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RESUMO

Damm GR. Imunoexpressdo das tetraspaninas (CD9 E UPIII) no carcinoma
urotelial de bexiga. Sdao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antdnio

Prudente].

Introdugdo: O carcinoma urotelial da bexiga ¢ uma doenca de alta incidéncia e
letalidade. Recentemente, tem sido caracterizado em subtipos moleculares, com
diferencas prognoésticas e de resposta terapéutica. As tetraspaninas estdo implicadas
na adesdo celular e sinalizagdo intercelular, interferindo diretamente em fendmenos
como a morfogénese dos tecidos e migragao. Uma vez que os subtipos moleculares
luminal e basal correspondem, respectivamente, a fendtipos celulares urotelial bem
diferenciado e de reserva basal, ¢ possivel que a expressdo das tetraspaninas
acompanhe esse racional, o que traria possibilidade de integra¢dao no cenario clinico.
Metodologia: Amostras de 88 pacientes operados (cistectomia radical) por carcinoma
urotelial, preservadas em parafina, foram organizadas em TMA ou cortes inteiros,
submetidos a imuno-histoquimica. As reagdes foram analisadas por microscopia
oOtica convencional e acessadas quanto a intensidade de expressdo - negativo, fraco e
forte (escore subjetivo) e extensdao de expressdo — negativo, focal e difuso (baseado
na porcentagem das células positivas, em cortes de 1-50%; >50%). Os tumores foram
classificados em Luminal, Basal e Sem tipo definido, a partir da expressdao imuno-
histoquimica de GATA3, CK5/6 e CKIl4. A expressio citoplasmatica das
tetraspaninas (CD9 e UPIIl) foi avaliada em tecidos tumoral e urotelial nao
neoplasico pareado, e correlacionadas com parametros patoldgicos e clinicos.
Resultados: A idade média foi de 66.9 anos, com relagdo H:M de 2:1 e 72% de
tabagistas ou ex-tabagistas. A maior parte (62%) das cirtrgicas foram indicadas por
doenca musculo-invasiva ja ao diagnostico e o restante por doenca ndo musculo-
invasiva extensa/recorrente ou progredida para carcinoma musculo invasor, sendo o
estadiamento final na cistectomia 14% <pT2, 21% pT2 e 65% pT3+. A perda de
CD9 e expressdo citoplasmatica (anomala) de UPIII foram padrdes particulares das

amostras neoplasicas, com medianas menores € maiores, respectivamente, em



relagdo aos controles ndo neopléasicos. Nas amostras malignas, o unico parametro
clinico significativamente associado a expressao proteica foi o sexo feminino e a
perda completa da expressdo de CD9. Nas amostras benignas, a alta expressao de
CD9 esteve relacionada a ulceracdo do tumor. Apesar de ndo haver associagdo
significativa com nenhum dos parametros patoldgicos avaliados, notou-se que a
perda completa de CD9 (n=7) foi exclusiva em tumores nao-6rgdo confinados, a
maioria (6/7) nao-papiliferos. Cinco/7 casos negativos para UPIII também eram pT3-
pT4, porém, em contrapartida, foram assim também estadiados todos os casos com
intensidade forte para UPIII (n=9). Houve correlacdo positiva entre a porcentagem de
diferenciagdo escamosa e a intensidade de expressao de CD9 (p=0,006) e UPIII
(p=0,201). Apesar destes achados, ndo houve associagdo dos marcadores com a
categorizacdo dos subtipos moleculares. Conclusdes: Nosso estudo mostrou
associagdes entre a expressao das tetraspaninas estudadas e pardmetros morfoldgicos
relacionados aos subtipos moleculares, como morfologia papilifera e diferenciacao
escamosa. Apesar destes achados, ndo houve associagcdo significativa com os
subtipos moleculares classificados por imuno-histoquimica. O melhor entendimento
da dindmica das tetraspaninas em tecidos uroteliais neopldsicos € ndo neoplésicos, €
seu papel no processo de diferenciacdo, podera propiciar o desenvolvimento de
estratégias para seu controle terapéutico na progressdo do carcinoma, eventualmente

em paralelo as estratégias relacionadas aos subtipos moleculares.

Descritores: Neoplasias da Bexiga Urinaria/patologia. Progressdo da Doenga.
Sobrevida.  Imuno-Histoquimica.  Tetraspaninas.  Estudos  Retrospectivos.

Biomarcadores Tumorais.



SUMMARY

Damm GR. [Immunoexpression of tetraspanin (CD9 e UPIII) in bladder
urothelial carcinoma]. Sado Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Funda¢do Antdnio

Prudente].

Introduction: Urothelial carcinoma of the bladder is a disease with high incidences
and letality. It has recently been carachterized in molecular subtypes, with
differences regarding prognosis and response to treatment. Tetraspanins are
implicated in cell adhesion and intercellular signaling, directly interfering in
phenomena such as tissue morphogenesis and migration. Considering that luminal
and basal molecular subtypes correspond, repectively, to well differentiated urotelial
and basal reserve cell phenotypes, it is possible that tetraspanin expression may
follow this rationale, which could bare potential to integration into the clinical
scenario. Methodology: Paraffin-preserved samples from 88 patients submitted to
radical cystectomy for urothelial carcinoma were organized into TMAs or whole
sections, labeled with immunohistochemistry. Reactions were analyzed by
conventional optical microscopy and accessed as to expression intensity — negative,
weak or strong (subjective scoring) and extent — negative, focal or diffuse (based on
percentage of positive cells in cut-offs of 1-50%; >50%). Tumors were classified into
Luminal, Basal and Non-type based on immunoexpression of GATA3, CK14 and
CKS5/6. Cytoplasmic expression of tetraspanins was evaluated in neoplastic and non-
neoplastic urotelial tissue and correlated with clinical and morphological parameters.
Results: Mean age was 66.9 years, with M:F ratio of 2:1 and 72% smokers or ex-
smokers. The majority (62%) of surgeries was indicated because of muscle-invasive
disease at presentation and the rest for extensive/recurrent non muscle-invasive
disease or progression to invasive carcinoma (final pathological stage at cystectomy:
14% <pT2, 21% pT2 e 65% pT3+). CDY loss and cytoplasmic expression of UPIII
were particular patterns of neoplastic samples, with lower and higher medians,
respectively, relative to non neoplastic controls. In malignant samples, the only

parameter significantly associated with protein expression was female sex and



complete loss of CD9. In benign samples, high CD9 expression associated with
tumor ulceration. Although there was no significant association with any of the
evaluated pathological parameters, complete CD9 loss (n=7) was exclusive of non
organ-confined tumors, most (6/7) non-papillary. Five/7 cases with complete UPIII
loss were alto pT3+ but, nonetheless, all tumors with strong UPIII expression (n=9)
were also staged as such. There was a positive correlation between the percentage of
squamous differentiation and intensity of CD9 (p=0.006) and UPIII (p=0.201)
expression. Regardless of these findings, there was no association of these markers
with the categorization into molecular subtypes. Conclusions: Our study showed
associations between tetraspanins expression and morphological parameters related
to molercular subtypes, such as non-papillary morphology and squamous
differentiation. However, there was no significant association with the molecular
subtypes classified by immunohistochemistry. A better understanding of tetraspanins
dynamics in neoplastic and non-neoplastic urothelial tissue, and its role in the
differentiation process, may aid the development of strategies towards its
therapeutical control in progression, eventually in parallel to the strategies related to

molecular subtypes.

Key-words: Urinary Bladder Neoplasms/pathology. Disease Progression. Survival.

Immunohistochemistry. Tetraspanins. Retrospective Studies. Biomarkers, Tumor
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1 INTRODUCAO

1.1 O CARCINOMA UROTELIAL DE BEXIGA

O carcinoma urotelial ¢ o resultado da transformacdo neoplasica do epitélio
de revestimento do trato urinario, podendo ocorrer da pelve renal a uretra distal. Sua
etiologia associa-se a inflamagao cronica e ao tabagismo. Embora unificado em uma
categoria histologica, ¢ uma doenga heterogénea em relacdo a morfologia, vias
oncogénicas, comportamento bioldgico e, consequentemente, em relacdo ao
tratamento.

Os carcinomas nao-musculo invasivos (NMI) inicialmente apresentam bom
prognostico, com perfil semelhante ao de uma doenga cronica, onde a recidiva € muito
frequente (50-70% dos pacientes), porém a sobrevida ¢ ampla. Entretanto, cerca de 10-
20% dos pacientes progridem para doenca musculo-invasiva (MI) (REUTER 2006;
CORDON-CARDO 2008), na qual a sobrevida em cinco anos ¢ menor do que 50%
(STEIN et al. 2001).

Nos tumores invasivos, a defini¢do do nivel anatdmico de invasao (Quadro 1)
¢ fundamental na determinacao da conduta terapéutica. Quando ha invasdo da lamina
propria, porém nao da camada muscular propria (pT1), tém-se preferido a resseccao
endoscopica, seguida de terapia intravesical pro-inflamatdéria com bacilo Calmette-
Guérin (onco-BCG) nos casos de alto grau. Este procedimento carrega altos indices
de complicacdes e resisténcia (MARTIN e KAMAT 2010). Atualmente um

importante foco neste campo tem sido a identificagdo das alteragdes relacionadas a
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invasdo e a progressdo, visando o desenvolvimento de novas opg¢des terapéuticas

para doenga precoce.

Quadro 1 - Classificagado TNM/2009 dos tumores de bexiga, da Unido Internacional
Contra o Cancer

T- Tumor primario

TX | Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Nao ha evidencia de tumor primario

Ta Carcinoma papilifero ndo invasivo

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor que invade até o tecido conjuntivo sub-epitelial

T2 Tumor que invade o miisculo detrusor (camada muscular propria)

T2a | Tumor que invade a musculatura superficial (metade interna)

T2b | Tumor que invade a musculatura profunda (metade externa)

T3 Tumor que invade o tecido adiposo perivesical

T3a | Tumor que invade o tecido adiposo perivesical microscopicamente

T3b | Tumor que invade o tecido adiposo perivesical macroscopicamente (massa extra vesical)

T4 Tumor que invade outros orgdos pélvicos por contiguidade: prdstata, Gtero, vagina, parede
pélvica/ abdominal

T4a | Tumor que invade prostata, itero ou vagina

T4b | Tumor que invade parede pélvica ou abdominal

N- Ganglios linfaticos

NI Metastase em um Unico ganglio na pelve menor (hipogastrica, obturatoria, iliaca externa ou
pré-sacral)

N2 Metastase em multiplos ganglios na pelve menor (hipogastrica, obturatdria, iliaca externa ou
pré-sacral)

M- Metéstase a distancia

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 | Presenga de metastase a distincia ou em ganglio além da cadeia iliaca comum

Fonte: EDGE et al. (2010)

Em contrapartida, os tumores que chegam a invadir a camada muscular
propria (pT2, pT3 ou pT4) representam doenca agressiva, frequentemente com
indicagdo de cirurgia radical (cistectomia ou cistoprostatectomia radical), precedida

ou ndo de quimioterapia neoadjuvante. Atualmente, a principal opc¢ao farmacologica




neste cendrio sdo esquemas baseados em platina. Apesar de apresentar nivel I de
evidéncia cientifica, com cerca de 50% de resposta, a quimioterapia neoadjuvante
apresenta modestos beneficios de sobrevida em comparagdo com a terapia adjuvante
seletiva (MORGAN et al. 2011). Assim, recentemente, a imunoterapia assumiu papel
também no cenario adjuvante, sendo a primeira droga aprovada pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em novembro de 2017.

