independentemente associada ao risco de recorréncia vesical em 320 pacientes com
CUTS apds a NUR.

O fator nuclear-«B (NF-kB) € considerado uma proteina complexa envolvida
no controle da proliferacdo celular. YEH et al. (2010) foram uns dos Unicos a
publicar um artigo avaliando o NF-kB como fator progndstico em CUTS. Os autores
identificaram hiperexpressao citoplasmatica e nuclear do NF-xB em 61% e 27% dos
pacientes, respectivamente. Apesar de eles ndo encontrarem nenhuma associagdo
entre a expressdao do NF-xkB com caracteristicas tumorais agressivas, 0 NF-xB foi
considerado um fator prognéstico independente para SCE e SG.

Angiogénese é o processo de formacdo de novos vasos sanguineos teciduais e
¢ considerada essencial para iniciacdo e progressdo de varias neoplasias malignas.
Varios fatores angiogénicos ja foram identificados e estudados, como VEGF (fator
de crescimento endotelial vascular), PDGF (fator de crescimento derivado de
plaquetas), FGFR3 (receptor de fator de crescimento fibroblastico 3), HIF-1 (fator
indutor de hipoxia-1), VASH-1 (vasoibina-1) e TSP-1 (trombospondina-1). Alguns

foram descritos em pacientes com CUTS. NAKANISHI et al. (2005) analisaram a
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expressao imuno-histoquimica de HIF-1a em 127 pacientes com diagndstico de
CUTS submetidos & NUR. Eles identificaram uma hiperexpressdo de HIF-1o em
55% dos pacientes, a qual estava associada a tumores sésseis e de alto grau
histologico. Na analise multivariada, os autores identificaram uma associacgao entre a
hiperexpressao de HIF-1a e piores taxas de SLR e SG.

MIYAZAKI et al. (2012) estudaram a expressdo de VASH-1 em 171
pacientes com CUTS e descreveram uma associagdo entre a hiperexpressao desse
marcador com estadio pT avancado e alto grau histolégico. A hiperexpressdo de
VASH-1 também foi um fator progndéstico independente para SLR e SCE.

A trombospondina-1, ou TSP-1, € considerada um potente inibidor da
angiogénese. Dessa forma, uma expressdo mais baixa da TSP-1 esteve associada a
tumores mais agressivos e com pior progndstico em CUB (GODDARD et al. 2002).
Em CUTS, um Unico estudo retrospectivo com 97 pacientes analisou a expressdo de
TSP-1 como fator prognostico. Os autores identificaram que niveis baixos ou
negativos da expressdo de TSP-1 estiveram associados com tumores mais agressivos,
como estadio pT avancado e alto grau histoldgico. Entretanto, a expressao de TSP-1
ndo esteve associada com a sobrevida desses pacientes na analise multivariada.

O FGFR3 é um gene que codifica a producdo de uma proteina também
chamada FGFR3. Essa proteina, que é parte de uma familia de proteinas receptoras
com atividade de tirosina quinase, esta envolvida em diversos processos celulares,
como angiogénese, regulacdo do crescimento e proliferacdo celular. Estudos em
CUB mostraram que a expressdo de FGFR3 estd associada a presenca de tumores
menos agressivos e de bom progndstico, ou seja, tumores geralmente nao invasivos e

de baixo grau (HERNANDEZ et al. 2006). Alguns estudos confirmaram também
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esses achados em CUTS (BURGER et al. 2006; VAN OERS et al. 2009). Eles
demostraram que pacientes com expressdo de FGFR3 estiveram associados a
tumores de baixo grau e baixo estadio tumoral com impacto favoravel na sobrevida.
Dessa forma, esse marcador possui potencial para identificacdo de pacientes
candidatos a terapia conservadora se esses resultados puderem ser confirmados em
espécimes de biopsia.

As uroplaquinas (UPs) sdo um conjunto de proteinas transmembrana
relacionadas especificamente a diferenciacdo de células uroteliais. A especificidade
das UPs pelas células uroteliais levaram-nas a serem utilizadas como marcadores de
diferenciacdo urotelial. OHTSUKA et al. (2006) descreveram a expressdo imuno-
histoquimica de UP-I11 em 71 espécimes cirargicos de pacientes diagnosticados com
CUTS. Eles identificaram uma expressdo positiva de UP-111 em 75% dos tumores
ndo masculo-invasivos e em 40% dos tumores musculo-invasivos, assim como em
65% e 33% dos tumores de baixo e alto grau, respectivamente. Na analise
multivariada, a expressdo negativa de UP-11l esteve associada a uma SCE pior em
comparagdo com 0s pacientes que apresentaram expressao positiva, sendo um forte
fator prognostico de sobrevida neste estudo.

Apoptose € um processo altamente regulado de morte celular programada.
Ela pode ser ativada por vias intrinsecas ou extrinsecas que induzem morte celular
atrdves da ativacdo de proteases chamadas caspases. A inibicdo do processo de
apoptose ou de suas vias pode resultar em tumorigénese, assim como em progressao
de neoplasias malignas. Alguns marcadores de apoptose ja foram identificados e
estudados em CUTS. A survivina € uma proteina que inibe parcialmente o processo

de apoptose através do bloqueio da atividade da caspase. Um estudo retropectivo
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multi-institucional publicado recentemente com 732 pacientes demonstrou quase
40% dos casos com alteracdo na expressdo de survivina (MATHIEU et al. 2015).
Esse grupo esteve associado com caracteristicas tumorais mais agressivas, como
estadio pT avancado, metastases linfonodais, invasao linfovascular, necrose tumoral
e arquitetura tumoral séssil. Entretanto, na analise multivariada, a expressdo de
survivina ndo esteve independentemente associada a SLR ou SCE.

Bcl-2 também é uma proteina antiapoptdtica que funciona blogueando a
atividade da caspase. Estudos que analisaram a expressdo desses marcadores em
CUB mostraram que a hiperexpresséo de bcl-2 e a perda de expressao da caspace-3
estiveram associadas a tumores mais agressivos, assim como com recorréncia
tumoral e SCE (KARAM et al. 2007). JEONG et al. (2009) analisaram diversos
marcadores relacionados a apoptose em 112 casos consecutivos de CUTS tratados
cirurgicamente e identificaram que a perda de expressdo de caspase-3 esteve
associada a estadio patoldgico avancado e alto grau histoldgico. Os autores nédo
identificaram nenhuma associagéo entre a perda de expressao de caspase-3 e piores
taxas de SLR ou SCE. Além do mais, ndo houve nenhuma associa¢do entre a
hiperexpressao de bcl-2 com variaveis clinico-patoldgicas, assim como com piores
taxas de sobrevida, tanto na analise univariada quanto multivariada.

A adesdo celular é importante para manter a integridade e estabilidade
tecidual e ocorre através da atividade de glicoproteinas transmembrana chamadas de
caderinas, em cooperacdo com as cateninas. Esse processo mantém a integridade do
citoesqueleto e a estabilidade da ades&o celular. A diminuic¢do ou perda da expressédo
de E-caderina, o aumento da expressdo de N-caderina, vimentina e fibronectina,

assim como a diminuicdo na expressdo de cateninas, observados em varios tipos de
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neoplasias malignas, geralmente estdo associados a perda da estabilidade e aumento
da motilidade celular, fazendo parte do processo de transicdo epitélio-mesénquima.
Essas caracteristicas estdo associadas a aquisicdo de fendtipos mais agressivos, pelos
quais as celulas ganham capacidade migratoria, invasiva e metastatica (JEANES et
al. 2008).

Alguns marcadores de adesdo celular ja foram estudados em CUTS. Snail é
considerado um fator de transcricdo da transicdo epitélio-mesénquima que pode
represar a E-caderina e, dessa forma, controlar o processo de progressdo tumoral e
metastase. KOSAKA et al. (2010) analisaram a expressdo imuno-histoquimica de
150 pacientes com diagnéstico de CUTS e identificaram uma baixa expressao
nuclear de Snail em tumores ndo musculo-invasivos. Por outro lado, uma forte
expressao de Snail foi identificada em pacientes com doenca musculo-invasiva, e a
expressao de Snail esteve significativamente associada a tumores com estadio pT
avancado, alto grau histologico e invasdo linfovascular. Na anélise multivariada, a
expressao aumentada de Snail foi um fator prognostico independente para SLR e
SCE.

Poucos estudos foram publicados analisando o papel das cateninas em CUTS,
e os resultados ainda sdo considerados preliminares. 1IZQUIERDO et al. (2009)
analisaram a expressdo imuno-histoquimica de a, ¢ y-catenina em 70 pacientes com
CUTS. Os autores identificaram que apenas a perda da expressdao de [-catenina
esteve independentemente associada a SLR e SCE. Mais recentemente, REIS et al.
(2012) publicaram artigo estudando um pequeno grupo de 20 pacientes com CUTS.

Os autores identificaram uma pior taxa de SLR em pacientes com moderada
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expressdo de y-catenina, porém, tal diferenca ndo atingiu significancia estatistica.
Nao houve associagdo entre a expressdo de a e 3-catenina e recorréncia tumoral.

As metaloproteinases (MMPs) sdo proteases capazes de degradar proteinas da
matriz extracelular. O processo de invasdo celular e metéstase sdo dependentes do
processo de destruicdo proteolitica dos componentes da matriz. Dessa forma,
diversos estudos tém analisado o efeito da expressao das MMPs no processo de
invasdo e progressdo neopldsica (TALVENSAARI-MATTILA et al. 1988;
LOKESHWAR et al. 1993). Em CUTS, autores inicialmente identificaram uma
associacdo entre a expressdo de MMP-2 e estadio tumoral avancado (NAKANISHI
et al. 2000; MIYATA et al. 2004). Posteriormente, em estudo retrospectivo com 69
pacientes, KAMIJIMA et al. (2005) ndo conseguiram validar esses resultados e nédo
identificaram nenhuma associacdo entre a expressdo de MMP-2 e MMP-9 com
caracteristicas clinico-patoldgicas ou sobrevida em CUTS. Por outro lado, estudo
publicado recentemente com 340 pacientes diagnosticados com CUTS mostrou uma
associacdo entre a expressdo de MMP-11 com estadio pT avancado, metastases
linfonodais, alto grau histoldgico, invasdo vascular e perineural (LI et al. 2016). Na
anélise multivariada, a expressdo de MMP-11 esteve independentemente associada a

SCE e recorréncia metastatica.

1.3.5.5 As caderinas

As caderinas sdo uma familia de glicoproteinas transmembrana dependentes
de célcio e responsaveis pela adesdo célula-célula através de dominios extracelulares,
conectando com o citoesqueleto de actina através da cooperacdo com proteinas

citoplasmaticas chamadas cateninas. Células epiteliais e mesengquimais em tecidos
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normais expressam E-caderinas e N-caderinas, respectivamente. Os dominios
citoplasmaticos de E-caderina se ligam com subunidades R- e y- das cateninas que,
por sua vez, asseguram a conectividade com os miofilamentos de actina atraves das
a-cateninas (Figura 3). Esse processo mantém a integridade do citoesqueleto e a
estabilidade da adesdo celular. Logo, a diminuicdo ou perda da expressdo da E-
caderina, observada em varios tipos de tumores malignos, resulta na perda da
estabilidade e aumento na motilidade celular tecidual, estando associada
consequentemente & aquisicdo de fenotipos mais agressivos. Essa € uma
caracteristica da transicdo epitélio-mesénquima (TEM) em neoplasias epiteliais

(JEANES et al. 2008, WHEELOCK et al. 2008).

Membrana celular

E-caderina
Dominio intracelular

E-caderina

o catenina Dominio extracelular Actipa

Fonte: Adaptado de PERRY et al. (2010)

Figura 3 - E-caderina e o processo de aderéncia celular.

A transicdo epitélio-mesénquima é um processo pelo qual as células perdem

as suas caracteristicas epiteliais e ganham capacidade migratoria, invasiva e
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metastatica, propria das células mesenquimais (Figura 4). A TEM ¢é considerada um
passo primordial no desenvolvimento e progressdao das neoplasias malignas solidas.
As celulas epiteliais expressam altos niveis de E-caderina e células mesenquimais
expressam N-caderina, fibronectina e vimentina. A diminuicdo na expressdo da E-
caderina € considerada um evento fundamental na TEM. Com a diminui¢cdo na
expressao de E-caderina, as 3-cateninas séo liberadas no citoplasma e migram para o
nucleo, onde podem ativar a expressao de fatores de transcricdo indutores da TEM.
Dessa forma, a diminuicdo na expressdo de E-caderina é um gatilho para a
progressao tumoral, resultando em tumores invasivos e pouco diferenciados
(JEANES et al. 2008). Com a aquisicdo de caracteristicas invasivas e migratorias, as
células podem atingir a corrente sanguinea e metastatizar para outros 6rgdos. As
células metastaticas, por sua vez, quando atingem o interior dos Orgédos-alvo,
necessitam restabelecer essas conexdes intercelulares para sobreviverem nesse novo
microambiente. Dessa forma, andlise de células metastaticas mostrou uma
reexpressdo de E-caderina, um processo chamado de transicdo mesénquima-epitélio

(WEINBERG et al. 2009).



