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RESUMO

Spagnul SJT. Andlise por imunoistoquimica das proteinas p53, pRb,
HER-2 e Ciclina D1 em tumores vesicais em pacientes submetidos a
cistectomia radical. Sdo Paulo; 2013. [Dissertacido de Mestrado-Fundagao

Antdnio Prudente].

Introducgéo: O carcinoma urotelial ainda apresenta alta taxa de mortalidade.
Assim, marcadores prognosticos s&o necessarios para melhor estratificacdo
dos pacientes para risco de progressao da doenga. As proteinas p53, pRb,
Ciclina D1 e o0 HER-2 estao implicadas na progressdao e no comportamento
invasivo no carcinoma urotelial. NoOs investigamos a expresséo
imunoistoquimica destes marcadores e a sua correlacdo com o estadio
patolégico e clinico assim como desfecho clinico. Métodos: Laminas e
blocos de parafina foram obtidos em 99 pacientes com carcinoma urotelial
tratado por cistectomia radical no Hospital A.C.Camargo no periodo entre
2000 e 2010. A imunoistoquimica foi realizada para cada marcador em
placas de TMA e Iaminas inteiras. Os pacientes foram agrupados por estadio
patolégico (pT) em caéncer de bexiga ndo musculo invasivo CBNMI
(pTis/pTal/pT1, n=10), cancer de bexiga musculo invasivo (pT2, n=11) e
doenga ndo 6rgdo confinada (ndo-OC) (pT3/pT4, n=78). Para cada
marcador, a expressao alterada foi definida por ponto de corte baseado na
comparagao com os correspondentes benignos, isto €, os controles. Os
dados dos resultados estavam disponiveis em todos os pacientes, como a
sobrevida cancer-especifica (SCE), a sobrevida global (SG) e a progressao.
Resultados: A média de idade dos pacientes foi de 67 anos (35-87).
Tratamento pré-operatério com BCG foi realizado em 20/99 (20%) pacientes.
Expressao alterada de p53, pRb, Ciclina D1 e HER-2 foi observada em 39
(39,39%), 21 (21%), 17 (17%) e 35 (35%) casos, respectivamente.
Marcadores da mesma via correlacionados foram o pRB com p53. Os

demais marcadores nao se correlacionaram entre si. Expressao anormal de



pRb esteve associada a CB ndao-OC (p=0,004) e Ciclina D1 hiperexpressa
(p=0,007) esteve associada a doenga menos agressiva. Coalteragao de p53
e pRb esteve presente em 14 tumores, 12 dos quais eram n&o-OC (p=0,02).
SG e SCE foram 57,3% e 44,6%, respectivamente (média de 31,3 meses de
seguimento). A superexpressao do p53 (escore 4) nos pacientes com CBMI
ao diagndstico foi preditor de SCE (p=0,02). Quando analisamos somente o
grupo com CBNMI na peca de cistectomia, o HER-2 foi preditor de SCE
(p=0,046). Conclusédo: Os marcadores estudados n&do foram preditores de
sobrevida nesta coorte, exceto quando os estratificamos em subgrupos
expressivos. Dos marcadores do ciclo celular os que se relacionaram entre
si foram o pRb e o p53. A Ciclina D1 hiperexpressa esteve associada a
tumores menos agressivos e HER-2 se associou aos tumores ndo musculo

invasivos na peca de cistectomia.



SUMMARY

Spagnul SJT. [Immunohistochemistry analysis of p53, pRb, Erb-2 and
Cyclin D1 in bladder tumors in patients undergoing radical cystectomy].
Sao Paulo; 2013. [Dissertacao de Mestrado-Fundacédo Anténio Prudente].

Introduction: Invasive urothelial carcinoma still carries a high mortality rate.
Reproducible and clinically useful prognostic markers are thus needed for
better patient stratification. p53, pRb, cyclin D1 and HER-2 are implicated in
progression and invasive behavior in urothelial carcinoma. We investigated
the immunohistochemical expression of these markers and correlated them
with pathological stage and outcome. Methods: Slides and paraffin blocks
were retrieved from 99 patients with urothelial carcinoma who were treated
by cystectomy in our institution (2000-2010). Immunohistochemistry was
performed for each marker on TMA and whole slides. Pathological stage (pT)
was grouped in non-muscle-invasive (pTis/pTa/pT1; n=10), invasive-muscle
(pT2; n=11) and non-organ-confined (non-OC) (pT3/pT4; n=78). Each marker
for altered expression was defined in comparison to the corresponding
benign urothelial controls. Outcome data was available in all patients as
disease specific survival (DSS), overall survival (OS) and progression.
Results: The mean patient age was 67 years (35-87). Pre-operative BCG
treatment was rendered in 20/102 (19.61%) patients. Altered expression of
p53, pRb, cyclin D1 and HER-2 was seen in 39 (39%), 21 (21%), 17 (17%)
and 35 (35%) tumor samples, respectively. Markers within the same pathway
significantly correlated were pRb and p53. The other markers did not
correlate with each other. Pathological stage was predictive of all outcome
parameters. Abnormal expression of pRb was associated with non-OC
disease (p=0.004) and Cyclin D1 hyperexpressed was associated with less
aggressive disease (p=0,007). Co-alteration of p53 and pRb was present in
14 tumors, 12 of which were non-OC (p=0.02). OS and DSS were 57.3% and
44.6%, respectively (mean FU of 31.3 mo). The loss of pRb showed a trend