1.2 INTERACAO DOS ASPECTOS MOLECULARES E

MORFOLOGICOS NO CARCINOMA UROTELIAL DE BEXIGA

A relagdo entre a morfologia de um tumor e seu comportamento clinico ¢
conhecida ha mais de um século. Desde antes do século XIX foi observado que
caracteristicas como anaplasia, figuras de mitose atipica ¢ a pouca diferenciacao
tumoral associavam-se com agressividade (BRODERS 1921). Entretanto, estes
parametros s6 foram adotados na pratica em 1970s, quando as opgdes terapéuticas
mais abrangentes, exigiram uma melhor estratificacdo de risco dos pacientes. Hoje,
em varias instancias, a diferenciacdo de uma neoplasia tem valor progndstico e com
impacto significativo na escolha do tratamento.

Uma vez que o surgimento de uma estrutura papilar implica que o epitélio
proliferante teve capacidade para interagir com o microambiente, a ponto de
conceber um eixo fibrovascular, sua presenca sugere um certo grau de organizagao.
Este aspecto normalmente ¢ associado com boa diferenciacdo celular e prognostico
favoravel. Em cancer de bexiga, a arquitetura papilifera nunca ¢ fisiologica e tem tal

relevancia, que chega a definir entidades distintas. A classificagdo atual (2016) da



Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) (Quadro 2) divide as neoplasias uroteliais em
invasivas e nao-invasivas. Dentre as neoplasias ndo-invasivas, apenas o carcinoma in
situ (plano por definicdo) ndo contém o termo papilifero no nome (MOCH et al.

2016).

Quadro 2 - Classificagdo da Organizagao Mundial da Satde (OMS)

Tumores uroteliais

Carcinoma urotelial invasivo (e suas variantes)

Em ninhos

Microcistico

Micropapilifero
Linfoepitelioma-like

Plasmocitoide/ anel de sinete/ difuso
Sarcomatoide

Células gigantes

Pouco diferenciado

Rico em lipidios

Células claras

Neoplasias uroteliais ndo invasivas

Carcinoma urotelial in situ

Carcinoma urotelial papilifero ndo invasivo, baixo grau

Carcinoma urotelial papilifero ndo invasivo, alto grau

Neoplasia urotelial papilifera de baixo potencial de malignidade

Papiloma urotelial

Papiloma urotelial invertido

Proliferagdo urotelial de potencial maligno incerto

Displasia urotelial

Fonte: MOCH et al. (2016)

Atualmente, ja& ¢ bem estabelecido que as lesdes ndo musculo-invasivas
relacionam-se primordialmente a mutagdes de ganho de fungdo em oncogenes como
o H-RAS e FGFR3 (receptor 3 do fator de crescimento tumoral), enquanto o
carcinoma in Situ e o musculo-invasor estdo associados a mutagdes de perda de

fungdo em supressor de tumor, como o TP53 e RB1. Contudo, as lesdes ndo invasivas




papiliferas podem progredir para doenga invasiva, cujo fendmeno associa-se a
aquisi¢ao de mutagdes em TP53 (RODRIGUEZ PENA et al. 2017).

Em condigdes fisiologicas, TP53 age como um “guardiao” do DNA, inibindo
a progressdo do ciclo celular na transicdo G1-S; exerce, assim, um papel importante
na estabilidade gendmica das células uroteliais. Mutagcdes no gene resultam no
acumulo de proteina p53 andmala, que apresenta boa correlagdo com a detecgdo
imunoistoquimica de superexpressdao nuclear de p53. Varios estudos demonstraram
valor progndstico independente deste achado para a predicdo de progressio e
sobrevida doenga especifica em carcinomas de alto grau (GARCIA DEL MURO et
al. 2004; TZAI et al. 2004). Ademais, a via pode ser inativada mesmo na auséncia de
mutagdo de TP53, por meio da superexpressio da oncoproteina codificada por
MDM2 (murine doble minute 2 protein), que ¢ capaz de inativar a forma selvagem de
p53. Em concordancia, a superexpressao de MDM?2 também tem sido associada com
carcinomas musculo-invasivos (MALUF et al. 2006).

Conforme nosso grupo demonstrou em publicacdo prévia baseada na presente
coorte (SCHULTZ et al. 2016), carcinomas musculo-invasivos podem ter ou ndo
componente papilifero, tanto a macroscopia, quanto a microscopia. Entretanto, os
tumores ndo papiliferos sdo lesdes mais agressivas, frequentemente ulceradas, nio
orgdo-confinadas e associadas a componente escamoso. Estes aspectos podem
refletir uma perda de comprometimento com o programa transcricional urotelial,
sugerindo pouca diferenciagdo tumoral.

Assim, tais achados morfologicos concordam com o modelo atual de
subtipagem molecular do cancer urotelial, onde o subgrupo que mais se assemelha as

células com diferenciagdo luminal possui frequente morfologia papilifera, enquanto o



subgrupo com células mais similares ao fenotipo basal ¢ enriquecido com
componente escamoso (MCCONKEY et al. 2015). Recentemente, estudos de amplo
espectro gendmico (landscape) (Cancer Genome Atlas Research Network 2014)
caracterizaram de maneira quase concomitante estes subtipos moleculares que t€ém

sido designados de luminal e basal.
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Fonte: DADHANIA et al. (2016).

Figura 1 - Padrao de expressdo proteica nos diferentes subtipos moleculares

carcinoma de bexiga



Em 2016, os trés principais grupos pioneiros nestas pesquisas reuniram seus
dados em um trabalho de validagdo e sincronizagio (DADHANIA et al. 2016),
visando identificar assinaturas imuno-histoquimicas capazes de definir subtipos
moleculares, de forma a inseri-los na pratica clinica, a semelhanga do que ocorre em
carcinomas mamarios. A expressdo imuno-histoquimica de apenas dois marcadores,
um luminal (GATA3) e outro basal (CK5/6) foi suficiente para identificar os
subtipos moleculares de cancer urotelial com acuracia de 90%. Embora, em geral,
tumores classificados como luminal baseado no perfil gendmico fossem positivos
para marcadores luminais (GATA3, CK20 e Uroplaquina) e tumores basais fossem
positivos para marcadores basais (CK5/6 ¢ CK14), houve sobreposicao significativa
dos marcadores nesses dois grupos particularmente na categoria luminal.

No mesmo ano, diante de tantos grupos investigando os subtipos moleculares
de forma concomitante ¢ com achados semelhantes, foi publicado o resultado de uma
Reunido de Consenso quanto a taxonomia no Centro Nacional de Investigaciones
Oncolbdgicas (CNIO), em Madri, Espanha (LERNER et al. 2016). Apos
apresentacdes atualizadas por cada grupo de trabalho, um consenso foi atingido
quanto a existéncia de tumores Basal-Escamoso-like, caracterizados pela alta
expressdao de CK5/6 e CK14 e expressdo baixa/indetectavel de GATA3 e FOX1. Um
subrupo adicional com caracteristicas de diferenciacdo urotelial (luminal) foi
reconhecido, cuja definicdo molecular 6tima ainda estd em discussdo. Para outros
subtipos reconhecidos, consensuou-se a necessidade de mais trabalho para
determinar a robustez da subclassificag@o ¢ sua definigdo ao nivel molecular.

E importante salientar que os carcinomas de fenétipo basal parecem ser mais

sensiveis a quimioterapia convencional baseada em cisplatina, enquanto os



carcinomas mais bem diferenciados, de fenotipo luminal, sdo frequentemente
quimiorresistentes (CHOI et al. 2014; MCCONKEY et al. 2015). Embora o
carcinoma urotelial mantenha-se com altos indices de letalidade e disponha de
poucas opgoes terapéuticas, o cendrio molecular tem sido melhor caracterizado nas
ultimas duas décadas. Tais avancos oferecem ferramentas moleculares
potencialmente capazes de melhorar a acuracia diagnoéstica e prognodstica, abrindo

perspectivas animadoras para o manejo da doenca e experimentacdo de terapias-alvo.

1.3 AS TETRASPANINAS

As proteinas dessa familia funcionam como uma plataforma de suporte para
distribuicdo de proteinas em microdominios muito organizados, relacionados a
adesdo/ migragdo celular e sinaliza¢do intercelular, interferindo diretamente em
fenomenos como a diferenciagdo celular e morfogénese fisiologica dos tecidos
(TERMINI e GILLETTE 2017). Assim, também podem estar implicadas no
crescimento anormal das células, associado com neoplasia. Consistem em
glicoproteinas com quatro (“tetra”) dominios hidrofobicos transmembranicos,
delimitando duas regides extracitoplasmaticas de mesmo tamanho, apresentando um
grupamento carboxila e amina na porc¢ao intracitoplasmatica, em uma pequena volta
extracelular (EC1) com 20 a 28 aminodcidos e uma grande volta extracelular (EC2)

com 76 a 131 aminoacidos (Figura 2) (BOUCHEIX e RUBINSTEIN 2001).
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Fonte: TERMINI e GILLETTE (2017).
Figura 2 - Modelo quartenario das Tetraspaninas. Tetraspaninas tem quatro dominios

(TM1-TM4), que criam um pequeno (EC1) e um grande (EC2) loop extracellular e um pequeno loop

interno. A porgao N- and C-terminal das tetraspaninas sdo intracelulares.

Foram descobertas inicialmente, na superficie de leucdcitos humanos e,
atualmente, compreendem 32 membros, entre eles o CD9 e UP (Ia e Ib). A fungdo
dessas moléculas ainda ndo ¢ integralmente compreendida, mas estudos mostram a
capacidade da formacdo de uma rede em conjunto com as integrinas e outras
tetraspaninas. Elas se agregam com integrinas, modulando suas fungdes, sendo que
esta atividade depende de sua interagdo fisica. Por exemplo, em alguns tipos
celulares, o CD9 modula positivamente a resposta migratdria integrina-dependente.

Evidéncias crescentes mostram que algumas integrinas e tetraspaninas
distribuem-se em microdominios especializados das membranas plasmaticas,
enriquecidos em glicosfingolipideos e colesterol. Estes microdominios (balsas
lipidicas ou lipid rafts), devido a sua composicao lipidica, favorecem a particao e
organiza¢do de maquinarias protéicas associadas a transducdo de sinais, incluindo

fatores de crescimento. O funcionamento preciso desta rede de tetraspaninas e a
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modificacdo do comportamento das células ¢ objeto de estudo, visando entender o

relacionamento das doencas com a mutagdo ou perda de cada tetraspanina (GOMES

et al. 2005).

Integrins

Cadherins

A. Adhesion-Mediated

B. Receptor-Mediated Signaling

C. Intracellular Signaling

Immune Signaling
(Rocha-Pequgni et al . 2014)

Juxtacrine Signaling
(Muraydma ot al.. 2008}

Sheddase Activity.
Hu ot al., 2006, Guter

c-Kit: SR Tekamota et ol 20143
Undefined TGE:

Proliferation
(Saej etal. 2010y

Signaling
Integrins/FAK: GPCRs: c-Met: PKCa: Rho GTPases:
i Filipodia/Lamellipodia i i Cell Adhesion
Morphegy Ehaey e Colspestiy,,, - Celihen:
i ¥ EGFR: {Srichar and Miranti. 2006) Leukemia Colony Morphology, Spreading,

ﬂgﬂ?ﬁ'o,g,, Morphalo Proliferation Formation Contraction

: - bl {Franco otai. 2010) (Formwi et 3. 2076) ) (e et ol 2014)

LYmon, apgiogsnos Proliferation ADAMS: EllipodialEemmation B-Catenin:
e e Macrophage Activation Adhesion
(Rulz.Garcis ot ol 1997) Pl4K: (Abe ot 31, 2008)

Cell Mi
Vouch ot i

uch et al.-1387; Yauch and Hemler, 2000)

gration? Lung Cancer Metastasis
(Soubort ot L, 2015)

Fonte: TERMINI e GILLETTE (2017).