49

Tumor primario 1. Invasio

. Intravasamento

otﬁ

Tumor secundario 3. Disseminacao sistémica J'

4. Extravasamento J'

6. Colonizacio m

5. Laténcia

Fonte: Adaptado de KIRTON (2010).
Figura 4 - O processo de transigdo epitélio-mesénquima.

O gene da E-caderina, chamado de CDH1, esta localizado no cromossomo
16g22.1 e e considerado um gene supressor tumoral. Os mecanismos relacionados na
perda ou inativacdo do gene da E-caderina ndo sdo completamente esclarecidos.
RIBEIRO-FILHO et al. (2002) identificaram uma alta taxa de hipermetilacdo na
regido promotora em diferentes sitios CpG em amostras de carcinoma urotelial de
bexiga, se comparadas com tecidos de bexiga normal. Diferentemente da via
genética (mutacdes ou delecbes, por exemplo), onde a supressdo da transcricdo de
um gene ocorre de forma imediata e fixa, a hipermetilagdo se manifesta de forma
gradual e progressiva, podendo até mesmo ser revertida. Esse processo de
reversibilidade do fendmeno epigenético de hipermetilacdo pode, de certa forma,
explicar a reexpressao de E-caderina identificada nas células de carcinomas uroteliais
metastaticos no processo de transicdo mesénquima-epitelial (GRAFF et al. 2000;

RIBEIRO-FILHO et al. 2002).



50

A diminuicdo na expressao da E-caderina como fator prognostico ja foi muito
estudada em diversas neoplasias solidas (JEANES et al. 2008; WHEELOCK et al.
2008). Em CUB, diversos estudos confirmaram o valor da diminui¢do na expressao
de E-caderina como fator prognostico independente. Em 2007, autores analisaram a
expressao imuno-histoquimica de E-caderina em 52 pacientes com diagnostico de
CUB e estadio pT1 de alto grau (ERDEMIR et al. 2007). Na analise multivariada, a
diminuicdo na expressao de E-caderina foi um fator prognoéstico independente para
recorréncia tumoral nesta casuistica. Em pacientes com diagnostico de carcinoma in
situ de bexiga submetidos a cistectomia radical, a diminui¢do na expressdao de E-
caderina esteve independentemente associada tanto ao risco de recorréncia tumoral
quanto ao risco de progressdo e morte pela doenca (SHARIAT et al. 2001).
MURAMAKI et al. (2010) analisaram a expressdo de E-caderina e N-caderina em
115 pacientes diagnosticados com CUB ndo mdsculo-invasivo submetidos a
resseccdo endoscopica. Nesta casuistica, a diminuicdo na expressdo de E-caderina,
assim como a expressdao positiva de N-caderina, foram fatores prognésticos
importantes para recorréncia vesical ap6s o tratamento endoscépico na anélise
multivariada.

Ja em pacientes diagnosticados com CUTS, os estudos que analisaram o
papel da diminuicdo na expressdo da E-caderina como fator prognéstico tiveram
resultados conflitantes. Alguns estudos conseguiram demonstrar a associagao entre a
diminuicdo na expressdo de E-caderina com caracteristicas tumorais biologicamente
agressivas (NAKANISHI et al. 1997; STOJNEV et al. 2015). Em 1997,
NAKANISHI et al. avaliaram uma coorte com 154 pacientes diagnosticados com

CUTS e identificaram uma associacdo significativa entre a diminuicdo na expressao
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de E-caderina com achados clinico-patolégicos como estadio tumoral avancgado, alto
grau histologico e padrdo de crescimento tumoral. STOJNEV et al. (2015)
analisaram 106 pacientes com CUTS e, através de modelos de regressdo logistica,
identificaram uma associacdo entre a diminuicdo na expressdo de E-caderina e a
presenca de ILV. Nos modelos de analise multivariada, entretanto, esses trabalhos
ndo conseguiram identificar uma associacdo entre a expressao de E-caderina com
SLD ou SG.

Contrariamente, FROMONT et al. (2005) publicaram um trabalho que
analisou um painel de diversos marcadores moleculares teciduais em 62 pacientes
submetidos a NUR por CUTS e foram os primeiros a identificar uma associacéo
entre a diminuicdo na expressdo de E-caderina com SG e SLD na analise
multivariada.

Poucos trabalhos foram publicados posteriormente, porém, nenhum
conseguiu validar esses achados. Em 2011, MURAMAKI et al. ao estudarem 59
pacientes com CUTS, falharam em demonstrar a associa¢do entre a diminuigdo na
expressao de E-caderina com recorréncia tumoral. Ja REIS et al. (2012) ao
analisarem apenas 20 espécimes de pacientes com CUTS localizado, tratados por
NUR, identificaram uma associacdo, porém, entre a hiperexpressdo de E-caderina e
recorréncia tumoral.

Como podemos notar, todos sdo trabalhos unicéntricos e com casuistica
pequena, apresentando baixo poder estatistico. Sendo assim, ainda se discute o real
papel da expressdo de E-caderina como fator prognéstico independente e sua

associagao com caracteristicas patoldgicas agressivas em CUTS.
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Abstract

Upper tract urothelial carcinoma (UTUC) is a rare and agressive disease associated
with high rates of recurrence and death. Radical nephroureterectomy (RNU) with
excision of the bladder cuff is considered the standard of care for high risk UTUC
while kidney-sparing techniques can be indicated for selected patients with low-risk
disease. Clinical and pathological prognostic factors still represents a major
deficiency in stratifying patients for treatment decisions. Incorporation of tissue-
based molecular markers into prognostic tools could help to accurately stratify
patients for clinical decision-making in this heterogenous disease. Despite studies on
tissue-based markers in UTUC have grown amazinly in the last few years, there are
still many discrepancies between these studies results. Many of them are based on
single centers and small cohorts with low level of evidence. However, evidence
suggest that some biomarkers seem to be promissing tools and more prospective

multi-institutional studies validating the role of these markers are urgently awaited.

Introduction

Upper tract urothelial carcinoma (UTUC) is a rare disease accounting for
approximately 5-10% of all urothelial malignancies and an estimated annual
incidence of 2 per 100,000 inhabitants in Western countries.® Despite improvements
in imaging and endoscopic techniques which led to a stage migration in UTUC, the
disease still represents an agressive malignancy with high recurrence and progression
rates. Radical nephroureterectomy with excision of the bladder cuff (RNU) remains
the gold standard of treatment for UTUC.? However, kidney-sparing techniques can

be indicated for selected patients with low-risk UTUC, while multimodal therapy
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like perioperative chemotherapy and extended lymph node dissection in addition to
RNU are considered for high-risk disease."? The correct preoperatively identification
of patients that could benefit from these procedures are still challenging. In the past
two decades, various studies addressing clinical, operative and pathologic prognostic
factors in UTUC were published.? Consequently, predictive and prognostic tools
based on various statistical techniques have been developed in order to provide
accurate estimates of outcomes.®**® But predictive accuracy of these prognostic
models is still inaccurate. So guiding patients and physicians in selecting the best
treatment options and follow-up strategies in UTUC is still challenging and
improvement of individual patient counseling is urgently needed. Recently published
studies on prognostic biomarkers in urothelial carcinoma are promissing and may
improve outcomes by allowing for enhanced risk stratification and better decision-
making.®"®

Molecular markers are molecules produced by the tumor that are detectable
and measuble in specimens that comprisses tissue, blood or urine. Ideal biomarkers
were suppose to have the ability to improve accuracy when integrated into current
prognostic models allowing patient counseling regarding treatment decisions.’
Biomarkers are extensively studied in urothelial carcinoma of the bladder (UCB)
where several molecular markers are well known independent prognostic factors
associated with features of biologically and clinically aggressive UCB.'%'12
However, evidence suggests that carcinogenetic mechanisms in UTUC are different
from urothelial carcinoma of lower urinary tract and molecular alterations from one
setting may not be extrapolated in the other.® In the past few years, due to various

collaboration groups, numerous studies have been published concerning molecular
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markers as prognostic factors in UTUC, specially tissue-based markers.®"® However,
due to the rarity of the disease, there are no randomized controlled trials published so
far. In addition, there are few review articles in the literature addressing this issue
and none of them are dedicated specifically to tissue-based markers.

The objective of this review is to describe in detail the currently available
data on tissue-based markers in UTUC, how each of these markers work in the
oncogenesis process, their prognostic impact and how they might affect clinical

decision-making in this disease.

Review Criteria

A non-systematic search in the literature was conducted using the PubMed/Medline
database in order to identify English literature articles (original, review and editorial
articles) regarding tissue-based molecular markers in upper tract urothelial
carcinoma (UTUC). Specific keywords combinations for article retrieval were:
“upper urinary tract carcinoma” or “upper tract transitional cell carcinoma” or “upper
tract urothelial carcinoma” AND “molecular markers” or “biomarkers”. To select
relevant articles for the different sections of the manuscript, additional references
were collected by cross-referencing the bibliography of the selected articles. Authors
choose articles published between 1995 and 2016 based on the fact that research on
molecular markers in UTUC was available only in recent years. Older articles were
considered only if relevant. The most relevant articles were examined and selected

with the consensus of all authors.
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Tissue-based markers in UTUC

A recent data presented by the Cancer Genome Atlas (TCGA) project have changed
the landscape of urothelial carcinoma research.’® They provided a comprehensive
genetic and molecular analysis with novel insights into several molecular pathways
involving carcinogenesis, disease progression and possible targets to therapy. All
these molecular markers involved in the tumorigenesis process can be measured and
correlated with outcomes. In UTUC, most of the studies regarding molecular
markers are related to tissue-based markers (Table 1 and 2). Many of the regulatory
proteins involved in cell cycle regulation, cell growth, proliferation and
differentiation, signal transduction, angiogenesis, apoptosis and cell adhesion have
been recently studied in UTUC. The major limitations of these studies were their
retrospective nature and their small sample size, mainly due to the rarity of the

disease.

Cell cycle regulation
p53
The p53 gene is a tumor suppressor gene located at chromosome 17p13 and has the
role of conserving genomic stability by preventing genome mutation. When p53 gene
Is somehow damaged, tumor suppression is severely compromised and tumors might
form.

The p53 is one of the most widely investigated molecular markers in
urothelial carcinoma. Several papers have been published concerning p53 expression
and its role on outcomes in patients with UTUC. Most of the studies agreed that p53

expression is associated with features of aggressive disease like higher tumor grade
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and stage. The problem is the independent prognostic value of p53 when adjusted for
other clinical and pathological characteristics in the multivariate analysis. A
Systematic Review and Meta-Analysis was recently published analyzing the role of
p53 on survival of UTUC patients.** Seven articles were identified that met the
eligibility criteria for the systematic review, which included 514 patients. They found
that overexpression of p53 was associated with statistically significant differences in
disease-free (DFS), cancer-specific (CSS) and overall survival (OS), suggesting that
p53 might be a independent prognostic factor in UTUC. Rey et al were one of the
first to investigate the prognostic role of p53 and demonstrated that overexpression
of p53 was significantly associated with tumor aggressiveness and patient survival in
a small cohort of 83 patients.’

In contrary, Mitchell et al recently presented a review analyzing 24 papers
published on the subject where multivariate analysis demonstrated that p53
expression was of independent prognostic significance in only five studies, all of
which contained potential statistical bias. Authors concluded that the currently
available data do not support a role for p53 as an independent prognostic marker in

UTUC and more prospective collaborative studies are needed.®

Cyclins

Cyclins are a family of proteins that regulates the progression of cells through the
cell cycle by activation of cyclin-dependent kinase (CDK). G1/S cyclins which
includes cyclin A, cyclin D and cyclin E are essentials for the control of the cell
cycle at the G1/S transition. Cyclins expressions usually changes during the cell

cycle and are strictly regulated. Overexpression of cyclin A and E and dysregulation
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of CDK-cyclin complexes can promote tumor cell growth and plays an important
role in pathogenesis of cancer. In addition, high expression of cyclin A and E are
associated with poor prognosis in several types of cancer.’

In UTUC, Liang et al studied 340 patients with localized disease and found
that expression of cyclin A was associated of worse metastasis-free survival (MFS)
in univariate but not in the multivariate analyses.'® Bogdanovic et al retrospectively
analyzed the expression of cyclin E in 24 patients and found no statistically

significant association with tumor stage and grade.™

p21 and p27

P21 and p27 are members of the cyclin-dependent kinase family. They function as
tumors suppressors and loss of its expression are associated with tumor development
and progression in many malignancies.