of progression in superficial tumors (p=0.07), whereas overexpression of p53
in patients with muscle-invasive group at diagnosis was predictive of DSS
(p=0.02). When analyzing but the group with non-muscle invasive group in
the cystectomy piece HER-2 was a predictor of SCE (p=0.046). Conclusion:
The markers studied were not predictors of survival in this cohort, except
when stratified into subgroups. Of the cell cycle markers that were related to
each other were the pRb and p53. Cyclin D1 hyperexpressed was associated
with less aggressive tumors and HER-2 was associated with non-muscle

invasive tumors in the piece of cystectomy.
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1  INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer de bexiga (CB) € o nono tumor mais frequente no mundo,
com 330.000 novos casos diagnosticados a cada ano e 130.000 mortes
relacionadas (PLOEG et al. 2009). Atualmente é o quarto tumor mais
frequente em homens e 0 nono entre as mulheres, nos Estados Unidos. Sua
taxa de incidéncia apresentou um leve aumento desde os anos 80, tendo
sido acompanhado, porém, de queda nas taxas de mortalidade. Seu pico de
incidéncia encontra-se entre a 6% e 7% décadas de vida, raramente
acometendo pacientes jovens. Dificilmente ocorre de modo silencioso, o que
justifica o fato de ser raramente encontrado incidentalmente em necropsias,
diferentemente do tumor de préstata (JEMAL et al. 2005).

No ano de 2012, estimam-se, para o Brasil, 6.210 casos novos de CB
em homens, o que configura a sétima neoplasia mais prevalente no sexo
masculino no nosso meio (3,2% de todos os canceres). Entre as mulheres, o
CB nao figura entre as neoplasias mais frequentes, sendo previstos, no

Brasil, 2.690 novos casos no mesmo periodo (Ministério da Saude 2011).



1.2 FATORES DE RISCO

o Tabagismo

A associagao tabaco-cancer de bexiga € bastante conhecida e os
metabdlitos presentes no cigarro sdo responsaveis por 50% dos tumores
vesicais, sendo os tabagistas quatro vezes mais afetados do que a
populacdo geral (MESSING 2002). A incidéncia do CB esta diretamente
ligada ao tempo de exposi¢cdo ao tabaco e ao numero de cigarros fumados

por dia (BRENNAN et al. 2000).

o Exposicéo a carcindégenos

Depois do tabagismo, a exposi¢gao aos carcinogenos € o fator de risco
mais importante para o desenvolvimento do CB. Os derivados do benzeno
encontrados na industria de produtos téxteis, tintas e quimica séao
conhecidos carcindgenos envolvidos na génese do CB (PASHOS et al.

2002).

o Radioterapia (Rtx)

A associagdo da Rix com CB é conhecida e geralmente segue
tratamentos de radioterapia pélvica para tratamento de neoplasias pélvicas
(CHROUSER et al. 2005). Verifica-se um risco aumentado de pacientes
submetidos a Rtx desenvolverem CB, inclusive para o tratamento do

carcinoma de prostata (NIEDER et al. 2008).



. OQutros
Uso de dispositivos intravesicais (LOCKE et al. 1985) e infec¢ao por
Schistosoma haematombium, ambos associados ao carcinoma de células

escamosas (CEC) de bexiga (MESSING 2002).



2 DIAGNOSTICO E ESTADIAMENTO

2.1 DIAGNOSTICO

) Sintomatologia

Estima-se que 10% dos pacientes com hematuria microscopica e 25%
dos que apresentam hematuria macroscopica tenham algum tipo de tumor
geniturinario, sendo o CB o mais comum. A manifestacdo clinica mais
comum do tumor de bexiga € a hematuria macroscépica indolor (KHADRA et

al. 2000).

o Cistoscopia

O padréao ouro para o diagndstico do CB ¢é a cistoscopia. O achado de
lesdo vesical compativel com tumor na cistoscopia apresenta correlagao
anatomopatolégica em 90% dos casos. A cistoscopia também devera ser o
método de seguimento desses pacientes (CINA et al. 2001). O uso de
meétodos fotodindmicos pode ser um importante fator para a identificacéo e

avaliacéo de areas de carcinoma in situ (CIS) (STENZL et al. 2010).

o Citologia urinaria
A citologia urinaria € usualmente empregada tanto no diagndstico de

pacientes com suspeita de CB quanto no seguimento apos terapéutica, com



sensibilidade de 35% e especificidade de 94% (BROWN 2000; HALLING et

al. 2000).

o Resseccao transuretral de bexiga (RTU-b)

O diagnastico definitivo é realizado por meio de ressecgao transuretral
(RTU-b) sob anestesia, com retirada em separado de material da base da
lesdo (camada muscular prépria/musculo detrusor) para analise patologica, a
fim de determinar o nivel de invasdo. Bidpsias aleatorias deverao ser
realizadas somente na presenca de area suspeita para CIS ou nos casos
com citologia urinaria positiva (area com hiperemia e aspecto mais elevado
do urotélio). Na suspeita de CIS, bidpsias de uretra prostatica também
devem ser realizadas (VAN DER MEIJDEN et al. 1999).