Figura 3 - Microdominio rico em Tetraspanina. A figura mostra as interagdes das

tetraspaninas com a membrana plasmatica e com as moléculas citosdlicas.

As tetraspaninas sdo consideradas supressoras de metdstase em varios

tumores solidos, sendo que a baixa expressdo correlaciona-se com progressao e alto

potencial metastatico (SAITO et al. 2006). Estudos realizados pela nossa instituigao,

avaliando a expressdo de tetraspaninas em carcinoma epidermoide de cavidade oral,

demonstraram que a perda da expressdo de CD9 correlaciona-se com aumento da

incidéncia de metéstases em linfonodos cervicais e prognodstico pior (BUIM et al.

2010). A perda de CD9 também estd implicada em comportamento invasivo de

tumores de mama, colon, pulmao, entre outros (ZOLLER 2009).

CD9 ¢ uma proteina também conhecida por MRP-1 (motility-related protein),

Tetraspanina 29 (Tspan-29), p24, Antigeno leucocitario MIC3, antigeno 5H9 e
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proteina inibidora de crescimento celular gene 2. Ela ¢ composta por 228
aminoacidos, com 24kDa e estd expressa em uma variedade de células
hematopoiéticas e epiteliais. Associa-se com outras proteinas de superficie, como
a6p4 integrina (molécula CD49f/CD104) e HLA-DR, com importante papel na
adesdo, transdugdo de sinal ¢ motilidade celular. Atualmente, outras fungdes sdo
conhecidas como a agregacdo e ativagdo plaquetaria, a fusdo da célula ovo do
espermatozodide, a regulacdo da formacdo da juncdo paranodal, além do papel no
desenvolvimento de metastases tumorais, como ja mencionado.

Em 2003, MHAWECH et al. avaliaram a expressdo de CD9 em tumores
uroteliais e reportaram que a perda de expressdo correlacionou-se com progressao de
doenga superficial (pTa e pT1) para musculo-invasiva, porém nao houve associagdo
com numero ¢ tempo de recorréncia. O valor prognostico da perda do marcador foi
um achado independente de grau e estadiamento, em uma coorte de 229 pacientes

com doenga ndo musculo-invasiva.

1.4  AS UROPLAQUINAS

As uroplaquinas sdo glicoproteinas transmembrana, que contém um dominio
testraspanina, encontradas nas células do urotélio. Suas sequéncias sdo altamente
conservadas entre as espécies e encontradas em todos os organismos eucariotos
multicelulares. Formam as placas assimétricas na membrana das células uroteliais
terminalmente diferenciadas (unidade assimétrica de membrana - UAM), descritas a
partir dos anos 1960s por trabalhos de microscopia eletronica e cristalografia.

Unidas, constituem uma barreira especializada e com plasticidade conformacional
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para operar de acordo com as fungdes e adaptagdes mecanicas da mucosa uro-
excretora. Dos quatro tipos descritos, as uroplaquinas UPla e UPIb pertencem a
familia das tetraspaninas e, interagindo com UPII e UPIII, respectivamente, formam
as UAM (Figura 4). Como a UAM ¢ caracteristica do urotélio, a expressdo de
uroplaquinas ¢ tida como um marcador de diferenciacdo transicional em tecidos

benignos ou neoplasicos (OLSBURGH et al. 2003).

Asymmetricunit —_ UROTHELIUM a

membrane

Umbrellacells —= @

Intermediate cells

UPs TETRAMER

Fonte: KATNIK-PRASTOWSKA et al. (2014)

Figura 4 - Composi¢ao da placa de uroplaquina no urotélio. O urotélio é compost de trés
camadas: a basal, associada a membrana basal, a intermediaria e a camada apical, contendo células em
guarda-chuva (a). A superficie apical cria a unidade assimétrica de membrana (UAM) composta por
placas hexagonais com seis tetrameros onde dois dimeros estdo ligados (UPIa/UPII e UPIb/UPIII) (b);

A UPIII ¢ glicosilada (circulos em cinza) e ndo a UPII (c).

Em um estudo KAUFMANN et al. (2000) envolvendo 35 carcinomas
uroteliais primarios de bexiga e 32 metastaticos, a expressao de UPIII foi observada
em 60% e 53% dos tumores, respectivamente. Os resultados mostram que alguns

carcinomas uroteliais agressivos, mesmo pouco diferenciados, mantém a expressao



14

de uroplaquina, preservando, assim, sua utilidade diagndstica na pesquisa de sitio

primario de neoplasias metastaticas.

1.5 JUSTIFICATIVA

As tetraspaninas estdo envolvidas com a diferenciacdo celular, de maneira
que perdas na sua expressdo poderiam relacionar-se ao processo oncogénico e,
eventualmente, a neoplasias menos diferenciadas. Uma vez que os subtipos
moleculares luminal e basal referem-se, respectivamente, a fendtipos celulares
urotelial bem diferenciado e de reserva basal, ¢ possivel que a expressdo das
tetraspaninas acompanhe esse racional, o que traria possibilidade de integracdo no

cenario clinico.



15

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressao protéica de uroplaquina III e CD9, correlacionando os

achados com parametros clinicos, de diferenciacdo celular e subtipos moleculares.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Descrever a expressdo protéica por imunohistoquimica de uroplaquina III e
da tetraspanina CD9 em amostras tumorais de carcinoma de bexiga e
amostras de urotélio benigno, na mesma populacao de pacientes;

2 Correlacionar os dados de expressao obtidos com os dados clinicos e
andtomo-patologicos, em especial aqueles relacionados a diferenciagdo
celular.

3 Correlacionar os dados de expressdo proteica com os subtipos moleculares

luminal e basal do carcinoma de bexiga.
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3 DESENHO EXPERIMENTAL

3.1 PACIENTES

3.1.1 Elaboracéo da coorte de estudo

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio
Antonio Prudente (Anexo 1). A partir dos registros do Biobanco, foram levantados
casos consecutivos de carcinoma urotelial musculo-invasivos tratados por
cistectomia no A.C.Camargo Cancer Center, entre 2000 e 2010. Laminas e blocos de
parafina correspondentes ao espécime cirargico foram recuperados do arquivo e

revisados para confirmacao de diagnostico e estadiamento.

Quadro 3 - Critérios de inclusdo e exclusido na coorte

Critérios de Incluséo:
e  possuir tecido tumoral congelado armazenado no Biobanco do Hospital A.C.Camargo;

e carcinoma urotelial primario da bexiga ressecado por cistectomia/ cistoprostatectomia;

Citérios de Excluséo:

e tumores ndo uroteliais, carcinoma urotelial metastatico ou com sitio primario em trato
urindrio superior;

e resseccoes por RTU (resseccdo transuretral);

e indisponibilidade do bloco de parafina ou material insuficiente para analise.

e indisponibilidade de acesso as informagdes clinico-patologicas
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Apo6s o levantamento inicial de 134 pacientes, foram subtraidos 46 pacientes
devido a armazenamento de tecido ndo-neoplasico (6), ressecgdes por RTU (15),
tumores ndo uroteliais ou ndo primdrios (3), auséncia de representatividade tumoral
correspondente em blocos de parafina (2), indisponibilidade de blocos de parafina
adequados para imuno-histoquimica ou constru¢ao de TMA (18) e indisponibilidade

de acesso as informagdes clinico-patoldgicas (2).

Critérios de inclusdo na coorte Critérios de exclusdo da coorte:

»# amostrade tecido urotelial congelada # RessecgOes por RTU ou metastasectomia

# Carcinoma urotelial primario ressecado por +# Tumores ndo uroteliais ou carcinoma urotelial de trato
cistectomia/ cistoprostatectomia urinario superior.

» seguimento clinico indisponivel

134 pacientes com tecido vesical armazenado em Biobhanco

& amostras ndo neoplasicas <
128 amostras correspondendo a tecido maligno

1 adenocarcinoma, 1 melanoma, 1
carcinoma urotelial da pelve renal

125 amostras de tumor primario da bexiga

14 resseccOes por RTU e 1 metastasectomia <
110 pacientes submetidos a cistectomia
16 casos com blocos indisponiveis e 2 disponiveis
mas de fixacdo questionavel .
92 casos com blocos acessiveis e adequados para
imuno-histoquimica

2 blocos com representag&o tumoral exigua <

90 blocos com amostra tumoral suficiente para
andlise

2 pacientes com prontuarios inacessiveis <

88 pacientes incluidos no estudo

Figura 5 - Etapas de elaboragdo da coorte de estudo de 88 pacientes, considerando
critérios de inclusdo e exclusao, mostrando os numeros finais de amostras avaliadas

por cada tipo de plataforma utilizada.

3.1.2 Processamento e anotacdo anatomopatoldgica
Todos os pacientes foram submetidos a cistectomia radical por carcinoma

urotelial de bexiga com linfadenectomia pélvica (simples ou estendida), entre janeiro
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de 2000 a outubro de 2010. As pegas foram processadas macroscopicamente em
sistema de checklist ¢ laudadas de acordo com as edi¢des correntes (5* a 7%) dos
protocolos da American Joint Comitee on Cancer- AJCC/ TNM (EDGE et al. 2010).
Os tumores foram dimensionados pelo maior eixo macroscopico. A configuragdo
macroscopica foi anotada de acordo com o laudo anatomopatolégico como papilifero
e ndo-papilifero.

As laminas foram revisadas por um uropatologista e as divergéncias entre o
laudo inicial (primeiro patologista) e o patologista revisor foram trazidos a consenso
com um terceiro patologista. Pardmetros histologicos como presenca de variante
histologica agressiva do carcinoma urotelial, diferenciacdo urotelial adversa
(glandular ou escamosa), morfologia microscoscopica papilifera, morfologia
microscopica ndo-papilifera e ulceracdo microscopica, foram consideradas quando
correspondentes a pelo menos 10% do tumor amostrado. O estadiamento patologico
(EDGE et al. 2010) foi categorizado em “nao musculo-invasivo” (NMI) quando pTis,
pTa ou pTl, “musculo-invasivo, confinado ao 6rgao” (MI-OC) quando pT2, e

“musculo-invasivo, ndo confinado ao 6rgao” (MI-NOC) quando pT3 ou pT4.

3.1.3 Obtencao dos Dados Clinicos

O banco de dados foi levantado por um urologista a partir dos prontuarios
médicos (SAME) e atualizadas a cada consulta de atendimento ambulatorial no
Servico de Urologia do Departamento de Cirurgia Pélvica (ltima atualizagdo em
20/04/2015). Este processo incluiu informagdes demograficas, antecedentes
morbidos, tipo de tratamento, terapias e diagnosticos prévios, achados dos exames

endoscopicos, dados de recorréncia e progressio da doenga, complicagdes do
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tratamento e situagdo clinica na data final do ultimo seguimento de cada paciente
(follow-up). Os parametros coletados seguem a padroniza¢ao (“ficha”) elaborada
pela equipe médica de Urologia do AC Camargo Cancer Center.

O seguimento dos pacientes baseou-se na data do ultimo registro no
prontudrio eletronico. Nos casos que excederam 12 meses sem atualizacdes, 0s
pacientes/familiares foram contatados por telefone para verificagdo do status de
sobrevida: vivo sem doenga, vivo com doenga, Obito relacionado ao carcinoma
urotelial, obito relacionado ao tratamento (toxicidade da adjuvancia, complicagdes
cirirgicas imediatas ou tardias) e Obitos ndo relacionados (segunda malignidade
primaria, fratura benigna do fémur e outros traumas, eventos isquémicos e outras
complicacdes). A sobrevida foi analisada como sobrevida doenga especifica (vivos
vs. Obitos relacionados, considerando oObitos ndo relacionados e O&bitos pelo

tratamento como dados censurados).