In UTUC, Nakanishi et al found that expression of p27 protein descreased
significantly with increase of stage and grade but no correlation was found between
its expression and prognosis.”® In 2005, Fromont et al analyzed a panel of molecular
markers and found no prognostic value for p27 protein expression.”* Recently, Sarsik
and col. studied the immunoexpression of p21 and p27 and correlated with various
clinical and pathological variables as well as 0S.?? They found that p21 and p27 are
expressed in 52.9% and 88.2% of the cases, respectively. No correlation was found
between lost or lower p21 expression and clinicopathological variables. However,
loss or lower p27 expression were correlated with shorter OS in both univariate and
multivariate analysis. None of the non-invasive tumors showed loss of p27 while a

third of the invasive ones showed p27 loss. Authors declared that further research are
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needed to assess the role of p27 in UTUC as this was a small cohort (n=34) and

results are preliminary.

Cell growth, proliferation and signal transduction
Ki-67
Ki-67 is a nuclear protein associated with cellular proliferation and is an excellent
marker to determine growth factor for a specific cell population. It has been proven
to be of prognostic value for carcinomas of the prostate, breast and brain.

The prognostic value of Ki67 in UTUC has been studied in the last few years.
A Japanese group retrospectively studied 69 patients diagnosed with UTUC and
identified that immunohistochemistry overexpression of Ki67 was significantly
correlated with stage, grade, lymphatic and vascular invasion.?® In survival analyses,
Ki67 expression was a significant prognostic factor in the univariate analysis, but did
not reached significant impact on survival in the multivariate analysis. In 2005, a
multicenter study analyzed the prognostic value of Ki67 in UTUC and found
association with poor prognosis and disease recurrence only in univariate analysis.?

In contrast, more recently published study analyzing specimens from 107
patients submitted to RNU found that overexpression of Ki67 was associated with
pathologic stage and grade.?* Survival analyses demonstrated that overexpression of
Ki67 was an independent predictor of DFS and CSS. These results were posteriorly
confirmed by a prospective study with 101 patients.”® Interestingly, Joung et al
published a study where they tried to identify immunohistochemical predictors
associated with bladder recurrence in patients with UTUC submitted to RNU and

found that overexpression of Ki67 significantly predicts bladder cancer recurrence.?
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These results were recently confirmed by Long et al in a cohort of 320 patients.?’ So
it could be used as a marker for bladder recurrence after RNU, anticipating
intravesical therapies. In 2015, the International Upper Tract Urothelial Carcinoma
Collaboration published a multi-institutional validation study of the predictive value
of Ki67 in patients with UTUC.?® Immunohistochemical staining for Ki67 was
performed on tissue microarray formed from 475 patients submitted to radical
surgery. Overexpression of Ki67 was significantly associated with higher pT stage,
lymphovascular invasion, sessile tumor architecture, tumor necrosis, concomitant
carcinoma in situ and regional lymph node metastasis. On multivariate analysis,
Ki67 was an independent predictor of DFS and CSS. Authors also described a
statistically significant improvement in the Harrell’s C-index when Ki67 was used in
their preoperative and postoperative prediction models for DFS and CSS. Authors
then concluded that Ki67 was validated as an independent predictor of outcomes in

patients with UTUC.

HER-2

HER-2 (human epidermal growth factor receptor 2), also known as ErbB2, is a
member of the ErbB family of receptors. This family consists of four plasma
membrane-bound receptor tyrosine kinases. HER-2 has been shown to play an
important role in tumor cell growth and development. Amplification or
overexpression of HER-2 stimulates the phophoinositide-3 kinase (PI3K)/AKT
pathway and is associated with the development and progression of certain
aggressive types of cancer. In breast cancer, amplification of HER-2 can be found in

almost 25-30% of the tumors and is associated with disease recurrence and poor
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survival.?® Targeting of HER-2 with monoclonal antibodies in over-expressing HER-
2 breast carcinomas demonstrated improved survival and has become a standart
treatment option.”

Studies in urological tumors have shown that the frequency of overexpression
of HER-2 in patients with UTUC submitted to radical therapy is a relatively rare
event. Vershasselt-Crinquette et al assessed HER-2 expression in a cohort of 83
patients.®® After immunohistochemical staining and in situ hybridization,
overexpression and amplification was found in only 16% and 7%, respectively.
However, patients with overexpression and amplification of HER-2 were more likely
to have higher grade and stage diseases. Langner et al also described an infrequent
HER-2 overexpression and amplification in UTUC patients but also more likely to
occur in high-stage and high-grade tumors.** The prognostic value of HER-2
concerning recurrence and survival in UTUC was controversial until larger studies
were recently published. Sasaki et al published the largest HER-2 single-center study
in UTUC patients.®® They investigated the HER-2 status in 171 UTUC patients
submitted to RNU and found that overexpression and amplification of HER-2 was
associated with early bladder cancer recurrence. These findings were recently
validated by a large multicenter retrospective study with 732 patients in the cohort.*®
Soria and col. found that HER-2 was overexpressed in 35.6% of the patients and it
was associated with pathologic characteristics such as more advanced T stage,
presence of lymph node metastasis, high-grade tumor, tumor necrosis and
lymphovascular invasion. On multivariable analysis, HER-2 overexpression

remained associated with disease recurrence, overall and cancer-specific mortality.



62

Author concluded that HER-2 may represent a good marker for therapeutic risk

stratification and potentially a target for therapy in some UTUC tumors.

Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

Epidermal growth factor receptor (EGFR), also known as HER-1 or ErbBl1, is a
transmembrane glycoprotein which has tyrosine kinase activity and is also a member
of the ErbB family of receptors. The activation of EGFR stimulates its intrinsic
intracellular  protein-tyrosine  kinase activity and initiates several signal
transduction cascades, leading to DNA synthesis and cell proliferation. Mutations
that lead to EGFR overexpression or upregulation have been associated with a
number of cancers, including UCB.*

Few studies have adreeesed the effect of EGFR on prognosis of patients
diagnozed with UTUC. Tsai et al described in a small single-center study that ErbB1
expression was found in only 9.5% of UTUC tumors.®*® Leibl et al analyzed
immunohistochemical expression of EGFR in 268 consecutive patients with UTUC
submitted to RNU and correlated with histopathological parameters and patients
outcomes.*® Authors found that EGFR immunoreactivity was present in 55% of the
cases, much higher than previous published studies. EGFR staining was associated
with higher tumor stage and grade. In addition, EGFR staining intensity was
associated with metastatic disease in univariate but not in the multivariate analysis.
However, Long et al recently published study analyzing 320 UTUC patients and
indentified that EGFR positivity was an independent risk factor for bladder cancer
recurrence after RNU.?” So like Ki-67 and HER-2, EGFR expression could be used

as a marker for bladder cancer recurrence after radical therapy.


https://en.wikipedia.org/wiki/Signal_transduction
https://en.wikipedia.org/wiki/Signal_transduction
https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_replication
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Nuclear factor-xB (NF-xB)
Nuclear factor-kB (NF-xB) is a complex protein expressed in many cells and is
widely used as regulator of genes that control cell proliferation and survival. Usually
NF-kB is inactive and sequestred in the cytoplasm by specific inhibitors during
resting conditions. Several stimuli factors can activate and release NF-kB which
translocate to the nucleus. In the active form, it can regulates the expression of
several genes associated with anti-apoptosis, inflamation, proliferation, invasion and
angiogenesis.*’

A Chinese group studied the immunohistochemical expression of NF-kB in
90 patients with UTUC.*® They found cytoplasmic overexpression of NF-xB in 61%
of patients and nuclear immunoreactivity in almost 27% of patients. While no
significant association of NF-kB expression and pathological features of agressive

disease was seen, NF-xB was an independent predictor factor for CSS and OS.

Angiogenesis

Angiogenesis is the process of new blood vessel formation in the tissue. This process
is considered a critical event in the initiation and progression of various solid
malignancies. Without angiogenic activity, solid tumors cannot grow and expand.
Several angiogenic factors have been identified in the last years including vascular
endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived growth factor (PDGF), hipoxia-
inducible factor 1 (HIF-1), fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR 3), vasohibin-1
(VASHL1) and thrombospondin-1 (TSP-1). Despite being well studied in UCB, there
are not many papers published so far concerning angiogenesis related markers in

UTUC.
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Hypoxia-Inducible Factor 1« (HIF-1a)
The Hypoxia-Inducible Factor 1 protein (HIF-1) is considered a transcription factor
and plays an important role in oxygen homeostasis. The levels of subunit HIF-1a
protein can increase rapidly due to response to hypoxia and up-regulates a number of
factors important for tumor expansion. Thus, overexpression of HIF-1o protein is
associated with tumor aggressiveness and prognosis in several malignancies
including UCB.*

In UTUC, few studies have been published concerning HIF-1a expression
and outcomes. Nakanishi et al carried out a retrospective study analyzing 127
patients and found that 55% of samples had immunohistochemistry overexpression
of HIF-1a.*° This overexpression was correlated with high grade and sessile tumors
but it was not correlated with tumor stage. Authors also found that overexpression of
HIF-1o. were associated with both OS and DFS rates in the univariate and
multivariate analyses (in all tumors and in invasive tumors), inferring that HIF-1a

protein expression may provide information about prognosis in patients with UTUC.

Vasohibin-1 (VASH1)
Vasohibin-1 (VASH1) is a protein encoded by the VASHL1 gene and is considered an
angiogenic molecule specifically expressed in endothelial cells and upregulated by
VEGF and fibroblast growth factor-2. VASH1 expression is restricted to endothelial
cells of blood vessels in the tumor stroma.**

Miyazaki et al were the first to examine the immunohistochemical expression
of VASH1 and microvessel density (MVD) in UTUC and correlated with

outcomes.*? 171 patients were included in the analysis and a significant positive



65

correlation between MVD and VASH1 was found. Higher levels of VASH1 were
significantly associated with higher pathological T stage and high-grade tumors.
Multivariate analysis revealed that high VASH1 density was an independent
predictor of tumor recurrence and CSS. Authors concluded that results are
preliminary but VASH1 density seems to represent a clinically relevant predictor of
patient prognosis in UTUC and could be proposed as a new biomarker, after external

validation studies.

Thrombospondin-1 (TSP-1)

Thrombospondin-1 (TSP-1) is as a well-known potent inhibitor of angiogenesis in
various physiological and pathological conditions and it works inhibiting
proliferation of tube-like structures in endothelial cells.*?

Earlier studies described that TSP-1 expression was inversely related to
microvessel density in bladder cancer patients.***> So these reports suggest that low
TSP-1 expression might be correlated with increase malignant potential,
aggressiveness and poorer outcomes in urothelial carcinomas. In UTUC, there is one
paper published so far studying TSP-1 expression and its impact in patient’s
prognosis. It was a retrospective single-center study with 97 UTUC patients
submitted to RNU.*® Authors analyzed the expression of 4N1K, which is derived
from the C-terminal domain of TSP-1 and its known to inhibits angiogenesis both in
vivo and in vitro models.*” Miyata and col. found that low or negative expression of
4N1K was associated with higher pathological T stage and high-grade tumors.

Survival analyses demonstrated that negative expression of 4N1K was a predictor of
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DFS and CSS in the univariate but not in the multivariate analyses. So based on these

results, the prognostic value of TSP-1/4N1K is limited in UTUC.*

Fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3)
Fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) is part of a tyrosine kinase receptor
family that regulates several cellular processes such as growth, differentiation and
angiogenesis. In general, FGFR3 mutations are associated with low-risk tumors that
rarely progress and usually have a good prognosis in bladder cancer patients.*®

In 2009, van Oers et al described that FGFR3 mutations occurred in the same
frequency in UTUC and bladder tumors while they studied 280 patients (117 bladder
tumors and 163 upper tract tumors) with a median follow up of 56 months.*® They
also stated that FGFR3 mutations were associated with low-stage tumors and better
survival in patients with UTUC and UCB. Burger and col. found that FGFR3
mutation was associated with favourable stage and grade in 172 UTUC patients and
also had a favourable impact on survival, as 24.1% vs. 54.2% cancer related deaths
occured in the mutated group.® Based on these results, FGFR3 has the potential to
be used as a marker to identify low-risk patients. It could be used to select candidates
for conservative therapies other than RNU, if these results could be reproducible in

biopsy specimens.

Cell differentiation
Uroplakin
Uroplakins (UPs) comprise a group of 4 transmembrane proteins (UPs la, Ib, 1, and

I11), which are specific differentiation products of urothelial cells and are



67

undetectable in nonurothelial tissues.>* They are usually present at the apical surface
and cytoplasm of umbrella cells but absent in the intermediate and basal cells. The
exclusive specificity of UPs for urothelial carcinoma had led to their use as markers
for urothelial differentiation.

Ohtsuka et al evaluated the immunohistochemical expression of UPIII in
surgical specimens of 71 patients diagnosed with UTUC and submitted to RNU.> In
all specimens there was intense UPIII immunoreactivity of umbrella cells of normal
urothelium. In tumor samples, UPIII expression was positive in 75% of non-muscle
invasive tumors and 40% of muscle-invasive disease. UPIIl expression was also
positive in 65% of grade 1-2 tumors and 33% of grade 3. The cancer-specific
survival of patients with negative UPIII expression was significantly worse than
those with positive UPIII expression; and multivariate analysis revealed that UPIII
expression was a powefull predictor of CSS even better than stage and lymph node
status. More recently published study found that UPII antibody had higher sensitivity

than UPII1 and can be used as a better marker even in challenging settings.’®

Cell adhesion and epithelial-mesenchymal transition (EMT)

Epithelial to mesenchymal transition (EMT) is a process in which cells lose epithelial
characteristics and gain migratory and invasive properties of mesenchymal cells.
EMT is considered a key step in cancer development and progression. Epithelial
cells express high levels of E-cadherin, whereas mesenchymal cells express N-
cadherin, fibronectin and vimentin. Loss of E-cadherin is considered a fundamental
event in EMT. Decreased expression of E-cadherin and increase of N-cadherin has

been established as a feature of EMT in epithelial malignancies and has been shown
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to be associated with the acquisition of aggressive phenotypes.> In normal cells, E-
cadherins’ cytoplasmic domain binds with subtypes 3- or y- of the catenin proteins,
which in turn secure attachment to the actin microfilament, thus ensuring
cytoskeleton integrity and stable cellular adhesion.”® Loss of cellular adhesion is a
tipping point in tumor progression resulting in poorly differentiated and invasive

tumors.

Snail
Snail is considered a EMT transcription factor (TF) that can repress E-cadherin and
therefore regulates tumor progression and metastasis. So Snail contributes to EMT in
cell differentiation.®°

Kosaka et al analyzed 150 patients and demonstrated that
nuclear Snail staining was very weak in non-muscle invasive UTUC.*® In contrast,
strong Snail staining was observed in many of the nucleus of muscle invasive
tumors. Snail expression was significantly higher in the high tumor stage, high grade,
and in tumors showing lymphovascular invasion. Multivariate regression analysis
revealed that elevated Snail expression was a significant and an independent

prognostic predictor for DFS and CSS.

Cadherins

In many studies of various solid malignancies, patients with decreased E-cadherin
expression were most likely to harbor tumors with features of biologically aggressive
disease. This association is in line with the biological role of E-cadherin, as a

calcium-dependent glycoprotein essential to epithelial tissue integrity. Loss of
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cellular adhesion results in the detachment of cancerous cells from the primary
lesion, promoting invasiveness and metastasis.”’ However, studies that addressed the
relationship between E-cadherin and outcomes in UTUC led to conflicting results.

Fromont et al showed in a cohort of 62 UTUC patients, that decreased E-
cadherin expression was an independent prognostic factor for DFS and 0S.%
Conversely, most of the studies published thereafter with larger cohorts failed to
demonstrate independent association between E-cadherin expression and disease
recurrence.”®> Favaretto et al assessed the clinical significance of a decreased E-
cadherin expression in an international cohort of 678 UTUC patients treated with
RNU.® They found that decreased E-cadherin expression in tumor cells was
associated with adverse clinico-pathological features. Results also confirmed that
decreased E-cadherin expression was indeed associated with a higher probability of
disease recurrence and cancer-specific mortality in UTUC. However, when adjusted
for the effects of established prognostic factors in multivariable analysis, E-cadherin
expression lost its independent prognostic value and, therefore, may have only
limited value in clinical practice for prognostication. Although, it could be used to
identify more aggressive tumors in the preoperative setting, in order to indicate
perioperative chemotherapy and extended lymph node dissetion in addition to RNU,
if these results could be validated in biopsy specimens.

Muramaki et al addressed the role of N-cadherin expression in UTUC. 59
patients were analyzed and N-cadherin expression was an independent prognostic
factor of intra- and extravesical recurrence after RNU.>® Authors didn’t analyzed
predictors of cancer-specific survival in this cohort. More recently, Abufaraj et al

analyzed N-cadherin expression in a multi-insitutional study with more than 600
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patients.®! Positive N-cadherin expression was identified in 43% of the patients and it
was associated with features of aggressive disease (advanced tumor stage, lymph
node metastases and sessile architecture) and disease recurrence but not CSS or OS
in the univariate analysis. Again, after adjustement for the effects of available

confounders, N-cadherin was not associated with any survival outcomes.

Catenins

Catenins are a family of proteins that are found in complexes with cadherin cell
adhesion molecules. The primary mechanical role of catenins is connecting cadherins
to actin filaments, specifically in the adhesion junctions of epithelial cells, which
ensure cytoskeleton integrity and stable cellular adhesion.®® The catenins that were
identified reported in human cancers became known as a-catenin, B-catenin and vy-
catenin.

Usually studies addressing the prognostic value of catenins in urothelial
carcinoma are analyzed together with cadherins expression as part of a combined
panel of EMT markers.”>® In UCB, Clairotte et al analyzed 101 patients with
bladder cancer (71 T1 and 30 T2/T3 tumors) and described a highly significant
correlation between the decreased expression of all catenins molecules and increased
TNM stage.>™ Multivariate analysis revealed that only y-catenin was an independent
predictor of DFS in patients with stage T1 bladder urothelial tumors.

In UTUC, few studies addressed the expression of catenins as prognostic
markers. Izquierdo et al. analyzed the immunohistochemical expression of a, B and
4

y-catenin of 70 tumors samples from UTUC patients and correlated with outcomes.®

In the multivariate analysis, they found that abnormal expression of -catenin was an
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independent prognostic factor for tumor progression and cancer-specific survival.
Reis et al with a small cohort of only 20 patients described that moderate expression
of y-catenin was correlated with a lower disease-free survival rate, but did not
reached statistical significance.®® There were no relationship between a-catenin and
[-catenin expression with tumor recurrence. Additionally, authors found that lower
a-catenin expression was associated with larger tumors. In conclusion, the data on
catenins as prognostic markers in UTUC is still weak and none can be use at the

moment for clinical-decision making.

Metalloproteinases

Matrix metalloproteinases (MMPs) are part of a large family of protease capable of
degrading all kind of extracellular matrix proteins. Tumor cell invasion and
metastasis are biologically dependent on the proteolytic destruction of surrounding
matrix components. Therefore, a large number of studies are found to investigate the
effect of MMPs expression in cancer invasion and progression.®>%®’

In UTUC, Nakanishi et al first analyzed expression of Metalloproteinase-2
(MMP-2) and correlated with outcomes.®® They found a relationship between MMP-
2 expression and tumor stage. Also, in the univariate analysis, MMP-2 expression
was associated with OS but did not reach statistical significance on multivariate
analysis. Later, Miyata et al investigated MMP-2 and MMP-9 expression in 91
patients submitted to RNU.®® The expression of MMP-2 and MMP-9 was associated
with higher pT stage but was not independent predictor of CSS. In 2005, Kamijima

et al studied 69 UTUC patients and did not find any correlation with MMP-2 and

MMP-9 expression and high-risk disease.” Conversely, Li et al demonstrated that
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high MMP-11 expression in 340 UTUC patients and 295 UCB patients was
significantly associated with advanced pT status, nodal metastasis, high histological
grade, vascular and perineural invasion, and frequent mitoses.”* In multivariate
analyses, MMP-11 expression was independently associated with CSS and
metastasis development. Based on the most recent available literature, expression of
MMP-2 and MMP-9 are of limited value as predictive markers in UTUC. In the
other hand, MMP-11 showed promissing results in one large multi-center

retrospective study and may serve as a novel prognostic and therapeutic target.

Apoptosis

Apoptosis is a highly regulated and controlled process of programmed cell death. It
can be initiated by an intrinsic or extrinsic pathway and both pathways induce cell
death by activating proteases called caspases. Inhibition of apoptosis process and
pathways can result in tumorigenesis as well as cancer progression because they
allow tumor cells to survive longer and resist to harmful stresses.”® Several markers
of apoptosis has been identified and studied in several malignancies, including
survivin, caspase-3, FAS (first apoptosis signal), bcl-2 and bax. Some of these

markers were studied in UTUC and are summarized as follow.

Survivin

Survivin is a member of a family of proteins that partly inhibits apoptosis by
blocking downstream caspace activity.” In 2009, a South Korean group published a
study analyzing the expression of several apoptosis related markers in UTUC and

their association with clinical and pathological features as well as disease recurrence
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and survival.”* They detected 20% of the patients with altered expression of survivin.
There was no correlation of survivin expression and clinical or pathological
characteristics. But in multivariate analysis, survivin expression was the only marker
independently associated with disease recurrence and survival. Conversely, well
designed studies with larger cohorts were not able to confirm these findings.”®"®%
Recently, Mathieu et al published a large multi-center study with 732 patients
diagnosed with UTUC and analyzed survivin expression.” They found almost 40%
of the tumors with altered survivin expression and associated with more advanced
pathological tumor stages, lymph node metastases, lymphovascular invasion, tumor
necrosis and tumor architecture. In the univariate analysis, altered survivin was

significantly associated with DFS and CSS but did not achieve independent

predictive status on multivariate analysis.

Bcl-2 and caspase-3

Bcl-2 is an antiapoptotic protein which blocks caspase activation by inhibiting the
mitochondrial release of cytochrome-c.”” In UCB, studies on bcl-2 and caspase-3 are
conflicting. More recently published studies showed that overexpression of bcl-2 and
loss of caspase-3 expression were both associated with higher pathological stage,
disease recurrence and cancer-specific mortality rates.”® In the paper by Jeong et al,
they analyzed several apoptosis-related markers in 112 consecutive UTUC patients.”
They reported that 27% of patients had altered expression of bcl-2 and 24% of
caspase-3. The lower expression of caspase-3 was associated with pathological
tumor stage and grade. Bcl-2 was not associated with any clinicopathological

parameters. In the survival analysis, altered expression of caspase-3 were
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significantly associated with an increased probability of disease recurrence and CSS.
When ajusted for the effects of pathologic features on multivariate analysis, caspase-
3 did not reach statistical significance. Bcl-2 overexpression was not associated with
disease recurrence or survival in univariate and multivariate analysis.

In 2013, Yoshimine et al published data on 175 patients with UTUC and
analyzed the expression of bcl-xI, one of the bcl-2 family proteins.”® They also tested
the use of a specific inhibitor of bcl-xl, called bafilomycin A1(BMA), in vitro and in
xenograft mouse models. Authors found that patients with a high expression of bcl-xI
had significantly lower 5-year CSS rate (53%) than those with a low bcl-xI score
(77%). Multivariate analysis indicated that a high bcl-xl expression was an
independent prognostic factor for CSS. Additionally, BMA inhibited urothelial cell
proliferation in vitro by induction of apoptosis and treatment of BMA significantly
inhibited tumor growth in mouse models. Authors suggested that besides being a
good marker for prognosis in UTUC patients, bcl-xI may be a promissing therapeutic

target strategy.

Conclusion

UTUC is a highy heterogenous disease and clinical predictive factors still represents
a major deficiency in accurately stratify patients for treatment decisions. Pathologic
predictive factors may be more accurate to determine risk of agressive disease but
information is only available after definitive therapy, precluding the patients to
receive more effective preoperative chemotherapy or extended lymph node
dissection. Recent molecular studies have shed light into the different pathways of

biological tumor behavior and carcinogenesis, and incorporation of tissue-based
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markers into prognostic tools may help accurately identify patients who could benefit
of intensified therapy and monitoring.

In this literature review, we described the currently available data on tissue-
based markers in UTUC (Box 1), their prognostic impact and how they might affect
clinical decision-making in this disease. Despite a growing body of evidence
concerning tissue-based markers in UTUC in the last decades, none of these current
biomarkers are actually used in daily practice. Studies on tissue-based markers have
grown amazinly but there are still many discrepancies between these studies results.
Most of them are based on single centers and small cohorts with low level of
evidence. Few studies had their results validated and incorporation of tissue-based
markers into prognostic models were not able to improve their accuracy
significantly.?

One other problem in studying tissue-based markers in UTUC is the
heterogeneity of the cohort usually used in UTUC studies. Netto et al. described in a
review article the two different pathogenetic pathways in UCB.* One was associated
with non-muscle invasive bladder cancer and comprises disruption to the PI3K —
AKT - mTOR pathway, alterations in the tyrosine kinase receptor gene FGFR3 and
the oncogene HRAS. On the other hand, the main genetic alterations underlying
muscle-invasive bladder cancer involved tumor suppressor genes encoding proteins
that regulates cell cycle and apoptosis pathways, including TP53 and RB1. Studies
on UCB usually comprises patients with non-muscle invasive disease submitted to
transurethral ressection and intravesical therapies or patients with muscle-invasive

disease submitted to radical cystectomy. Differently, studies in UTUC usually
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encompass patients with any stage or grade submitted to RNU, with probably too
many different pathogenetic pathways in the same cohort.