32 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Construcdo das laminas histoldgicas de tissue microarray (TMA) em
carcinomas invasivos e de recortes integrais em carcinomas ndo musculo-
invasivos

Foram selecionadas as areas de tumor vidvel e de urotélio benigno a partir de
laminas coradas com H&E. A partir da correspondéncia com o bloco original, as
areas de tumor viavel foram selecionadas e extraidas do bloco doador por um tissue
microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA) em cilindros de 1,0

mm de didmetro, e entdo introduzidos em um bloco receptor. A partir deles, foram
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preparados 100 cortes histologicos seriados em laminas de vidro através de
microtomia mecanica, na espessura de 4 um, previamente tratadas com pelicula
aderente especial (Instrumedics Inc, USA). Para controle da representatividade do

material, foram confeccionadas laminas coradas por HE nos niveis 1, 25, 50, 75 e

100.

Os casos foram representados em quadruplicatas do tecido tumoral e
duplicatas de tecido benigno correspondente (pareados), distribuidos em dois blocos
de TMA (Figura 5). Estes blocos incluiram, além das amostras de interesse, tecidos
variados malignos e benignos de outros 6rgdos, que: a) operaram como controles
externos positivos e negativos para cada marcador incluido no estudo; e b)

orientaram a conducao dos Spots durante a leitura das laminas.

Ambos os TMAs foram submetidos as reacdes com CD9, GATA3, CK5/6 ¢

CK14 e um deles foi submetido as rea¢des com UPIII.
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Figura 6 - Scanner da lamina histologica de TMA. Carcinomas mtisculo-invasivos (>pT2)

foram incluidos no TMA de 1,0 mm/spot em quadruplicata, acompanhados de duplicatas de urotélio

periférico histologicamente benigno do mesmo paciente, cujos SpPots sdo vistos como “meia-luas”.
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3.2.2 Imunoistoquimica
3.2.2.1 Reagdes imunoistoquimicas

Os anticorpos foram adquiridos de fontes comerciais, tendo os clones sido
selecionados a partir da biografia deste projeto. Os mesmos foram padronizados

individualmente, de acordo com as melhores técnicas de diluigdo, recuperagdo

antigénica e revelagao (Quadro 3).

Quadro 4 - Anticorpos primarios (imunoistoquimica) utilizados para acessar a
expressdo proteica, com as respectivas referéncias e dados de padronizacao.

Fonte Clone recuperacao incubagdo | revelacdo | sistema
/ diluicio

CD9 Novocastra NCL-CD9 | 1:50 32 min Novocastra | automacao
UP III Novocastra BC21 1:50 32 min Novocastra | automacao
GATA 3 | Cell Marque L50-823 PPU 32 min Ultraview | automagio
CK14 Ventana SP53 PPU 32 min Ultraview | automacéo
CK5/6 Ventana D5/16B4 PPU 32 min Ultraview | automacédo
PPU: pronto para uso

As laminas de foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol por 5 min,
reidratadas em solucdes decrescentes de etanol, e entdo lavadas em &gua. A
recuperagdo antigénica foi obtida a partir de tratamento com calor na presenca de:
citrato de sodio pH 6.0 ou EDTA/Tris pH 9.0, utilizando panela de pressdo. Apos a
recuperagdo antigénica foi feito o bloqueio da peroxidase endodgena, utilizando
solugdo de peroxido de hidrogénio em 3 banhos de 5 min, seguido da aplicacdo de
Protein Block (Dako Cytomation) por 20 min. As laminas foram entdo incubadas de
acordo com cada protocolo. Apods a incubagdo com o anticorpo primadrio, as laminas
foram incubadas com o complexo secundéario. A revelacdo utilizou o substrato

cromégeno 3,3’ — diaminobenzidina (DAB) e a contracoloragdo, a hematoxilina.
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Todas as reagdes foram feitas acompanhadas de um controle positivo, estabelecido

previamente para cada anticorpo testado.

3.2.2.2 Quantificacdo da expressdo proteica

A expressao de cada anticorpo foi quantificada em microscopio 6tico, por um
observador, de acordo com a metodologia descrita abaixo. O escore final foi a média
obtida em cada representacdo (quadruplicata ou duplicata).

Tetraspaninas: Os marcadores CD9 e Uroplaquina III (UP III) foram
avaliados quanto a porcentagem de células positivas (focal ou difuso quando >50%)
em padro citoplasmatico e a intensidade da marcagdo (0-2). Os padrdes luminal e
membranoso foram anotados separadamente, sendo que casos com marcagio
exclusiva destes padrdes foram considerados como score 0 e analisados de maneira
individual.

GATAS3, CK5/6 e CK14: Estes marcadores foram avaliados quanto a presenga
(1score >0) ou ndo (score 0) de expressdo, e, quando presente, graduada a sua
extensdo em focal (1+) ou extensa (2+). Nas células positivas, GATA3 apresentou
marcagdo nuclear uniforme e as citoqueratinas CK5 e CK14 marcagao citoplasmatica
uniforme. O subtipo molecular foi inferido de acordo com publicagdo de consenso
(DADHANIA et al. 2016) de acordo com a combinacdo da expressdo destes
marcadores, categorizados em positivo e negativo: Luminal GATA+/CKS5-/CK14-,
basal GATA3-/CK5+/CK14+, enquanto outras combinagdes foram consideradas de

“subtipo nao definido”.
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Em TMAs, o score final correspondeu a média aritmética dos spots
disponiveis para analise. Casos cujas perdas técnicas levaram a um spot inico viavel

ndo foram desconsiderados.

3.2.3 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se o software Stata 9.2 (Stata Corp,
College Station, Tex). A igualdade de médias entre duas populagdes sera avaliada
através do teste Kruskall-Wallis para varidveis ndo paramétricas ¢ da analise de
variancia 1-fator ANOVA (1-way ANOVA) para variaveis categoricas. A avaliagdo
da correlagdo entre variaveis sera desenvolvida através do coeficiente de correlagdo
produto-momento (p de Pearson). A andlise univariada em relagdo aos fatores

prognosticos foi desenvolvida por modelo de regressao de Cox.
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4 RESULTADOS

41 COORTE

4.1.1 Caracterizacao Clinica da coorte

A Tabela 1 resume os dados clinicos da coorte que se mostraram mais
relevantes durante a analise dos resultados. A idade média (na data da cistectomia)
foi de 66,9 anos (34-90). A média de comorbidades foi de 1,4 por paciente, sendo a
hipertensdo a mais prevalente (n=34/88; 39%). O tabagismo, importante fator de
risco para o desenvolvimento das neoplasias uroteliais, foi observado em 62/86
(72%) pacientes com informacdo disponivel, sendo 31 deles tabagistas ativos no
momento da cirurgia e os demais ex-tabagistas, com tempo médio de cessagdo do
habito de fumar de 18 anos. O numero de cigarros consumidos ndo esteve
relacionado ao tempo de tabagismo (p=0,234), sendo as médias desses pardmetros
semelhantes entre fumantes (17.5 cigarros/dia durante 29.3 anos) e ex-fumantes (16.5

cigarros/dia, durante 26.9 anos).
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Tabela 1 - Distribui¢ao categérica dos parametros clinicos e evolutivos da coorte de
88 pacientes tratados por cistectomia.

N %
30a59 20 23
60 a 69 31 35
Idade (anos)
70 279 27 31
80a90 09 10
Masculino 56 64
Sexo
Feminino 32 36
Nao fumante 24 28
Ex-fumante 31 36
Uso de tabaco
Fumante 31 36
Ignorado 2
Sem progressao 47 59
Progressao p/ metastase Com progressio 32 40
Ignorado 08
Vivos sem doenga 25 29
Vivos com doenca 03 03
) Obito por cancer 37 43
Sobrevida doenca especifica L
Obito por tratamento 12 14
Obito nio relacionado a doenca 09 10
Perda de seguimento 02

O tempo de seguimento (percentil 75) foi de 8,15 anos na populagdo viva e
2,21 anos nos pacientes que evoluiram com o6bito, independentemente da causa. A
taxa global de mortalidade foi 75,35% e a de mortalidade doenga especifica de
39,81%. O indice de progressdo com metastases nodais e/ou a distancia apds
cistectomia foi de 39,63%.

A Tabela 2 resume os dados relacionados ao diagndstico e terapia prévios a
cirurgia. Receberam tratamento prévio com onco-BCG (bacilo Calmette-Guérin)
17/88 (20%) pacientes da coorte. Destes, 5 apresentaram falha do tratamento (HERR

e DALBAGNI 2003), todos acompanhados de progressdao para doenga musculo-
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invasiva. Neoadjuvancia com quimioterapia foi registrada em 8 casos. Vale notar que
a selecdo inicial de pacientes baseou-se no Banco de Tumores, portanto respostas
completas ndo poderiam ter sido incluidas na coorte. A principal indica¢do para
cistectomia foi a doenca musculo-invasiva, ja ao diagnéstico (n=55) ou fruto de

progressao/falha de onco-BCG (n=13).

Tabela 2 - Distribuigdo categdrica dos parametros relacionados a diagndsticos e
terapias prévias a cirurgia, na coorte de 88 pacientes tratados por cistectomia.

N %
Situagdo ao Tumor nao musculo-invasivo 33 37
diagnostico Tumor musculo-invasivo 55 63
Diagnéstico inical AC Camargo %0 >
Outras institui¢oes 38 43
Tratamento prévio BCG [falha] 17 [5] 20 [29%]
a cirurgia Neoadjuvancia [respondedor] 09 10
Progressao/ Falha de BCG 13 15
Indicacdo Doenga NMI  extensa/  multiplas
cirargica recorréncias 20 >
Carcinoma musculo-invasivo 55 62

BCG: terapia intravesical com Bacilo Calmette-Guerin; NMI: ndo musculo-invasiva;

4.1.2 Caracterizacdo anatomopatoldgica da coorte

Foram recuperados do arquivo laminas e blocos de parafina contendo
material neopldsico dos pacientes incluidos na coorte (vide se¢do Materiais e
Métodos). Todos os tumores eram carcinomas de alto grau. A revisdo histoldgica
classificou 14/88 (16%) tumores como variantes do carcinoma urotelial (7
micropapiliferos, 4 sarcomatodides 1 neuroendécrino 1 plasmocitdide e 1 contendo
células tipo sinciciotrofoblasto). Ademais 23/88 (26%) tumores apresentavam

diferencia¢do adversa (glandular ou escamosa).
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A Tabela 3 resume os dados anatomopatologicos da coorte que se mostraram
mais relevantes durante a andlise dos resultados. Quarenta e trés/88 (51%) tumores
foram descritos como papiliferos @ macroscopia e, destes, 26/41 (63%) foram
também assim caracterizados histologicamente, permitindo considerar que uma
parcela substancial dos carcinomas musculo-invasivos sejam carcinomas
“superficiais” progredidos, ainda que o antecedente de tumor ndo musculo-invasivo
tenha sido relatado em apenas 37% dos casos (Tabela 2). Em concordancia com essa
sugestdo 18% das lesdes eram multifocais e apenas 35% apresentaram carcinoma in
situ na mucosa adjacente. As margens cirtrgicas foram asseguradas na grande
maioria dos casos, sendo que dos 20% de cirurgias com margens coincidentes com
neoplasia, metade correspondendo a comprometimento por carcinoma in Situ em
margens tubulares (ureteres ou uretra). Dois (02) casos ndo puderam ser estadiados
uma vez que o material em parafina disponivel para revisao estava incompleto ¢ a
analise atual diferia do relatado no laudo original. Quatro (04) produtos de
cistectomia ndo tiveram o aspecto macroscopico adequadamente descrito pelo laudo

original.
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Tabela 3 - Distribuigdo categérica dos parametros anatomopatologicos da coorte de
88 pacientes tratados por cistectomia.