However, some biomarkers seemed to be promissing tools in UTUC. In large
multi-institutional retropective studies, Ki-67, HER-2, EGFR and N-cadherin were
independent prognostic factors for bladder cancer recurrence after RNU, and could
be used as a marker for intravesical therapies and bladder surveillance. Most of the
tissue-based markers studied were associated with high grade/high stage diseases
except for FGFR3 which was associated with low risk tumors. And others
biomarkers showed enthusiastic results as independent prognostic factors for survival
(p53, Ki-67, HER-2 and MMP 11).

All these studies in tissue-based markers have been performed in RNU
specimens. It would therefore allow us to stratify patients for adjuvant
chemotherapy, intravesical therapy or intensify surveilence. However, the
preoperative identification of patients with agressive disease versus low-risk disease
for indication of neoadjuvant chemotherapy and extended lymph node dissetion
versus conservative therapy is still a critical issue. So the validation of these
biomarkers in biopsy specimens would be of great value for treatment decision-
making.

Recently immunologic check point markers as PD1/PDL-1, CD28, CTLA-4,
T-cell receptors and proteins as FOXP3 have been evaluated as prognostic factors
and as target for new drugs in multiple solid tumors, including UCB.2! So in the near
future we hope the role of these new markers as prognostic factors will be

investigated in UTUC.



77

In conclusion, tissue-based markers hold promisse in improving clinical
prediction of outcomes in UTUC and further developments are urgently needed.
Prospective studies validating the role of these markers are awaited and for these
purposes, multi-institutional collaborations are necessary. An innovative panel of
combination of biomarkers covering a role pathway or even different pathways
might be of great value, because of the dynamic process of tumorigenesis, invasion
and progression. And creating accurate models to predict not even patients outcomes

but response to therapy would be a great step towards improving survival.
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TABLE 1 - Tissue-based markers in upper tract urothelial carcinoma and its molecular function.

TISSUE-BASED MARKERS

FUNCTION

Cell cycle regulation

p53 Tumor suppressor gene that maintains genomic stability by preventing genome mutation. When mutated, tumor suppression is compromised and tumors can develop.

Cyclins Proteins that regulates the progression of cells through the cell cycle (G1/S transition) by activation of cyclin-dependent kinase. Dysregulation of CDK-cyclin complexes can promote tumor cell
growth

p21 and p27 Members of the cyclin-dependent kinase family. Function as tumors suppressors and loss of its expression is associated with tumor development and progression

Cell growth, proliferation and

signal transduction

Ki67 Nuclear protein associated with cellular proliferation. Marker of growth factor for a specific cell population
HER-2 Member of the ErbB family of receptors (plasma membrane-bound receptor tyrosine kinases). Play an important role in tumor cell growth and development. Amplification or overexpression of
HER-2 stimulates PI3K/AKT pathway and is associated with the development and progression of cancer
EGFR Transmembrane glycoprotein with tyrosine kinase activity and also member of the ErbB family of receptors. EGFR activation stimulates intrinsic intracellular protein-tyrosine kinase activity,
leading to DNA synthesis and cell proliferation. EGFR overexpression or upregulation is associated with malignant tumors
NF-xB Complex protein that regulates genes which controls cell proliferation and survival. NF-kB is inactive and sequestred in the cytoplasm. Several stimuli factors can activate and release NF-xB which

translocate to the nucleus. In the active form, it can regulates the expression of several genes associated with anti-apoptosis, inflamation, proliferation, invasion and angiogenesis

Angiogenesis

HIF-1a Transcription factor that plays an important role in oxygen homeostasis. Levels of subunit HIF-1a. protein can increase rapidly due to response to hypoxia and up-regulates a number of factors
important for tumor expansion
Vasohibin-1 Angiogenic molecule expressed in endothelial cells and upregulated by VEGF and fibroblast growth factor-2. VASH1 expression is restricted to endothelial cells of blood vessels in the tumor stroma

and has a positive correlation between MVD and VASH1

Thrombospondin-1

Potent inhibitor of angiogenesis in physiological and pathological conditions and works inhibiting proliferation of tube-like structures in endothelial cells. TSP-1 expression is inversely related to
MVD

FGFR3

Part of a tyrosine kinase receptor family that regulates several cellular processes such as growth, differentiation and angiogenesis

Cell differentiation

Uroplakin

Specific differentiation products of urothelial cells and is undetectable in nonurothelial tissues. Present at the apical surface and cytoplasm of umbrella cells and can be use as markers for urothelial

differentiation

Cell adhesion/EMT

Snail

Considered a EMT transcription factor that can repress E-cadherin and therefore regulates tumor progression and metastasis

E-cadherin

Calcium-dependent glycoprotein essential to epithelial tissue integrity. Expressed in epithelial cells where cytoplasmic domain binds with subtypes B- or y- of the catenin proteins and secure

attachment to the actin microfilament, thus ensuring cytoskeleton integrity and stable cellular adhesion. Decrease E-cadherin can lead to loss of cellular adhesion resulting in invasive tumors
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N-cadherin Expressed by mesenchymal cells. Decreased expression of E-cadherin and increase of N-cadherin has been established as a feature of epithelial to mesenchymal transition in epithelial malignancies

and has been shown to be associated with the acquisition of aggressive phenotypes

Catenins Family of proteins found in complexes with cadherin cell adhesion molecules. They have the role of connecting cadherins to actin filaments ensuring cytoskeleton integrity and stable cellular
adhesion
MMPs Part of a family of protease capable of degrading all kind of extracellular matrix proteins. Tumor cell invasion and metastasis are biologically dependent on the proteolytic destruction of surrounding

matrix components

Apoptosis

Survivin Member of a family of proteins that partly inhibits apoptosis by blocking downstream caspace activity

Bcl-2 Bcl-2 is an antiapoptotic protein which blocks caspase activation by inhibiting the mitochondrial release of cytochrome-c
Caspase Proteases that can be activated by intrinsic or extrinsic pathways that induce cell death by apoptosis

Abbreviations: CDK, cyclin-dependent kinase; EGFR, endothelial growth factor receptor; NF-xB, nuclear factor-xB; HIF-1a, hypoxia-inducible factor 1a; VEGF, vascular
endothelial growth factor; MVD, microvessel density; VASH1, vasohibin-1; TSP-1, thrombospondin-1; FGFR3, fibroblast growth factor receptor 3; MMPs, metalloproteinases; Bcl-
2, B-cell lymphoma 2 oncogene.

TABLE 2 - Tissue-based markers in upper tract urothelial carcinoma and its prognostic implications

TISSUE-BASED PATHOLOGICAL BLADDER RFS CSs 0os REF.
MARKERS RECURRENCE

Cell cycle regulation

p53 High pTstage; high grade multivariate multivariate multivariate 14,15,16
Cyclins univariate 18,19
p21 22
p27 High pTstage; high grade multivariate 20,22

Cell growth, proliferation and

signal transduction

Ki67 High pTstage; high grade; LVI; sessile tumor; multivariate multivariate multivariate 23,24,25,26,27,28

tumor necrosis, Cis, LN+

HER-2 High pTstage; high grade; LVI; tumor necrosis; multivariate multivariate multivariate multivariate 30,31,32,33

LN+
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EGFR High pT stage; high grade multivariate univariate 27,36

NF-xB multivariate multivariate 38

Angiogenesis

HIF-1a High grade; sessile tumor multivariate multivariate 40
Vasohibin-1 High pTstage; high grade multivariate multivariate 42
Thrombospondin-1 High pTstage; high grade univariate univariate 46
FGFR3 Low pTstage; low grade 49,50

Cell differentiation

Uroplakin High pTstage; high grade multivariate 52,53

Cell adhesion/EMT

Snail High pTstage; high grade; LVI multivariate multivariate 56

E-cadherin High pTstage; high grade; LVI, tumor necrosis; univariate univariate 58,59,60

Cis; LN+; sessile tumor; multifocality

N-cadherin High pT stage; LN+; sessile tumor multivariate multivariate 59,61

Catenins Larger tumors (>3cm) multivariate multivariate 63,64

MMPs High pTstage; high grade; LVI; LN+ multivariate multivariate univariate 68,69,71

Apoptosis

Survivin High pTstage; LN+; LVI; tumor necrosis; sessile multivariate multivariate 74,75
tumor

Bcl-2 multivariate 79

Caspase High pTstage; high grade univariate univariate 74

Abbreviations: RFS, recurrence-free survival; CSS, cancer-specific survival; OS, overall survival, LVI, lymphovascular invasion; Cis, carcinoma is situ; LN+, lymph node
metastasis; EMT, epithelial-mesenchymal transition; MMPs, metalloproteinases; EGFR, endothelial growth factor receptor; NF-xB, nuclear factor-xB; HIF-1a, hypoxia-inducible
factor 1a; FGFRS3, fibroblast growth factor receptor 3; MMPs, metalloproteinases; Bcl-2, B-cell lymphoma 2 oncogene; REF, references.
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BOX 1 — Molecular prognostic markers in UTUC

p53 overexpression (inactivation/accumulation)
Cyclins A and E overexpression

Loss or lower expression of p21 and p27
Overexpression of Ki67 (proliferation index)
HER-2 overexpression and amplification
EGFR overexpression

NF-kB overexpression

HIF-1a overexpression

High levels and high density of VASH1

Loss or lower expression of TSP-1

FGFR mutation/overexpression (protective)
Negative UPII and UPIII expression

Snail overexpression

Loss of E-cadherin expression

Positive N-cadherin expression

Abnormal expression of a, B and y-catenin
Overexpression of MMP-2, MMP-9 and MMP-11
Altered survivin expression

Altered expression of Bcl-2 and caspase-3 (apoptosis related markers)
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EXPRESSION IN PATIENTS WITH UPPER TRACT UROTHELIAL
CARCINOMA: A MULTI-INSTITUTIONAL STUDY

Ricardo L. Favaretto ® Atessa Bahadori °, Romain Mathieu °¢, Andrea Haitel ,
Bernhard Grubmiiller °, Vitaly Margulis ¢, Jose A. Karam ', Morgan Rouprét °,
Christian Seitz °, Pierre 1. Karakiewicz ", Isabela W. Cunha?, Stenio C. Zequi?,
Christopher G. Wood ', Alon Z. Weizer ', Jay D. Raman’, Mesut Remzi °, Nathalie

Rioux-Leclercq ¥, Solene Jacquet-Kammerer ¥, Karim Bensalah ¢, Yair Lotan ©

Alexander Bachmann ', Michael Rink ™, Alberto Briganti ", Shahrokh F. Shariat ®®°

a Department of Urology, A. C. Camargo Cancer Center, Sao Paulo, Brazil.

b Department of Urology, Medical University Vienna, General Hospital, Vienna, Austria.

c¢ Department of Urology, Rennes University Hospital, Rennes, France.

d Department of Pathology, Medical University Vienna, Vienna, Austria.

e Department of Urology, University of Texas Southwestern Medical Center at Dallas, Dallas, TX,
USA.

f Department of Urology, MD Anderson Cancer Center, Houston, TX, USA.

g Academic Department of Urology, La Pitié-Salpetriére Hospital, Assistance Publique-Ho6pitaux de
Paris, Faculté de Médecine Pierre et Marie Curie, University Paris 6, Paris, France.

h Cancer Prognostics and Health Outcomes Unit, University of Montreal Health Centre, Montreal,
Canada.

i Department of Urology, University of Michigan Cancer Center, Ann Arbor, MI, USA.

j Division of Urology, Penn State Milton S.Hershey Medical Center, Hershey, PA, USA.

k Department of Pathology, Rennes University Hospital, Rennes, France.

I Department of Urology, University Hospital Basel, Basel, Switzerland.

m Department of Urology, University Medical Center Hamburg-Eppendorf, Hamburg, Germany.

n Department of Urology, Vita Salute San Raffaele University, Milan, Italy.

o Department of Urology, Weill Cornell Medical College, New York, NY, USA.

Key words: E-cadherin, urothelium, carcinoma, recurrence, prognosis, survival, prediction.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19141773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19141773

90

Corresponding author:

Shahrokh F. Shariat

Department of Urology and Comprehensive Cancer Center
Medical University of Vienna, Vienna General Hospital
Wahringer Gurtel 18-20, A-1090 Vienna, Austria

Office: +43 1 40400 2615

Fax: +43 1 40400 2332

Email: shahrokh.shariat@meduniwien.ac.at

Publicado: World J Urol. 2016 Apr 29. [Epub ahead of print]. DOI:10.1007/s00345-
016-1835-1

Abstract:

Purpose: To assess the role of E-cadherin as prognostic biomarker in Upper Tract
Urothelial Carcinoma (UTUC) in a large multi-institutional cohort of patients.
Methods: Immunohistochemistry technique was used to evaluate E-cadherin
expression in 678 patients with unilateral, sporadic UTUC treated with RNU. E-
cadherin expression was considered decreased if 10% or more cells had decreased
expression (<90%).

Results: Decreased E-cadherin expression was observed in 353 patients (52.1%) and
was associated with advanced pathological stage (P < 0.001), higher grade (P <
0.001), lymph node metastasis (P = 0.006), lymphovascular invasion (P < 0.001),
concomitant carcinoma in situ (P < 0.001), multifocality (P = 0.004), tumor necrosis
(P = 0.020) and sessile architecture (P < 0.001). Within a median follow-up of 30
months (interquartile range: 15-57) 171 patients (25.4%) experienced disease
recurrence and 150 (21.9%) died from UTUC. In univariable analyses, decreased E-
cadherin expression was significantly associated with worse recurrence-free survival

(RFS) (P < 0.001) and cancer-specific survival CSS (P = 0.006); however, in
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multivariable analyses, it was not (P = 0.74 and 0.84, respectively). The lack of
independent prognostic value of E-cadherin remained true in all subgroup analyses.
Conclusions: In UTUC patients treated with RNU, decreased E-cadherin expression
is associated with features of biologically and clinically aggressive disease and worse
outcome in univariable, but not multivariable, analyses.

If E-cadherin’s association with factors of advanced disease is confirmed on UTUC
biopsy specimens, it could be used to help in the clinical decision-making regarding

kidney-sparing approaches and/or neo-adjuvant chemotherapy.

Introduction

Upper tract urothelial carcinoma (UTUC) is a rare disease, accounting for 5 to 10%
of all urothelial carcinomas [1]. In the last two decades, management of UTUC has
improved but still remains challenging. Radical nephroureterectomy (RNU) remains
the standard treatment for non-metastatic disease [1,2]. However, kidney-sparing
approaches are now considered for low-risk UTUC and conversely, regional
lymphadenectomy and peri-operative chemotherapy are discussed in addition to
RNU for high-risk UTUC [1,2]. Current concerns lay in the identification of the
patients who may benefit from these treatments. Recent evidence suggests that
carcinogenetic mechanisms in UTUC are different from urothelial carcinoma of the
bladder (UCB) [2,3,4]. Therefore, molecular alterations from one setting may not be
extrapolated in the other. In this regard, specific validation of biomarkers in UTUC is
mandatory to develop predictive tools that could allow accurate clinical decision-

making in the management of UTUC patients.
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Decreased expression of the membrane associated glycoprotein E-cadherin has been
established as a feature of epithelial-mesenchymal transition (EMT) in epithelial
malignancies [5,6,7]. In normal cells, E-cadherins’ cytoplasmic domain binds with
subtypes - or y- of the catenin proteins, which in turn secure attachment to the actin
microfilament, thus ensuring cytoskeleton integrity and stable cellular adhesion [8].
Loss of cellular adhesion is a tipping point in tumor progression resulting in poorly
differentiated and invasive tumors [7,8]. E-cadherin has been shown to be an
independent prognostic factor in UCB [3,9]. In UTUC, single-center studies with
small cohorts have investigated the role of E-cadherin expression with conflicting
results [10-15]. We hypothesized that E-cadherin expression in RNU specimens was
associated with features of biologically and clinically aggressive UTUC, thereby
potentially helping in the clinical decision-making of UTUC patients. To assess this
hypothesis, we tested the association of E-cadherin with pathologic characteristics
and prognosis in a large multi-institutional cohort of patients treated by RNU for

UTUC.

Material and Methods

Patient selection

This was a retrospective, institutional review board-approved study involving seven
institutions from the International UTUC collaboration [16]. The initial study cohort
comprised 753 patients who underwent RNU for upper tract urothelial carcinoma

(Ta-T4 NO-1 MO0) between March 1990 and May 2008. Exclusion criteria included
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neo-adjuvant chemotherapy/radiotherapy and follow-up less than 3 months, resulting

in a final cohort of 678 patients.

Data collection, pathological evaluation, and immunochemistry

A computerized database was used to collect patient and tumor characteristics. All
surgical specimens were processed according to standard pathological procedures.
Original pathology slides were centrally collected and analyzed by genitourinary
pathologists blinded to clinical outcome. Pathological stage was determined
according to the 2002 tumor, node and metastasis (TNM) staging system, and the
pathological grading using the 1998 WHO/ISUP consensus classification. The
tumors were architecturally defined as papillary or sessile [17]. The presence of
tumor cells within an endothelium-lined space without underlying muscular walls
was defined as lymphovascular invasion (LVI) [18]. Multifocal tumor [19],
carcinoma in situ and tumor necrosis [20] were confirmed in every slide.

E-cadherin staining was performed on formalin-fixed tissue microarray slides
constructed for the study in a single laboratory, as described previously [9]. Antigen
retrieval was performed and the primary anti-E-CD monoclonal mouse antibody
(Transduction Labs, dilution 1:25 in blocking solution) was incubated for 1 hour.
Secondary antibody (Vector Labs) was applied at a dilution of 1:400. Reactivity was
visualized with an avidin-biotin complex immunoperoxidase system using diamino-
benzidine as the chromogen and methyl green and Alcian blue as the counterstain.
Positive controls included bladder and prostate tissue known to possess 100%

preserved E-cadherin expression (external control) and normal urothelium (internal
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control) included in cancer specimens. Negative controls were serial sections
processed without incubation in primary antibody. Areas of urothelial tumor were
classified as normal (90% to 100% cells with preserved cell border staining
resembling membranous staining of normal controls) and abnormal, which included
negative (0% to 10% positive tumor cells) and various degrees of heterogeneous
decreased expression (11% to 89% positive tumor cells) (Figure 1). Multiple sections
from the same patient were evaluated to minimize the effect of the staining technique
on interpretation. The negative and the heterogeneously staining tumors were
considered together in statistical calculations based on the premise that the negative
areas of the heterogeneous tumors would define the biologic behavior of the tumor as

a whole [9,21].

Management and follow-up

All patients underwent standard RNU [1]. Additionally, a regional lymphadenectomy
was performed in 155 patients (22.9%) and 68 patients (10%) received adjuvant
chemotherapy. Postoperative follow-up was generally performed every 3 months the
first year after surgery, every 6 months in the second year and annually thereafter.
Relapse was defined by local recurrence or distant metastasis. Cause of death was

determined by chart review or death certificate [22].
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Statistical analyses

Outcomes included recurrence-free survival (RFS) and cancer-specific survival
(CSS). Chi-square test was used to assess decreased E-cadherin expression with
categorical variables. Differences in continuous variables were analyzed using
Kruskal-Wallis tests. The Kaplan-Meier method was used to estimate RFS and CSS;
log-rank tests were applied for pairwise comparison of survival. Univariable and
multivariable Cox regression models addressed associations of RFS and CSS with
potential prognostic factors. We performed subgroup analyses in patients with pTa-4
high-grade disease, pTa-2 NO/Nx, pT1-T3 NO/Nx, pT3/pT4 NO/Nx, pTa-4 pNO and
pTa-4 pN1 disease. All P values were two-sided and statistical significance was
defined as P < 0.05. Statistical analyses were performed using Stata 11.0 statistical

software (StataCorp., College Station, TX).

Results

Descriptive characteristics and association with pathology

Decreased E-cadherin expression was observed in 353 patients (52.1%). There was a
significant association between decreased E-cadherin expression and pathological
adverse features such as advanced pathological tumor stage (P < 0.001), high
pathological tumor grade (P < 0.001), lymph node metastases (P = 0.006), LVI (P <
0.001), concomitant carcinoma in situ (P < 0.001), multifocality (P = 0.004), tumor

necrosis (P = 0.020) and sessile architecture (P < 0.001) (Table 1).
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Association of decreased E-cadherin expression with cancer recurrence and cancer-

specific survival

The median follow-up time was 30 months (15-57). Within this period 171 patients
(25.4%) experienced disease recurrence and 150 (21.9%) died from UTUC. In
univariable analyses, decreased E-cadherin expression was associated with a higher
probability of disease recurrence (Log rank test P < 0.001; HR = 1.69 95% CI: 1.23-
2.30) (Figure 2A) and cancer-specific mortality (Log rank test P = 0.006; HR = 1.57,
95% CI: 1.13-2.19) (Figure 2B). Table 2 and 3 summarize the Cox regression
analyses. In multivariable analyses, decreased E-cadherin expression was not
associated independently with either RFS (HR = 1.06, P = 0.74) or CSS (HR = 0.96,
P = 0.84) (Table 2).

Further univariable analyses in subgroups of patients revealed that decreased E-
cadherin expression was associated with worse outcomes in patients with pTa-4 MO
high grade tumors (HR = 1.55, P < 0.011) and pTa-2 pNO/Nx MO tumors (HR =
2.20, P < 0.038) regarding RFS and in patients with pTa-4 MO high grade tumors
(HR = 1.50, P < 0.025) regarding CSS (Table 3). However, in these subgroups, the
prognostic value of E-cadherin did not retain statistical significance when adjusted

for the effects of standard clinico-pathological features.

Discussion

In this study, we assessed the clinical significance of a decreased E-cadherin

expression in an international cohort of 678 UTUC patients treated with RNU. We



97

found that decreased E-cadherin expression in tumor cells is associated with adverse
clinico-pathological features and worse outcomes.

Half of the patients in this cohort presented with decreased expression of E-cadherin
in the tumor. This was within the range previously reported in UCB patients (31-
77%) [8,9] but lower than that reported in UTUC patients (68-71%) [10,11]. This
could be due to our lower proportion of high stage tumors compared to the two other
studies (50% versus 54% and 61%), as well as methodological differences in scoring,
staining protocols, choice of antibody and/or antigen retrieval.

Patients with decreased E-cadherin were most likely to harbor tumors with features
of biologically aggressive disease. This association is in line with the biological role
of E-cadherin, as a calcium-dependent glycoprotein essential to epithelial tissue
integrity. Loss of cellular adhesion results in the detachment of cancerous cells from
the primary lesion, promoting invasiveness [23]. In carcinoma in situ of the bladder,
for example, loss of E-cadherin expression predicts RFS, disease progression and
CSS [21]. Similar results were reported in various UCB studies [8,9,24-27] and one
UTUC study [10]: loss of E-cadherin immunoreactivity strongly correlated with
advanced stage and high-grade tumors.

We further evaluated the relevance of E-cadherin as a biomarker to predict outcomes
after RNU. The role of E-cadherin expression as a prognostic factor in urothelial
carcinoma was supported by previous studies mainly focusing on UCB [8,9,24-27].
Our results confirm that decreased E-cadherin expression is indeed associated with a
higher probability of disease recurrence and cancer-specific mortality in UTUC.
However, when adjusted for the effects of established prognostic factors in

multivariable analyses, E-cadherin expression lost its independent prognostic value
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and, therefore, may have only limited value in clinical practice. Previous studies that
addressed the relationship between E-cadherin and outcomes in UTUC led to
conflicting results. Fromont et al. [14] showed, in a cohort of 62 UTUC patients, that
decreased E-cadherin expression was an independent prognostic factor for disease-
free and overall survival. Conversely, most of the studies published thereafter with
larger cohorts failed to demonstrate independent association between E-cadherin
expression and disease recurrence after RNU [10-13].

Consistent with the literature [10-13], we found, in our subgroup analysis that, E-
cadherin failed to demonstrate any independent prognostic value, outlining its strong
association with other established pathological prognostic factors. We found a
significant association between E-cadherin expression and adverse clinico-
pathological features such as advanced pathological tumor stage, high pathological
tumor grade, lymph node metastases, LVI, concomitant carcinoma in situ,
multifocality, tumor necrosis, and sessile architecture. All these factors have been
independently associated with worse outcome in UTUC [1,2,19,20,28-30].