Categoria Variaveis N %
NMI 12 14
Estadiamento categorizado MI-OC 18 21
MI-NOC 56 65
pTa 4 05
pTis 1 01
. L. pT1 7 08
Estadiamento patologico (pT)
pT2 18 21
pT3 40 46
pT4 16 19
) . Papilifero 43 51
Morfologia macroscopica N .
Nao papilifero 41 49
Ulceragao Nao 33 39
Sim 52 61
Urotelial classic 51 58
Histologia Diferenciagdo adversa 23 26
Variante histologica 14 16
Papilifero 18 20
Morfologia microscopica Misto 21 24
Nao Papilifero 49 56
i ) Nao 72 82
Multifocalidade )
Sim 16 18
. L . Nio 57 66
Carcinoma in situ na mucosa adjacente .
Sim 31 35
N Nao 45 51
Invasao vascular )
Sim 43 49
. ) Nao 44 50
Invaséo perineural .
Sim 44 50
Nao 71 80
Margem cirtirgica Margem tubular (CIS) 8 10
Margem adiposa (Invasivo) 9 10
pNO 55 63
] pN1 13 15
Estadiamento nodal (pN)
pN2 10 11
pN3 10 11

NMI: ndo musculo-invasivo; MI-OC: musculo-invasivo 6rgdo confinado; MI-NOC: musculo-invasivo
ndo o6rgdo confinado; pT e pN: estadiamento patologico de extensdo tumoral e nodal baseado na
classificagao TNM/ AJCC.
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42 EXPRESSAO PROTEICA

CD9: Foram analisadas 70 amostras de tecido urotelial neoplasico e 50 ndo
neopldsico, com uma média de 2,7 spots por representacdo de malignidade e 1,1
spots por representacdo ndo neopldsica. A expressdo foi predominantemente
citoplasmatica dos 12/70 casos com padrdo membranoso, 8/12 apresentaram
intensidade 2+. A expressao foi bastante uniforme entre os spots/areas avaliados,
sendo 60/70 amostras em relagdo a intensidade e 59/70 em relacdo a extensdo. Os
percentis 5, 10, 25, 50, 75 e 90 nas amostras neoplasicas foram, para intensidade: O -
0,125 -1,0-1,0 - 2,0 — 2,0 e para extensdo: 0 — 0 — 1,0 — 1,0 — 2,0 — 2,0, e nas
amostras ndo neopldasicas foram, para intensidade: 1,0 - 1,0 -1,5-2,0-2,0-20¢
para extensdo: 1,0 —-1,0-2,0—-2,0 —2,0.

Uroplaquina III (UP III): Foram analisadas 49 amostras de tecido urotelial
neoplasico e 17 ndo neoplasico, com uma média de 2,75 spots por representagdao de
malignidade e 1,2 spots por representagdo ndo neoplasica. O marcador, quando
positivo, esteve uniformemente presente (extensdo 2+) em todas as amostras. Nas
amostras ndo neoplésicas, observou-se padrdo luminal em 14/17 amostras (sendo
9/14 com intensidade 2+), sendo este padrdo exclusivo em 5 amostras. Nas
representacdes neoplasicas, o padrdo luminal foi visto em combinacdo com o
citoplasmatico em apenas 5/49 amostras (com intensidade 1+) e luminal exclusivo
em apenas 1 caso. Os percentis 5, 10, 25, 50, 75 e 90 nas amostras neoplasicas
foram, para intensidade: 0 - 0 - 1,0 — 1,0 — 1,0 — 2,0 e para extensdo: 0 — 0 —2,0 — 2,0
—2,0 — 2,0, e nas amostras ndo neoplésicas foram, para intensidade: 0 — 0 — 2,0 — 2,0

—2,0-2,0 e para extensdo: 0—0-2,0-2,0-2,0-2,0.
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Tabela 4 - Média [mediana] do score de expressdo (0-2+) dos marcadores CD9 e
UPIIl em amostras neoplésicas (maligno) e ndo neoplésicas (benigno) de tecido

urotelial
CD9 maligno CD?9 benigno UPIII maligno UPIII benigno
intensidade | 1,31 [1,0] 1,75 [2,0] 1,04 [1,0] 0,65 [1,0]
extensao 1,32 [1,0] 1,78 [2,0] 1,7 [2,0] 1,29 [2,0]

Tabela 5 - Categorizagdo n (%) do score (0-2+) de intensidade e extensdo da
expressdo dos marcadores CD9 e UPIII em amostras neoplasicas (maligno) e ndo
neoplasicas (benigno) de tecido urotelial

CD9 CD9 UPIII maligno UPIII benigno
maligno benigno
Intensidade
negativo | 0 07 (10) 00 (00) 077 (14) 06* (35)
fraco 0,25-1,0 30 (43) 11 (22) 33 (67) 00 (00)
forte 1,25-2,0 33 (47) 39 (78) 09 (18) 11 (65)
Extensdo
negativo | 0 07 (10) 00 (00) 07 (15) 06 (35)
focal 1+ 28 (40) 10 (20) 00 (00) 10 (59)
extenso 2+ 35 (50) 40 (80) 42 (85) 01 (06)

"1/7 padrio luminal exclusivo; * 5/6 padrdo luminal exclusivo
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ot s A . B

Figura 7 - Imunohistoquimica de uroplaquina III. A-tecido ndo neoplasico com padrio

luminal. B — tecido neoplasico com expressao citoplasmatica difusa (>50%)

Como, nas amostras neoplasicas, a expressao de CD9 apresentou scores de
intensidade muito semelhantes aos de extensdo, € como a intensidade de expressdo
de UPHI promoveu uma melhor estratificagdo entre os casos, o parametro
“intensidade” foi adotado para as andlises relacionadas aos parametros clinicos e

patoldgicos, a seguir.

4.2.1 Relacdo da expressado de tetraspaninas com os parametros clinicos

Nas amostras malignas, o unico pardmetro clinico significativamente
associado a expressao proteica foi o sexo feminino e a perda completa da expressao
de CD9. Dos 7 casos negativos para o marcador, 6/7 eram mulheres. A perda
completa de CD9 ocorreu em 25% dos tumores femininos, enquanto em apenas 2%
dos tumores masculinos. Nas amostras benignas, a alta expressdo de CD9 esteve
relacionada a ulceragdo do tumor, no mesmo paciente, tanto com relagdo a
intensidade (p=0,012) quanto extensdo (p=0,055). Enquanto apenas 3/11 (27%) dos

tumores ulcerados tinham baixa intensidade de expressao de CD9 no urotélio
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controle, 26/37 (70%) dos tumores ulcerados se desenvolveram em urotélios com

alta expressao de CD9.

A expressao citoplasmatica de UPIII ndo correlacionou-se com os parametros

clinicos avaliados. Entretanto, a expressao luminal de UPIII em amostras malignas (7

casos), associou-se (p=0,042) com o uso de tabaco, ocorrendo em 2/7 ex-fumantes e

3/7 fumantes (1/7 em nao-fumante e 1/7 de status ignorado).

Tabela 6 - Intensidade de expressdao de CD9 ¢ UPII em amostras neoplasicas, em

relacdo aos parametros clinicos da coorte de 88 pacientes tratados por cistectomia.

CD9 UPIII
neg  fraco forte p neg  fraco  forte p

<60 02 07 08 01 06 04

Idade 60-70 03 12 10 0,887 | 05 15 02 0,248
>70 02 11 15 01 12 03

Sexo Masculino 01 21 24 0010 03 20 07 0361

Feminino 06 09 09 ’ 04 12 02 ’

; = 12 03 11 04

ot PR
Nio fumante 03 07 08 02 12 01

Uso de tabaco  Ex-fumante 01 13 11 0,595 | 02 07* 02 0,688
Fumante 03 09 13 02 14* 05
3 m progressa 4 14 07 03 19 04

i A P . POR P E
Vivo 03 07 09 03 10 02

Sobrevida Obito por doenga 04 16 12 0,327 | 03 13 05 0,686
Obito por outras causas 00 06 11 04 19 06

BCG: terapia intravesical com Bacilo Calmette-Guerin; NMI: doenca ndo musculo-invasiva; MI: doenga
musculo-invasiva * 5/6 tumores com expressao luminal de UPIII ocorreram em fumantes (n=3) ou ex-fumantes

(n=2)
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4.2.2 Relacao da expressdo de tetraspaninas com os parametros patoldgicos

Nao houveram associagdes significativas entre a intensidade de expressdo dos
marcadores e os parametros patologicos inicialmente abordados. Entretanto, alguns
aspectos sdo interessantes de serem observados.

Os casos com perda total de expressdo predominaram em estadios avangados,
sendo 7/7 casos negativos para CD9 estadiados como nao-6rgao confinados e, destes
6/7 apresentaram morfologia nao-papilifera. Dos 08 casos multifocais, 6/8 eram
fortemente positivos para CD9.

Cinco/7 casos negativos para UPIII se tratavam de carcinomas avangados
pT3-pT4, porém, em contrapartida, foram assim também estadiados todos os 9 casos
com intensidade forte para UPIIL. Em todos os 07 casos com perda total da expressao

do marcador ndo foi identificado carcinoma urotelial in situ na mucosa adjacente.
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Tabela 7 - Intensidade de expressdo de CD9 e UPII em amostras neoplasicas, em
relacdo aos pardmetros anatomopatologicos da coorte de 88 pacientes tratados por

cistectomia.
CD9 UPIII

Categoria Variaveis negativo fraco  forte p negativo fraco forte ?chiz)

NMI 00 02 08 01 07 00
Estadiamento MI-OC 00 08 07 023001 08 00 |0,159
categorizado

MI-NOC 07 19 25 05 1809

Urrotéhal 03 17 13 03 19 03

classico
Histologia Diferenciagao ) 8 B 020 | 0705 14159

adversa

Yarlar}tg 03 03 07 03 06 01

histolégica

Papilifero 00 03 03 01 09 ol
Morfologia Misto 01 04 11 035302 07 03 | 0,3800
microscopica

Nao Papilifero 06 21 19 04 16 05

Nio 06 28 06 05 27 07
Multifocalidade Sim o1 o1 06 0,176 02 06 02 0,816
Carcinoma in situ N30 05 19 20 07 19 07
na mucosa 0,898 0,072
adjacente Sim 02 10 12 00 14 02

15 05 24 05

Estadiamento PNO 04 19 0.343 0.607
nodal (pN) pNI1, pN2, 03 11 17 > 02 09 04 )

pN3

NMI: ndo musculo-invasivo; MI-OC: musculo-invasivo 6rgido confinado; MI-NOC: musculo-invasivo
ndo orgdo confinado; pT e pN: estadiamento patologico de extensdo tumoral e nodal baseado na
classificagio TNM/ AJCC.

Apesar de ndo haver associagdo significativa com a parametrizagdo da

histologia agressiva inicialmente proposta, houve forte associagdo com o parametro

de diferenciagdo escamosa isoladamente, com a alta intensidade de expressdo de

CD9 (p=0,006). Nao houve diferenciacdo escamosa em casos negativos para CD?9,

apesar de todos serem nao o6rgao-confinados. A expressao de UPIII também foi

maior em neoplasias com diferenciacao escamosa (p=0,201).



Tabela 8 - Média da porcentagem de diferenciacdo escamosa em amostras
neoplasicas, de acordo com a categorizagdo da expressao de CD9 e UPIII

Meédia da % de
diferenciagdo escamosa  Desvio padrdo  Frequéncia
CD9 negativo 0 0 07
CD9 fraco 06,4 14,5 28
CD9 forte 21,2 30,1 33
Total CD9 12,9 242 68
UP negativo 11,4 26,1 07
UP fraco 10,3 21,2 32
UP forte 27,8 37,0 09
Total UP 13,75 25,75 48
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Figura 8 - Expressao de CD9 em diferenciacdo escamosa. A) Box plot comparando os

niveis de diferenciacdo escamosa, nas diferentes categorizacdes da expressdo de CD9; B)

expressao fraca e difusa de CD9 em uma neoplasia com diferenciagdo escamosa.

4.2.3 Relagao da expressao de tetraspaninas com os subtipos moleculares

A categorizagdo dos tumores em Luminal e Basal pela imuno-histoquimica

ndo correlacionou-se com nenhum dos parametros clinicos, patoldgicos ou de

expressao de CD9 ou UPIII, na coorte.
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Figura 9 - Imunohistoquimica dos diferentes subtipos moleculares do carcinoma de

bexiga e tecido nao neoplésico
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Dentre os marcadores estudados, além da correlagdo esperada entre as
citoqueratinas (CK5/6 e CK14) e GATA3, houve também correlagdo positiva fraca
entre UPIIT ¢ GATA3, da ordem de 0,38. Dos 7 casos negativos para UPIII, apenas
1/7 foi positivo para GATA3, enquanto houve concordancia em 36/42 (86%) casos
avaliaveis quanto a categorizacdo em tumores positivos ou negativos para os

marcadores.

Tabela 9 - Correlagdo entre a intensidade da expressdo dos marcadores CD9 e UPIII
e o score de expressdo dos marcadores relacionados ao subtipo molecular do
carcinoma de bexiga, na coorte de 88 pacientes.

CD9 UPIII GATAS3 CKb5/6 CK14
CD9 1,000
UPII -0,05 1,000
GATA3 0,06 0,38 1,000
CKb5/6 0,07 -0,12 -0,45 1,000

CK14 -0,01 0,03 -0,49 0,72 1,000
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Apesar da infima correlagdo entre CD9 e GATA3 pela analise de Pearson dos
scores continuos, houve associacdo significativa entre esses marcadores (p=0,015)
quando categorizados em expressdo negativa, fraca e forte. Dos 55 casos positivos
para GATA3, apenas 3/55 (05%) foram negativos para CD9 e dos 63 tumores

positivos para CD9, 11/63 (17%) foram negativos para GATA3.

Tabela 10 - Distribui¢do categorizada da expressdo de CD9 e GATA3.

GATAS3 negativo GATA3 fraco  GATA3 forte Total

CD9 negativo 4 2 1 7
CD9 fraco 4 4 22 30
CD9 forte 7 12 14 33
Total 15 18 37 70

Apesar das relagdes entre a expressao das tetraspaninas com GATA3, e com a
presenca de diferenciacdo escamosa e morfologia papilifera, ndo houve associagdo de
CD9 ou UPIII com os subtipos moleculares do carcinoma de bexiga (p=0,1385 e

p=0,3261, respectivamente).

Tabela 11 - Média dos scores de expressdo (intensidade) de CD9 e UPIII de acordo
com os subtipos moleculares do carcinoma de bexiga, caracterizados por imuno-
histoquimica.

CD9 UPIHI
Média do Desvio n Média do Desvio n
score padrao score padrdo
Sem tipo definido 1,50 0,60 19 0,83 0,57 12
Luminal 1,26 0,62 35 1,26 0,56 19
Basal 1,18 0,84 16 1,00 0,63 11

Total 1,3 0,67 70 1,07 0,60 42
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5 DISCUSSAO

Nosso estudo mostrou que associagdes entre a expressao das tetraspaninas
estudadas e parametros morfoldgicos relacionados aos subtipos moleculares do
carcinoma urotelial, como morfologia papilifera e diferenciacdo escamosa. Estas
associacdes nao atingiram significancia estatistica, possivelmente devido ao tamanho
da coorte e as perdas técnicas, porém a andlise de distribui¢ao categérica revelou
aspectos interessantes sobre a relagdo destes marcadores e o processo de
diferenciagao celular.

Por exemplo, a perda completa de CD9 foi um evento pouco frequente (n=7),
porém exclusivo de carcinomas ndo-6rgao confinados, dos quais 6/7 tumores eram
nao papiliferos e 1/7 misto. A perda completa de UPIII também foi mais frequente
em neoplasias ndo-6rgao confinadas (5/7) e nao papiliferas ou mistas (6/7), contudo,
notavelmente, a superexpressao de UPIII também ocorreu neste cenario (9/9 nao-
orgdo confinados e 8/9 nao papiliferos ou mistos).

Haé cerca de duas décadas, a perda de expressao de CD9 tem sido reportada
como um fator prognéstico adverso em adenocarcinomas de cdélon, pulmao,
pancreas, mama ¢ carcinoma epidermoide esofagico, entre outros (MIYAKE et al.
1996; HIGASHIYAMA et al. 1997; HUANG et al. 1998; MORI et al. 1998; SHO et
al. 1998). Mais recentemente, em uma publicagdo envolvendo a nossa instituigao, a
perda completa de CD9 em carcinomas epidermoides de orofaringe correlacionou-se
com metastases linfonodais e menor sobrevida livre de doenga (BUIM et al. 2010).

Em carcinomas uroteliais, a expressao de CD9 foi abordada em um estudo isolado
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por MHAWECH et al. (2003) que demonstrou associagao da perda de expressao com
tumores de maior grau e estadiamento. No subgrupo de tumores superficiais, os
autores reportaram uma importante associagdo com progressdo para carcinoma
musculo-invasivo — mas ndo com recorréncia - sendo que as neoplasias com perda
completa de CD9 tiveram um risco relativo de 5.59 de progredir em comparagao com
tumores que preservavam a expressdo do marcador.

Como mencionado anteriormente neste trabalho, CD9 ¢ expresso em
multiplos tecidos sendo fundamental na adesdo celular e motilidade. Considerando
este papel, seria inicialmente intuitivo imaginar que o aumento da sua expressdo
estaria relacionado a um comportamento mais invasivo. Entretanto, as tetraspaninas
também tém sido descritas como supressoras de metastase, inibindo a proliferagao
tumoral e regulando sinais de sobrevivéncia. Este papel reflete a sua capacidade de
associagdo com multiplas moléculas, recrutadas nos microdominios especificos
(ZOLLER 2009). Além disso, a abundancia de testraspaninas nas
microvesiculas/exossomos derivados de tumores supde uma fungdo de comunicagdo
intercelular, importante para a fisiologia de processos celulares e do microambiente.

Estes aspectos, de certa forma, também contribuem para explicar a forte
expressdo de CD9 demonstrada pelo nosso estudo nos tecidos uroteliais ndo
neoplasicos associados aos carcinomas ulcerados. A expressdao aumentada de
tetraspaninas tem sido descrita em processos de cicatrizagdo de mucosas, cujo papel
inclui limitar a proliferacdo celular aos limites fisioldgicos, controlando, por exemplo
a avidez por receptores de fatores de crescimento. Recentemente, SAIZ et al. (2017)
demonstraram um aumento de CD9 nas células epiteliais da mucosa colonica de

pacientes com doenga inflamatdria intestinal, mas nao nas células inflamatorias.
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Assim, a perda de CD9 implica na perda do controle do trafego e biosintese
de proteinas citosdlicas e transmembranas, como por exemplo as integrinas, que
poderia produzir fendtipos agressivos relacionados a perda de coesdo e migracao
celular. WOEGERBAUER et al. (2010) observaram que, em carcinomas de células
de Merkel, a perda da expressdo de CD9 era mais frequente nas mestastases em
transito e nodais em comparagdo com tumores cutaneos primarios. Eles descreveram
a presenca de dois tipos de CD9 mRNA, diferindo apenas quanto ao comprimento de
seus 5’UTRs, sendo que a estrutura mais longa seria caracteristica de 5’UTRs
inibidoras de traducdo ribossomal. Andlises quantitativas demonstraram que os
clones metastaticos tinham nao apenas uma reducdo global de CD9 mRNA, como
também um shift proporcional a favor do tipo com 5°UTRs longas, sugerindo um
papel importante na regulagao pds-transcricional de CD9. Este tipo de regulacao pds-
transcricional relacionada a estrutura das 5’UTR foi descrita em varios genes
housekeeping e proto-oncogenes, incluindo TP53 ¢ MDM2 (VAN DER VELDEN e
THOMAS 1999; CHEN et al. 2010), que sdo genes cujas mutagdes estdo
relacionadas a progressao de carcinomas uroteliais e ao subtipo basal (TCGA 2014).
De fato, nosso estudo demonstrou que a média do escore de expressao de CD9 foi
menor nos tumores basais (1,18), em relacdo aos tumores luminais (1,26) e sem tipo
definido (1,50).

Apesar de nao termos encontrado associacio entre a expressdo das proteinas
avaliadas e os subtipos moleculares, a relagdo entre a intensidade de CD9 e presenca
de diferenciagdo escamosa foi bastante significativa. Ademais, nao houve
diferenciagdo escamosa em casos com perda de CD9, apesar de todos serem nao-

orgao-confinados, Considerando seu papel na organizagdo de actinas e controle da
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proliferacao celular, nossos achados sugerem que o recrutamento de CD9 ¢
importante no processo de diferenciacio escamosa, em carcinomas pouco
diferenciados. Assim como a expressao constitutiva de CD9 no urotélio € necessaria
para a atividade metabolica normal, sua manutencdo, ainda que parcial, em tumores
poderia conferir capacidade de diferenciagdo divergente.

Embora os subtipos moleculares também se associem a parametros
morfoldgicos, a diferenca entre as médias de expressdo das tetraspaninas nos
subtipos luminal, basal e “ndo definido” ndo foram significativas na nossa coorte.
Nosso resultado corrobora que os subtipos moleculares refletem uma miriade de
alteracdes, em diferentes vias de sinalizagdo que interagem de varias maneiras,
muitas vezes de forma redundante. Desta forma, alteragdes em uma via ou
mecanismo especifico dificilmente ¢ refletida neste tipo de subclassificacdo, o que
explica em parte a dificuldade em estabelecer marcadores histoldégicos e imuno-
histoquimicos que correspondam a complexidade genética de cada categoria.