The biological and clinical roles of the E-cadherin-related pathways in urothelial
carcinomas are yet to be understood. Indeed, the regulation of E-cadherin is linked to
many different biomarkers [2,3]. Some of them have been already assessed in
UTUC. Among them, Snail, a transcription factor is thought to repress the
transcription of E-cadherin by binding to elements found in the E-cadherin promoter
[12]. An increased Snail expression has been reported as an independent prognostic
predictor of recurrence-free and cancer-specific survival [12]. During EMT, it is
thought that transcriptional regulation results in suppression of epithelial markers and

gain of mesenchymal markers [7,12]. This process, recognized in different types of
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cancer including bladder cancer [31,32] and UTUC [11] has been observed between
epithelial E-cadherin and mesenchymal N-cadherin and has been termed the
“cadherin switch”. The novel genotype results in an alteration of normal tissue
architecture and high-grade, invasive tumors. To our knowledge, only one study by
Muramaki et al. [11] addressed the role of N-cadherin expression in UTUC: in this
study including 59 patients, N-cadherin expression was an independent prognostic
factor of intra- and extravesical recurrence after RNU. Combining several
biomarkers may help characterize the different pathways involved in tumor
aggressiveness and create a prediction algorithm that would improve prognostication,
clinical outcome and thus, patient survival [33]. At this time the ideal combination of
biomarkers remains unfortunately elusive. From the bladder cancer literature and
some preliminary upper urinary tract literature, cell cycle markers (p53, pRB, p21,
p27 and Cyclins), apoptosis markers (Fas, Caspase-3, Bcl-2 and Survivin) and
proliferation markers (Ki67) may be used for a combined approach [34]. Snail
expression, N-cadherin expression, AKT pathway, - or y- catenins and matrix
metalloproteinases are molecular markers associated with EMT that could be
analyzed in a combined approach with E-cadherin expression.

We acknowledge that our study has some limitations. First and foremost are those
related to its retrospective nature and the immunohistochemical technique. Indeed,
this latter technique may be associated with a lack of reproducibility related to the
choice of antibodies, the specimen handling procedures, technical demands and
scoring protocols. However, tissue microarray with staining protocols and automated
scoring systems based on bright field microscopy imaging coupled with advanced

color detection software were used to overcome these common limitations. Finally,
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decreased expression of E-cadherin was defined according to a standard cut-off used

in UCB and use of new thresholds may have led to different conclusions.

Conclusion

Decreased E-cadherin expression is associated with adverse clinico-pathological
UTUC features and worse outcomes in univariable analyses. E-cadherin expression
is, however, not an independent prognostic factor when adjusted for the effects of
established prognostic factors, limiting its use in clinical decision-making regarding
prognosis after RNU. If E-cadherin’s association with factors of advanced disease is
confirmed on UTUC biopsy specimens, it could be used to help in the clinical
decision-making regarding kidney-sparing approaches and/or neo-adjuvant

chemotherapy.
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Table 1. Association of decreased E-cadherin expression with clinico-pathologic characteristics in 678

patients treated with radical nephroureterectomy for upper tract urothelial carcinoma.

Normal E- Decreased E-
All patients Cadherin Cadherin p
Total, n (%) 678 325 (47.9) 353 (52.1)
Age (years) 0.19
Median (IQR) 69 (63-76) 69 (62-76) 70 (63-77)
Gender, n (%) 0.78
Male 380 (56.1) 184 (56.6) 196 (55.5)
Female 298 (43.9) 141 (43.4) 157 (44.5)
Tumor stage, n (%) <0.001
pTa 121 (17.8) 82 (25.2) 39 (11.1)
pT1 208 (30.7) 98 (30.1) 110 (31.2)
pT2 123 (18.1) 60 (18.5) 63 (17.8)
pT3 193 (28.5) 74 (22.8) 119 (33.7)
pT4 33 (4.9) 11 (3.4) 22 (6.2)
Grade, n (%) <0.001
Low 174 (25.6) 114 (35.1) 60 (17.0)
High 504 (74.3) 211 (64.9) 293 (83.0)
Lymph node status, n (%) 0.006
pNx 523 (77.2) 261(80.3) 262 (74.2)
pNO 108 (15.9) 52 (16) 56 (15.9)
pN1 47 (6.9) 12 (3.7) 35 (9.9)
Lymphovascular invasion, n
(%) <0.001
Yes 135 (19.9) 26 (8.0) 109 (30.9)
No 543 (80.1) 299 (92.0) 244 (69.1)
Concomitant carcinoma in
situ, n (%) <0.001
Yes 128 (18.9) 41 (12.6) 87 (24.7)
No 550 (81.1) 284 (87.4) 266 (75.3)
Multifocality, n (%) 0.004
Yes 145 (21.4) 54 (16.6) 91 (25.8)
No 533 (78.6) 271 (83.4) 262 (74.2)
Necrosis, n (%) 0.020
Yes 81 (11.9) 29 (8.9) 52 (14.7)
No 597 (88.1) 296 (91.1) 301 (85.3)
Architecture, n (%) <0.001
Papillary 558 (82.3) 293 (90.1) 265 (75.1)
Sessile 120 (17.7) 32 (9.9) 88 (24.9)
Location 0.70
Kidney 478 (70.5) 232 (71.4) 246 (69.7)
Ureter 200 (29.5) 93 (28.6) 107 (30.3)
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Table 2. Multivariable Cox regression analyses predicting disease recurrence and cancer-specific

mortality of 678 patients treated with radical nephroureterectomy for upper tract urothelial carcinoma.

Disease free survival Cancer-specific survival
HR 95 % CI p value HR 95 % CI p value
Male gender 0.76 0.56 - 1.04 0.085 0.78 0.56-1.08 0.13
Age 1.02 0.99-1.03 0.052 1.03 1.01-1.04 0.006
Pathological stage
Ref. Ref.
Ta
T1 1.80 0.76 - 4.28 0.184 1.48 0.57-3.80 0.42
T2 3.58 152 -8.44 0.003 3.49 1.40-8.73 0.008
T3 7.31 3.21-16.65 <0.001 | 6.29 2.58-15.31 <0.001
T4 32,98 | 12.81-84.87 | <0.001 | 25.16 9.11 - 69.53 <0.001
Pathological high
1.38 0.82-2.32 0.23 1.59 0.89-2.82 0.12
grade
Lymphovascular
] . 1.14 0.80-1.64 0.47 1.31 0.89-1.92 0.16
invasion
Concomitant CIS 1.52 1.03-2.23 0.035 1.06 0.69-1.63 0.78
Architecture 1.27 0.23 1.35 0.89-2.06 0.15
0.86-1.86
Necrosis 0.46 0.29-0.75 0.002 0.51 0.30-0.85 0.009
Multifocality 1.44 1.01 - 2.056 0.045 1.78 1.22-258 0.003
Kidney location 1.17 0.86 - 1.60 0.32 1.26 0.90-1.76 0.18
Lymph node
] 2.40 1.57 - 3.66 <0.001 | 2.28 1.46 - 3.55 <0.001
metastasis
E-cadherin decreased
. 1.06 0.76-1.48 0.74 0.96 0.68-1.38 0.84
expression

Cl: confidence interval, CIS: carcinoma in situ, HR: hazard ratio.




Table 3. Univariable and Multivariable Cox regression analyses for prediction of disease recurrence and cancer specific survival according to E-cadherin expression

status in subgroups of patients treated with radical nephroureterectomy.

Recurrence-free survival

Cancer-specific survival

Univariable Multivariable Univariable Multivariable
Patient subgroups

HR 95 % ClI p value HR 95 % ClI p value HR 95 % ClI p value HR 95 % ClI vaﬁ)ue
pTa-4 High grade 1.55 1.11-2.17 0.01 1.11 0.77 -1.59 0.57 1.50 1.05-2.14 0.03 1.08 0.73-159 | 0.70
pTa-2 pNO/Nx 2.20 1.05-4.62 0.04 1.37 0.62 - 3.02 0.44 1.75 0.78 - 3.93 0.18 1.01 | 042-246 | 098
pT1-3 pNO/NX 1.28 0.88-1.87 0.20 0.99 0.66 - 1.48 0.96 1.19 0.79-1.79 0.40 092 | 0.60-141 | 0.70
0T3/pT4 NO/NX 0.90 0.58-1.40 | 0.64 0.77 0.48-1.25 0.30 084 | 053-1.35 0.49 0.74 | 0.45-1.23 | 0.25
pTa-4 pNO 1.65 0.77 - 3.56 0.20 1.06 0.39-2.92 0.91 1.23 0.55-2.78 0.61 0.87 | 0.25-2.95 | 0.82
pTa-4 pN1 1.39 0.57 - 3.40 0.47 1.78 0.56-5.71 0.33 1.34 0.54 - 3.29 0.53 3.09 [0.72-13.25| 0.13

ClI: confidence interval, HR: hazard ratio.
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Figure 1. E-cadherin immunohistochemical staining of upper tract urothelial carcinoma : (A) normal
expression (range 90% to 100%), (B) heterogenous expression (range 11% to 89%) and (C) absent

expression (range 0% to 10%)
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Figure 2. Kaplan Meier estimates of disease free survival (A) and cancer specific survival (B)
according to the expression of E-cadherin in 678 patients treated with radical nephroureterectomy for

upper tract urothelial carcinoma
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4 DISCUSSAO

Conforme descrito, o CUTS é uma neoplasia relativamente rara, agressiva e
com evolugdo geralmente heterogénea. Pacientes com tumores ndo invasivos e de
baixo grau possuem desfecho completamente diferente de pacientes com tumores
infiltrativos e de alto grau. Dessa forma, a correta identificacdo desses pacientes € de
extrema importancia para a tomada de decisGes terapéuticas. E extrapolar resultados
da literatura mais robusta de CUB em CUTS se mostra de certa forma equivocada, ja
que estudos sugerem que 0 mecanismo de carcinogénese em CUTS é diferente se
comparado aos tumores uroteliais de trato urinario inferior (GREEN et al. 2013;
YATES et al. 2013).

Nos ultimos anos, devido a colaboracdo de diversos centros em todo o
mundo, varias publicacdes surgiram identificando e estudando os diversos fatores
prognosticos em CUTS. O uso isolado de fatores preditivos clinico-patologicos ainda
é, de certa forma, limitado para a correta estratificacdo de risco e a tomada de
decisbes terapéuticas. No sentido de tentar melhorar a acurécia preditiva, estudos
surgiram avaliando potenciais marcadores moleculares que possam ser usados tanto
no estadiamento quanto no prognostico dessa doenca. Dessa forma, nossos dois
estudos se somam a diversos trabalhos na literatura atual no sentido de adicionar
conhecimento nesta area da oncologia.

Alguns artigos de revisdo que analisam marcadores moleculares em CUTS
foram publicados recentemente (CHROMECKI et al. 2011; LUGHEZZANI et al.

2012; MATHIEU et al. 2016), porém, nenhum se dedicou inteiramente a marcadores
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teciduais, fornecendo informacdes detalhadas do funcionamento desses marcadores
no processo de oncogénese, 0 impacto prognostico e como eles poderiam afetar a
tomada de decises clinicas. Isso nos motivou a realizar essa revisdo nao sistematica.
Através de uma extensa revisdo da literatura publicada principalmente nos ultimos
20 anos, conseguimos identificar em torno de 40 publicagbes que consideramos
relevantes para o assunto. O que nos chamou a atencdo foi a discrepancia observada
nos resultados desses diversos estudos. Isso pode ser em parte justificado pela
caracteristica heterogénea da casuistica geralmente utilizada nos estudos de CUTS.
Um artigo de revisdo publicado por NETTO et al. (2011) descreveu as duas
principais vias patogenéticas em CUB, mostrando claramente as diferencas
existentes em pacientes com doenga musculo-invasivas se comparadas aos tumores
ndo musculo invasivos. Nos casos de CUTS, diferentemente da casuistica de estudos
em CUB, pacientes com tumores musculo-invasivos e de alto grau sdo estudados
juntamente com casos ndao musculo-invasivos e de baixo grau, devido,
principalmente, a raridade da doenca.

De qualquer forma, diversos marcadores moleculares teciduais, como o p53,
Ki-67, EGFR, HER-2, marcadores de angiogénese (HIF1a, VASH1 e TSP-1), snail,
Uroplaquina, E-caderina, N-caderina e survivina, foram identificados como estando
associados a tumores com caracteristicas mais agressivas. Por outro lado, o FGFR3
foi identificado como marcador de tumores de baixo risco (baixo estadio e baixo
grau histolégico). Entretanto, nenhum desses marcadores sdo realmente utilizados na
pratica clinica. A maioria desses resultados ainda ndo foi validada, e boa parte séo
estudos retrospectivos realizados em centros Unicos e com casuistica pequena. Além

do mais, esses estudos foram realizados em pacientes submetidos a NUR. A
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identificacdo desses marcadores serviria apenas para indicacdo de quimioterapia
adjuvante para os casos de tumores mais agressivos. Entretanto, sabemos que apenas
19% dos pacientes submetidos a NUR possuem funcdo renal adequada para
realizacdo de quimioterapia baseada em cisplatina no pos-operatério (KAAG et al.
2010). Dessa forma, a validacdo desses resultados em espécimes de bidpsia se torna
mais adequada para utilizacdo na pratica clinica, na qual a identificacdo pré-
operatoria de pacientes com tumores de baixo risco versus pacientes com tumores
mais agressivos se mostra mais util. Assim, poderiamos indicar quimioterapia
neoadjuvante e linfadenectomia estendida na ocasido da NUR para pacientes com
tumores de alto risco e, eventualmente, evitar o tratamento radical nos casos de
pacientes com tumores pouco agressivos.