Para atingir potencial invasivo e metastatico, um clone neopldsico deve
adquirir uma cole¢do de mutagdes que permitem multiplas vantagens, designadas
hallmarks por HANAHAN e WEINBERG (2000; 2014). Os autores admitem que a
invasdo ¢ precedida pela aquisicdo de um fendtipo agressivo, resultante de uma
mutagdo driver e instabilidade gendmica, mas sua conclusdao depende de habilidades
relacionadas a interagdo com o microambiente. Estas incluem processos com
participagdo direta ou indireta das tetraspaninas: perda de adesdo celular e
polaridade, motilidade celular, protedlise da membrana basal e matriz extracelular,
transicdo epitélio-mesénquima e angiogénese. Dessa forma, acredita-se que a célula

neoplasica e seu ambiente evoluam juntos para a progressao.
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A expressdo das testraspaninas avaliadas também mostrou diferengas entre o
urotélio ndo neoplasico e as amostras tumorais. Enquanto os carcinomas mostraram
perda de intensidade e extensdo de expressdo de CD9 em relacdo as amostras nao
neoplasicas pareadas, houveram ganhos na expressio de UPIII. Esta aparente
discrepancia pode ser explicada pelo método de score aplicado a UPIII, que
considerou positiva a expressdo citoplasmatica do marcador, enquanto o padrio
luminal de expressdo — frequente nas amostras ndao neopldsicas - foi anotado
separadamente, porém considerado negativo. As amostras ndo neoplasicas
mostraram expressdo predominantemente forte e focal de UPIII (luminal exclusiva
ou citoplasmatica focal) e os tecidos tumorais mostraram expressao
predominantemente fraca (citoplasmatica) porém extensa, sendo que os carcinomas
com perda completa ndo preservaram a expressdo luminal. Dessa forma, pode-se
dizer que a expressdo andmala das tetraspaninas, consideradas como perda de CD9 e
expressao subcelular de UPIII, foram caracteristicas das amostras neoplasicas.

Outro achado inesperado foi a relagdo da perda de CD9 e o género, sendo que
6/7 tumores com perda completa ocorreram em mulheres. Embora nosso estudo ndo
disponha de metodologias especificas para investigar este achado, alguns aspectos da
literatura oferecem explicagdes alusivas. Este achado ¢ ainda mais notavel
considerando o predominio do carcinoma urotelial na populagdo masculina, que
contudo motiva questionamento a respeito de possiveis diferengas biologicas
hormdnio-dependentes.  Alguns estudos epidemioldgicos, como o de
THORSTENSON et al. (2016), envolvendo 30.310 pacientes sugerem que o
carcinoma urotelial em mulheres suecas tem um curso mais agressivo. Contudo, o

mesmo estudo mostra que uma maior propor¢do de homens receberam tratamento
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otimizado (com BCG ou cistectomia radical). Ha ainda, extensa literatura a respeito
do papel de receptores hormonais no desenvolvimento e progressdo do carcinoma
urotelial. A hiper-expressdo de receptor de estrogeno ¢ mais frequente em tumores
musculo-invasivos, porém sem diferenga significativa entre os géneros (IDE et al.
2017). Também foi demonstrado que a manutengdo de GATA3 previne a progressao
tumoral em modelos experimentais de cancer de bexiga e ¢ inversamente regulada
por hormdnios sexuais (LI et al. 2014). De fato, no nosso estudo, dos 7 casos com
perda de CD9, 6/7 apresentaram expressdo negativa ou fraca de GATAS3.
Considerando que as tetraspaninas promovem a regulagdo intercelular a partir de
microvesiculas contendo receptores de membrana, ¢ possivel que sua perda funcional
esteja relacionada com estes aspectos.

No nosso estudo, interpretamos a expressdo citoplasmatica de UPIIl em
carcinomas uroteliais como andmala e possivelmente relacionada a perda da
diferencia¢do celular durante o processo oncogénico. TRATNIJEK et al. (2017)
demonstraram, em modelos experimentais, a relagdo entre a diferenciagdo urotelial e
a localiza¢dao dos filamentos e microtibulos das placas formadas por uroplaquinas.
As células uroteliais normais ainda em processo de diferenciagdo mantinham os
filamentos no citoplasma subapical ¢ os microtubulos em padrao net-like. Nas células
terminalmente diferenciadas, os filamentos desapareciam do compartimento
citoplasmatico e os microtubulos permaneciam como uma fina camada justaposta a
membrana plasmatica. A inibi¢do experimental da formacdo de filamentos actinicos
e microtubulos foi capaz de reduzir, respectivamente, a endocitose ¢ o transporte de

vesiculas.
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CONCLUSOES

As amostras malignas mostraram perda de intensidade e extensdao da
expressao de CD9 e padrao citoplasmatico (andémalo) de UPIII. Estas
alteragdes podem ser interpretadas acerca da perda de diferenciacdo celular
durante o processo oncogénico.

A perda de CD9 foi exclusiva em carcinomas nao-6rgao confinados, a
maioria nao papiliferos. A associacao entre a perda de CD9 e comportamento
agressivo foi demonstrada em varios 6rgdos e provavelmente relaciona-se
com o seu papel supressor de metastase, associado ao controle da proliferagao
celular e sinais de sobrevivéncia.

A diferenciagdo escamosa relacionou-se de maneira crescente com a

intensidade de expressao de CD9 e foi inexistente em casos com perda

O~

completa. Este achado sugere que o recrutamento de CD9 também
importante para conferir a célula capacidade de diferenciacao divergente.
A expressao das tetraspaninas estudadas mostrou diferengas em relagao a
alguns parametros morfologicos de diferenciagdo celular, comuns a
classificagdo em subtipos moleculares, porém nao houve associagdo direta.
Este achado corrobora que os subtipos refletem uma miriade de alteracgdes,
dificilmente reproduzidas por alteragdes em uma via ou mecanismo
especifico.

O melhor entendimento da dindmica das tetraspaninas em tecidos uroteliais

neopldsicos ¢ ndo neoplasicos e sua contribuicdo no processo de
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diferenciagdo tecidual podera propiciar o desenvolvimento de estratégias para
controlar terapeuticamente o seu papel na progressio do carcinoma,
eventualmente em paralelo as estratégias relacionadas aos subtipos

moleculares.
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Abstract

Objective: Ulceration is common in bladder tumors, but its prognostic role, although intuitive, is not established. We aim to explore the
presence of gross ulceration and its relationship with other morphological and biological features classically associated with extravesical
disease, in patients submitted to radical cystectomy.

Methods: Tumor size and morphology were noted on 101 cystectomy patients (2000-2010). Papillary, exophytic, and vegetant tumors
were grouped as “papillary” and solid/nodular, ulcerated and infiltrative as “nonpapillary.” Ulceration was noted grossly in every case as a
binary parameter, regardless of morphology. Immunohistochemistry was performed for hypoxia (hypoxia-inducible factor-1a and vascular
endothelial growth factor), and cell cycle proteins (pRb, p53, and cyclin D1).

Results: Mean age was 66.7 year, male:female ratio was 2:1, 20 patients received bacillus Calmette-Guerin and 10 neoadjuvant
chemotherapy. Upstaging rate was 56.4%. Ulcerated lesions presented mostly as nonpapillary and nonorgan confined (nOC), whereas
nonulcerated tumors were often papillary and organ confined (OC). Tumor size was smaller in nonpapillary tumors (P = 0.002), but did not
associate with altered hypoxia or cell cycle expressions. pRb and cyclin D1 loss and p53 overexpression were more frequent in ulcerated and
non-OC tumors as did the phenotype vascular endothelial growth factor-negative/hypoxia-inducible factor-la-low (P < 0.001). On a
multivariate model, ulceration was an independent predictor of non-OC and extravesical disease.

Conclusion: Patients with ulcerated tumors were often staged with extravesical disease, independent of other morphologic and biological
features known to affect prognosis. Prospective studies are needed to confirm the predictive value of tumor ulceration at cystoscopy, which
could improve patient stratification for neoadjuvant chemotherapy.

Graphical abstract: Interactions between clinical and biological parameters of known prognostic relevance in bladder cancer, and its
relationship with tumor ulceration. © 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Bladder cancer; Ulceration; Morphology; Hypoxia; Cell cycle; pappilary
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invasive bladder cancer (MIBC) and treatment-refractory
non-MIBC (NMIBC). Outcome after surgery differs sig-
nificantly between organ confined (OC) and extravesical
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Background: Invasive urothelial carcinoma still carries a high mortality rate. Hence, reproducible and clinically
useful prognostic markers are needed for better patient stratification. pS3, pRb, cyclin D1 and HER2 are
implicated in progression and invasive behavior in urothelial carcinoma. We investigated immunohistochemical
expression of these markers and correlated with pathological stage and outcome. Design: Slides and paraffin
blocks were retrieved from 98 patients with urothelial carcinoma treated by cystectomy at our institution (2000-
2010). Immunohistochemistry was performed for each marker on TMA and whole slides. Pathological stage (pT)
was categorized as Superficial (pTis/pTa/pT1; n=18), Muscle-invasive (pT2; n=22) and non-Organ Confined
(non-OC) (pT3/pT4; n=58). For each marker cut-offs for altered expression were defined based on comparison to
corresponding benign urothelial controls. Outcome data was available in 88 patients as disease specific survival
(DSS), overall survival (OS) and progression. Results: Mean patient age was 66y (34-90) and M:F ratio was
1.85. Pre-operative BCG treatment was rendered in 16/78 (20%) patients. Altered expression of p53, pRb, cyclin
D1 and HER2 was seen in 39 (39%) 21 (21%), 39 (39%) and 18 (18%) tumor samples, respectively. Markers
within the same pathway significantly correlated: pRb with cyclin D1 and p53 which in turn correlated with
HER?2 (1r 0.2-0.3; p<0.03). Pathological stage was predictive of all outcome parameters. Abnormal expression of
pRb and cyclin D1 associated with non-OC disease (p=0.05 and p=0.0001, respectively). Co-alteration of p53 and
pRb was present in 14 tumors 12 of which were non-OC (p=0.02). OS, DSS and progression rate were 46%, 67%
and 37%, respectively (mean FU of 52,2mo). pRb loss was a predictor of OS in superficial tumors (p=0.02) while
p53 showed a trend towards progression (p=0.08) but no marker was predictive of DSS. Conclusions: All
markers were altered in urothelial carcinoma compared to benign controls. Proteins within the same pathway
were well correlated. Although high cyclin D1 expression and pRb loss were significantly more frequent in non-

OC disease, prognostic value was limited in our cohort. Category: Genitourinary (including renal tumors)
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[1034] Gross Morphology Correlates with Non-Organ Confined Disease (Non-OC) in Cystectomy

Specimens

Luciana Schultz, Gilcy R Damm, Walter H da Costa, Gustavo C Guimaraes, Isabela W da Cunha, Fernando A

Soares. Fundagdo Antonio Prudente, Sao Paulo, Brazil; AC Camargo Hospital, Sdo Paulo, Brazil

Background: Gross and microscopic features correlate with pathological staging in cystectomy specimens.
Current recommendations suggest that size and location are relevant but do not contemplate presence of
ulceration or gross morphology of the lesion. Design: We reviewed slides from 100 patients with urothelial
carcinoma treated by cystectomy at our institution (2000-2010). Adequate gross info was available on 98 reports.
Gross morphology description was categorized in 4 groups: I. Papillary (n=2); II. Exophytic (n=18); IIIL
Vegetant, Sessile or Nodular (n=32); IV: Infiltrative, Ulcerative or Flat ulcerated (n=46). Presence of ulceration
was accessed independent of Gross category. Pathological stage (pT) was grouped in Superficial (pTis/pTa/pT1;
n=20), Muscle-invasive (pT2; n=24) and non-OC (pT3/pT4; n=56). Dome, anterior wall and bladder neck were
considered adverse locations. Tumor volume was obtained in 80 reports multiplying the 3 largest dimensions.
Microscopic features such as arterial and perineural invasion, node density and positive margins were also
accessed. Results: Mean patient age, tumor size and volume was 66 (34-90), 3.8 cm (0.8-8.5) and 35 cm® (0.4 —
194), respectively and M:F ratio was 1.85. Gross morphology and presence of ulceration significantly correlated
with pT (p=0.003 and p=0.001, respectively). All tumors from adverse locations were at least muscle invasive
(p=0.09). Tumors from Gross category IV were smaller (p=0.003 for cm and 0.007 for cm’), despite association
with non-OC disease. Gross category IV and presence of ulceration did not correlate with microscopic parameters
but all microscopic parameters correlated with non-OC disease and among each other (p<0.03). On a multivariate
analysis for non-OC disease, Gross category IV was an independent predictor of non-OC disease (p=0.009),
along with arterial and perineural invasion. Node density and positive margins did not keep the significance.
Conclusions: Ulceration and tumor gross morphology are strongly associated with non-OC bladder cancer.
Therefore including this data in the cystectomy report may optimize prognostic information, along with other
classic gross and microscopic parameters. Category: Genitourinary (including renal tumors)
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[1028] Dendrogram Analyses of Relative Expression Between Bladder Cancers and Controls Identify

PTEN-HIF1a Association as an Alteration Characteristic of Malignancy.