Também foram identificados alguns marcadores moleculares associados a um
risco aumentado de recorréncia tumoral vesical ap6s o tratamento radical, como o
Ki-67, HER-2, EGFR e N-caderina. Alguns desses resultados foram baseados em
estudos multi-institucionais com grande casuistica (KRABBE et al. 2015;
ABUFARAJ et al. 2016; LONG et al. 2016; SORIA et al. 2016). Apesar de também
ndo serem utilizados na préatica clinica, pois necessitam ainda de validagdo, esses
marcadores poderiam ser utilizados para programacdo de vigilancia vesical mais
rigorosa, assim como indicagdo de instilagdo vesical com BCG ou Mitomicina C no
sentido de diminuir o risco conhecidamente aumentado de recorréncia vesical pos-
NUR. Em relacdo aos marcadores moleculares como fatores preditivos de sobrevida
(SLR ou SCE), os resultados ainda séo conflitantes, porém, alguns marcadores como
0 p53, Ki-67, HER-2 e MMP 11, se mostram realmente promissores, necessitando de

validagdo em estudos prospectivos com grande coorte.
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A perda da adesdo celular ¢ sabidamente um gatilho no processo de
progressao tumoral, resultando em tumores invasivos e pouco diferenciados
(JEANES et al. 2008). A diminuicdo na expressdo de E-caderina mostrou ser um
fator prognostico independente em CUB (SHARIAT et al. 2001; ERDEMIR et al.
2007; MURAMAKI et al. 2010). Estudos para analisar a expressdo de E-caderina
como fator prognostico em CUTS foram feitos com casuistica pequena e tiveram
resultados até entdo conflitantes (NAKANISHI et al. 1997; FROMONT et al. 2005;
MURAMAKI et al. 2011; STOJNEV et al. 2015). Isso nos motivou a desenvolver
um estudo multi-institucional com colaboracdo internacional envolvendo sete
instituicOes de referéncia, patologia centralizada e com grande coorte no sentido de
investigar o real papel da E-caderina como fator prognostico em CUTS. Metade da
nossa casuistica tinha diminuicdo na expressdo de E-caderina (52%). NOs
conseguimos demonstrar que esses pacientes com diminuicdo na expressdo de E-
caderina mais frequentemente apresentavam tumores com caracteristicas
biologicamente mais agressivas, como estadio patolégico mais avangado, alto grau
histoldgico, metéstases linfonodais, ILV, presenga concomitante de carcinoma in
situ, multifocalidade, necrose tumoral e arquitetura tumoral séssil. O interessante €
que todas essas caracteristicas patologicas ja foram demonstradas como sendo
independentemente associadas a uma pior sobrevida em CUTS. Esta associagdo esta
de acordo com o papel bioldgico da E-caderina como uma glicoproteina dependente
de calcio essencial para manter a integridade tecidual. A perda da adesdo celular
resulta na liberacdo de células cancerosas da lesdo primaria e facilita o processo de

invasdo.
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Nos também avaliamos a E-caderina como marcador de sobrevida em CUTS.
Até entdo, um estudo com apenas 62 pacientes diagnosticados com CUTS e
submetidos a NUR conseguiu identificar uma associacdo entre a diminui¢cdo na
expressao de E-caderina e SG e SLD na analise multivariada (FROMONT et al.
2005). Na nossa casuistica com 678 pacientes, nds confirmamos que a diminuicao na
expressao de E-caderina esteve associada a um aumento no risco de recorréncia e
morte cancer-especifica. Entretanto, quando analisamos juntamente com outros
fatores prognosticos conhecidos na analise multivariada, a diminui¢do na expresséo
de E-caderina perde seu valor como fator prognostico independente, tendo, assim,
sua utilidade clinica limitada.

As vias patogenéticas relacionadas a E-caderina ainda estdo sendo
desvendadas em CUTS. A regulacdo da E-caderina estd associada a muitos outros
marcadores (como snail, e marcadores associados a TEM como N-caderina,
cateninas e MMPs), e uma analise combinada poderia ajudar a melhor caracterizar
essas diferentes vias patogenéticas envolvidas na agressividade tumoral, assim como
seu papel na evolugdo desses pacientes. Infelizmente, a combinagdo ideal de
marcadores de TEM em CUTS ainda é desconhecida.

Obviamente, algumas limitacbes do nosso estudo devem ser reiteradas.
Inicialmente, trata-se de um estudo retrospectivo. Além do mais, a técnica IHQ
utilizada pode ser de dificil reprodutibilidade devido as escolhas dos anticorpos,
procedimentos de manejo dos espécimes, demandas técnicas e protocolos de
avaliacdo da expressdo do marcador. A definicdo da diminuicdo da expresséo E-
caderina foi feita baseada em estudos prévios em CUB (BYRNE et al. 2001;

MURAMAKI et al. 2010) e um estudo em CUTS (MURAMAKI et al. 2010), e
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talvez limites diferentes poderiam ter trazido também resultados diferentes. Mesmo
assim, técnicas modernas de construcdo de TMA e protocolos foram utilizados para
reacdo imuno-histoquimica com sistema automatizado de avaliacdo, no sentido de
diminuir essas limitaces. Nossa patologia foi centralizada e avaliada por
patologistas geniturinarios cegos para os desfechos clinicos.

Do ponto de vista bioldgico, nds confirmamos em um estudo com grande
coorte que a diminuicdo na expressao de E-caderina esteve realmente associada com
caracteristicas patologicas agressivas em pacientes com CUTS. Do ponto de vista
clinico, o papel da expressao de E-caderina como fator prognostico independente de
sobrevida se mostra limitado, quando outros fatores preditivos sdo levados em
consideracdo. Obviamente, o papel do nosso estudo é levantar hipdteses e néo
determinar condutas clinicas. Nossos achados merecem e devem obrigatoriamente

ser validados em carater prospectivo.
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CONCLUSOES

A diminuicdo na expressdo de E-caderina esteve significativamente associada
a diversos fatores patoldgicos caracteristicos de doenca agressiva.

A diminuicdo na expressdo de E-caderina esteve associada a uma chance
maior de recorréncia e morte cancer-especifica na analise univariada, porém
ndo foi um fator progndstico independente de sobrevida na analise

multivariada.
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Anexo 2 - Estadiamento TNM 2009 do carcinoma urotelial de pelve renal e ureter

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Auséncia de evidéncia de tumor primario
Ta Carcinoma papilifero ndo invasivo
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor invade o tecido conectivo subepitelial
T2 Tumor invade camada muscular prépria
3 (pelve renal) Tumor invade além da camada muscular na gordura peripiélica
T ou parénquima renal
(ureter) Tumor invade além da camada muscular na gordura periureteral
T4 Tumor invade 6rgédos adjacentes ou através do rim na gordura perinefrética
NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastases linfonodais regionais
N1 Metastase em um Unico linfonodo de 2 cm ou menor
Metastase em um Unico linfonodo maior de 2 cm, mas ndo maior que 5 cm,
N2 ou multiplos linfonodos, nenhum maior que 5 cm
N3 Metastase em linfonodo maior que 5 cm
MX Metastases a distancia ndo podem ser avaliadas
MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Presenca de metastases a distancia

Fonte: Adaptado de Sobin LH, Gospodarowicz MK, Wittekind Ch. TNM
Classificacdo dos tumores malignos. [traducdo de A L M Eisenberg]. 72 ed. Rio de
Janeiro: INCA: 2012. Pelve renal e ureter; p.268-71.



Anexo 3 - Classificagdo de performance/status do ECOG: Eastern Cooperative
Oncologic Group Performance Status Classification.

0 — Assintomatico.

1 - Sintomatico, mas completamente ambulatorial.

2 — Sintomatico, permanece no leito <50% do dia.

3- Sintomatico, permanece> 50% do dia no leito, mas ndo restrito ao leito.
4 — Restrito ao leito.

5 — Morto.

Fonte: Oken MM, Creech RH, Tormey DC, et al. Toxicity and responsecriteria of
the Eastern Cooperative Oncology Group. Am J Clin Oncol 1982; 5:649-55.



Anexo 4 - Classificagdo do performance/status do KPS: Karnofsky Performance

Status Scale.

100% - normal, sem queixas, sem sinais de doenca.

90% - capaz de atividade normal, poucos sinais ou sintomas de doenca.

80% - atividade normal com alguma dificuldade, alguns sinais e sintomas.

70% - capaz de cuidar de si préprio, incapaz de atividade normal ou trabalho.

60% - necessidade de alguma ajuda, capaz de cuidar da maioria das necessidades
préprias.

50% - frequentemente necessita de ajuda, necessita de atencdo médica frequente.
40% - incapaz, necessita de cuidado especial e ajuda.

30% - gravemente incapaz, admissao hospitalar indicada mas sem risco de morte.
20% - muito doente, necessidade de admissdo imediata e medidas de suporte ou
tratamento.

10% - moribundo, répida progressdo para doenca fatal.

0% - morte.

Fonte: Karnofsky DA, Burchenal JH. The Clinical evaluation of chemotherapeutic
agents in cancer. In: MacLeod CM, editor. Evaluation of chemotherapeutic agents.
New York: Columbia Univ Press: 1949. p.196



Anexo 5 — Ficha de levantamento de dados.

Registro na patologia:

Género: (0) masculino (1) feminino
Data de nascimento:

Idade (anos):

Raca: (0) asiatico (1) negro (2) branco
ASA:
Hematuria: (0) ndo (1) sim

Tabagismo: (0) ndo (1) sim

Histdrico prévio de CUB ndo-musculo invasivo: (0) ndo (1) sim
Histdrico prévio de BCG intravesical: (0) ndo (1) sim

Historico prévio de ablagdo endoscopica de trato alto: (0) ndo (1) sim

Ureteroscopia/biopsia para diagnostico: (0) ndo (1) sim

Data do diagnostico:

Suspeita de linfonodos aumentados no exame de imagem: (0) ndo (1) sim
Hidronefrose no exame de imagem: (0) ndo (1) sim

Suspeita de invasdo no exame de imagem: (0) ndo (1) sim

Localizacéo da leséo no exame de imagem: (1) pelve renal (2) ureter

Citologia urinaria: (0) ndo (1) negativa (2) positiva
Quimioterapia neoadjuvante: (0) ndo (1) sim

Data da cirurgia:

Via de acesso: (1) aberta (2) laparoscopica
Tipo de cirurgia: (1) nefroureterectomia radical ~ (2) ureterectomia segmentar
Lateralidade da leséo: (1) direito  (2) esquerdo

Duracao da cirurgia:

Perda estimada de sangue:

Transfusdo perioperatoria:

Tempo de internagéo:

Creatinina pre op:

Clerance de creatinina pre op:




Creatinina poés op:

Clerance de creatinina p6s op:

Localizacdo do tumor na patologia: (1) pelve renal (2) ureter

Estadio patologico: (0) pTO (1) pTa (2) pTis (3) pT1 (4) pT2 (5) pT3 (6) pT4
Tamanho da maior leséo:

Estadio linfonodal: (0) Nx (1) NO (2) N+

Grau histoldgico: (1) baixo grau  (2) alto grau

Cis associado: (0) ndo (1) sim

Focalidade: (1) unifocal (2) multifocal
Invaséo linfovascular: (0) ndo (1) sim
Arquitetura tumoral: (1) séssil (2) papilifero
Necrose tumoral: (0) ndo (1) sim

Margens cirargicas: (0) negativa (1) positiva
Total de linfonodos retirados:

Total de linfonodos positivos:
Quimioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim
Quimioterapia de resgate: (0) ndo (1) sim
Radioterapia: (0) ndo (1) sim
Recidiva: (0) ndo (1) sim

Recidiva vesical: (O) ndo (1) sim

Data da primeira recidiva vesical:

Recidiva regional: (0) ndo (1) sim
Data da recidiva regional:

Recidiva contralateral: (0) ndo (1) sim

Data da recidiva contralateral:

Recidiva linfonodal: (0) ndo (1) sim
Data da recidiva linfonodal:

Metastases a distancia: (0) ndo (1) sim

Data da deteccdo das metastases:

Data da Ultima consulta:
Obito: (0) ndo (1) sim
Data do obito:




Status: (1) vivo sem doenga (2) vivo com doenca (3) morte pela doenca (4)
morte por outras causas

Sobrevida global (meses):

Sobrevida livre de doenca (meses):

Sobrevida cancer especifica (meses):

Seguimento atualizado (meses):




Anexo 6 - Carta de submissdo de artigo 1 para International Brazilian Journal of
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