Luciana Schultz, Claudia M Coutinho-Camillo Ph.D, Isac Castro PhD, Gilcy R Damm, Samuel JT Spagnul,
MD, Isabela W Cunha M.D. Ph.D, Luiz F Onuchic, MD, PhD, Fernando Soares MD, PhD. AC Camargo Cancer
Center, Sao Paulo, Brazil and Universidade de Sdo Paulo, School of Medicine,

Sao Paulo, Brazil.

Background: Drugs that target the PIK3/AKT/mTOR pathway are been considered for advanced or post-
cysplatin bladder cancer. Clinical trials have shown long term response in some patients but resistance is not
infrequent and relates to PTEN loss. Here we compare and measure intrinsic associations between mTOR
pathway members and their main known interactions, in malignant and nonmalignant urothelial tissue. Design:
Samples from 101 bladder tumors resected by cystectomy and adjacent histologically benign urothelium (paired
control) were collected. Markers (proteins/genes) of cell cycle, mTOR and hypoxia-inducible pathway were
analyzed by immunohistochemistry (IHC) and RTPCR. Relative expression of tumors and controls was obtained
by subtraction (IHC) or division (RTPCR). Dendrograms were constructed to compare and measure intrinsic
associations. A discriminatory multivariate analysis was used to separate variables (Wilks Lambda test) and
measure centroid distances (Mahalanobis test). Cluster analysis was then used to determine the associations and
categorize groups. The markers were organized by median connection within groups as elements of a tree, where
the leaves represent patients and the length between knots represent distance by Pearson correlation. An a < 5%
was adopted for type I error and < 20% for type II. Results: The dendrogram of immunoexpression in controls
followed a physiological array, discriminating the different pathways and linking hypoxia with cell cycle proteins
before connection with the mTOR branch. In tumors, dendrograms of relative expression showed significant
association between PTEN and HIF 1o, both at the protein and gene expression levels. The imbalance included
association between pRB and the pS6/pAKT duet displayed by IHC. The finding of association between caspase3
and AKT3 mRNA expression was also suggestive of pathway deregulation. Analysis of absolute expression in
tumor samples did not reveal association between PTEN and HIF1a. Conclusion: mTOR and hypoxia pathways
are deregulated in bladder tumors and a PTEN-HIF1a association may play a pivotal role. Analizing the relative
expression between tumors samples and adjacent histologically benign urothelium seems more robust than tumor
expression alone. Our results are in line with targeted therapy for mTOR and hypoxia pathways in bladder cancer

and further suggest that combined inhibition might be beneficial.
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[849] Low Immunoexpression of phosAKT Correlates with Upregulation of mTOR Pathway and HIF1a

Gene Expression

Claudia M Coutinho-Camillo Ph.D, Luciana Schultz, Isac Castro PhD, Gilcy R Damm, Isabela W Cunha M.D.
Ph.D, Luiz F Onuchic, MD, PhD, Fernando Soares MD, PhD. AC Camargo Cancer Center, Sao Paulo, Brazil
and Universidade de S&o Paulo, School of Medicine,Sao Paulo, Brazil.

Background: Drugs that target the PIK3/AKT/mTOR pathway are been considered for advanced or post-
cysplatin bladder cancer. Clinical trials have shown long term response in some patients but resistance is not
infrequent and is may relate to pathway interactions or deregulation. Accessible biomarkers of tumor response are
needed for better patient selection. Design: Samples from 72 bladder tumors resected by cystectomy and adjacent
histologically-benign urothelium (paired control) were collected. Immunohistochemistry (IHC) for phosAKT
(Serd73) was performed and scored as percent of positive cells. Cluster analysis identified 2 groups and a cut-off
of 3.3 was reached by ROC curve. Gene expression of mTOR pathway members (PTEN, AKT3, MTOR,
EIF4EBP1 and RPS6), HIF1o and cell cycle (TP53, RB1 and MIK67) were analyzed by RT-PCR. Categorized
phosAKT expression was then compared to mRNA levels by Kruskall-Wallis test with Muller-Dunn post-test.
Results: Mean (median) phosAKT expression was 18.8 (10.0) in malignant samples and 61.8 (70.0) in controls.
Tumors in the cluster with lower levels of phosAKT (n=7) significantly associated with higher mRNA expression
of all genes related with mTOR pathway and HIF1a (p<0.001), but not with those related to cell cycle (p=NS).
Mean mRNA expression in this subset compared to the remaining samples were 3.45 vs. 0.44 for PTEN 2.87 vs.
0.08 for AKT3 19.53 vs. 0.09 for MTOR 15.70 vs. 0.18 for EIF4EBP1, 6.12 vs. 0.24 for RPS6 and 14.17 vs. 0.12
for HIF1a.Conclusion: Bladder tumors showed lower levels of phosAKT compared to adjacent histologically-
benign urothelium, suggesting that phosAKT loss is implicated in bladder oncogenesis. Furthermore, the subset

with more intense loss showed significant upregulation of mTOR pathway and HIF1a gene expression.
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[1027] A microRNA Profile Identifies a Subset of Bladder Cancers with Favorable Prognosis that Are

Enriched for phosS6 Overexpression.

Luciana Schultz, Claudia M Coutinho-Camillo Ph.D, Renato D Puga MSc, Isac Castro PhD, Gilcy R
Damm, Samuel JT Spagnul, MD, Isabela W Cunha, Dr, MD, PhD and Fernando A Soares Md, PHD.

AC Camargo Cancer Center, Pathology, Sao Paulo, Brazil; Hospital Israelita Albert Einstein, Center for
Clinical Research, Sao Paulo, Brazil; Universidade de Sao Paulo, School of Medicine, Sao Paulo, Brazil

and Instituto de Anatomia Patologica, Santa Barbara d'Oeste, Brazil.

Background: mTOR inhibition is being considered for advanced and cysplatin-resistant bladder cancer. miRNAs
have been implicated in mTOR pathway downregulation in a subset of bladder cancers. Design: The cohort
consisted of 74 patients treated by cystectomy for urothelial carcinoma: 10/74 (14%) pTa/pTis/pT1 21/74 (28%)
pT2, and 43/74 (58%) pT3/pT4. Immunohistochemistry was performed for phosS6 (Ser 235/236): 35/74 tumors
were negative, 31/74 showed low levels and 8/74 showed high levels (cut-off of 22.5% of positive cells). We
applied parametric statistical method t-test with 1000 permutations and p-value <0:05, to identify differentially
expressed miRNAs. With these data, we did a hierarchical cluster supported with Pearson correlation that
identified two main groups. A miRNA microarray was performed for all tumors. Results: Cluster analysis
revealed 17 diffentially expressed miRNAs, broadly dividing the samples into two groups: one with a miRNA
over-expression profile and other with an under-expression signature. Cluster I showed up-regulation of mir-29,
mir-130, and mir-518, and Cluster II showed down-regulation of mir-493, mir-125a, mir-320, mir-204 and mir-
145. Opposite profiles were observed for mir-382, mir-324, mir-492 and mir-138, which were up-regulated in
Cluster I while down-regulated in Cluster II. Seven/8 phosS6 overexpressers belonged to Cluster II. Furthermore,
clinic-pathological and outcome differences were significant (p<0.033). Cluster I was composed predominantly
of males (75%) 12/42 (29%) patients were younger than 60y, with non-papillary tumors enriched for squamous
differentiation. Half (51%) of patients in Cluster II were females 26/31 (84%) patients were older than 60y, often
with multifocal tumors (11/31; 35%) enriched with papillary histology. Pathological stage, perineural or vascular
invasion, and node or margin status were not significantly different between the two groups. Mean follow-up time
(75 percentile) was 8.15 years. Disease-specific survival in Cluster I was 49% while 74% in Cluster II (p=0.028).
Conclusion: We reveal several miRNAs possibly implicated in mTOR regulation in bladder cancers. Their
profile may be able to distinguish a favorable prognostic group, with similar sex distribution and older age group,

whose tumors are enriched for phosS6 overexpression, papillary histology and multifocal disease.
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[1029] Overexpression of mTOR Pathway Members Reveals Different microRNA Backgrounds that Can
Be Linked by phosS6.

Luciana Schultz, Claudia M Coutinho-Camillo Ph.D, Renato D Puga MSc, Isac Castro PhD, Gilcy R
Damm, Samuel JT Spagnul, MD, Isabela W Cunha, Dr, MD, PhD and Fernando A Soares Md, PHD.

AC Camargo Cancer Center, Pathology, Sao Paulo, Brazil; Hospital Israelita Albert Einstein, Center for
Clinical Research, Sao Paulo, Brazil; Universidade de Sao Paulo, School of Medicine, Sao Paulo, Brazil

and Instituto de Anatomia Patologica, Santa Barbara d'Oeste, Brazil.

Background: PI(3)K/AKT/mTOR/CCNDI1 pathway alterations have been reported to be frequent and mutually
exclusive in urothelial cancer. microRNAs (miRNA) are implicated in mTOR pathway down-regulation in a
subset of bladder tumors. Design: Immunohistochemistry for pAKT(Ser473), cyclin D1 and pS6 (Ser235/236)
was conducted on a well-characterized cohort of 74 urothelial tumors of patients treated by cystectomy and paired
peripheral histologically-benign urothelium. Each maker was scored as percent of positive cells and relative
expression between malignant and benign samples was calculated by subtraction. A cut-off was reached by ROC
curve for the positive tumor samples and higher levels were considered overexpression (high) for pAKT (n=6),
cyclin D1 (n=14) and pS6 (n=8). Within this subset, we applied the parametric statistical method t-test with 1000
permutations and p-value <0:05, to identify differentially expressed miRNAs. With these data, we did a
hierarchical cluster supported with Pearson correlation. This cluster showed three distinct groups, one been
negative expression. A miRNA microarray was then performed.Results: Overexpression of pAKT and cyclin D1
were mutually exclusive events, accurately classified by unsupervised cluster analysis (n=20) of the miRNA
matrix. Five/8 pS6-high belonged to this group and most of them (4/5) coincided with cyclin D1-high. There
were 21 differentially expressed miRNAs, mainly related to tissue differentiation, and also to epithelial-
mesenchymal transition, apoptosis and immune response. Up-regulated miRNAs included mir-200 family, mir-
20, mir-10 and mir-90 and down-regulated miRNAs included mir-199 family, mir-146 family and mir-150.
Cyclin D-high samples were broadly divided into two halfs, one of them having a profile that was more similar to
that of pAKT-high than the remaining samples, and this subset included all 5 pS6-high tumors.Conclusion: Our
findings suggest that overexpression of cyclin D1 and pAKT are mutually exclusive in bladder cancer and bare
different miRNA epigenetic background. Overexpression of pS6 is frequent in this scenario and more often
coincide with overexpression of cyclin D1. This event seems to approach the miRNA profiles of cyclin D1 and

pAKT in up-regulated tumors.
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