Ha um risco de 33-53% de doenca residual apds a primeira RTU-b, o
que justifica, em casos selecionados, uma segunda RTU-b (JAHNSON et al.

2005).

2.2 ESTADIAMENTO

O estadiamento se faz para avaliar a extensao local do tumor e a
pesquisa de metastases. Entretanto, a acuracia no estadiamento do tumor
vesical pela tomografia computadorizada (TC) é de 55% (KIM et al. 2004) e
a ressonancia magnética (RM) falha em detectar metastases linfonodais em

15% dos pacientes (PAIK et al. 2000).



A radiografia de térax (Rx) deve ser realizada rotineiramente na
pesquisa de metastases pulmonares, podendo ser, eventualmente,
complementada com TC no caso de lesbdes suspeitas ao Rx (KIM et al.
2004).

O uso da cintilografia éssea para pesquisa de metastase éssea so é
empregado em casos suspeitos, nao devendo ser realizado rotineiramente,
visto que a probabilidade de ser encontrado acometimento 6sseo por
metastase é baixa, em torno de 5% (BRISMAR e GUSTAFSON 1988; HAIN
e MAISEY 2003).

A presenca de lesao tumoral no trato urinario alto acompanhando o
CB cursa em torno de 4% (HERRANZ-AMO et al. 1999), sendo que nos
tumores de alto grau histolégico localizados na regido trigonal a
concomitancia pode chegar a 10% (MESSING 2002; OOSTERLINCK 2004).
Sendo assim, o rastreamento de tumor do trato superior fica restrito a

pacientes considerados de alto risco (KIM et al. 2004).



3 PATOLOGIA

Os tumores de bexiga sdo na maioria dos casos derivados do urotélio.
Estima-se que em mais de 90% dos casos a histologia corresponda a
carcinoma de células uroteliais (CU). Os demais tipos histolégicos sao raros,
sendo o carcinoma de células escamosas (CEC) responsavel por cerca de
7% dos casos, e esses, por sua vez, estando altamente relacionados a
metaplasia escamosa causada por irritagdo do urotélio por calculos,
cateteres e agentes infecciosos como o Schistosoma haematobium. O
adenocarcinoma € achado em torno de 2% dos casos e tem associagdo com
extrofia vesical e persisténcia do uraco. Outras formas de tumores vesicais
sdo extremamente raras, como os sarcomas de bexiga (MESSING 2002).

Cerca de 70% dos casos de CB sao diagnosticados inicialmente como
doenga nao musculo invasiva (CBNMI), por nao invadirem a muscular
propria da bexiga; 30% apresentam ao diagndstico doenga musculo invasiva
(CBMI) (VAIDYA et al. 2001).

A graduacgdo histolégica atualmente adotada é a da Organizagao
Mundial da Saude (OMS). Em 1998, o consenso OMS/ISUP (International
Society of Urological Pathology) propds nova classificagdo de grau
histolégico com melhor correlagéo clinicopatoldgica, dividindo os tumores de
bexiga em tumores de alto e baixo grau de diferenciagao celular, modificada

em 2004 (EPSTEIN et al. 1998; SAUTER et al. 2004).



Quadro 1 - Organizagdao Mundial da Saude (OMS). Consenso OMS/ISUP
(International Society of Urological Pathology) — Graduagao histologica

Organizagédo Mundial da Saude (OMS). Consenso OMS/ISUP (International Society of
Urological Pathology) — Graduagéo histological

1973 — Graduac¢do da WHO
Papiloma urotelial

Grau 1: bem diferenciado

Grau 2: moderadamente diferenciado

Grau 3: pouco diferenciado

2004 - Graduacédo da WHO

Papiloma urotelial

Neoplasia urotelial papilifera de baixo potencial maligno
Carcinoma urotelial papilifero de baixo grau

Carcinoma urotelial papilifero de alto grau

Os subtipos morfolégicos podem ser importantes para prognéstico da
doenca e para tratamento. Atualmente, as seguintes diferenciacbes séo

usadas (Quadro 2):

Quadro 2 - Subtipos e variantes de carcinoma uroteliais

Tipos de carcinomas uroteliais

Urotelial (mais de 90% dos casos)

Urotelial com diferenciagcao epiderméide

Urotelial micropapilifero

Urotelial com diferenciagao trofoblastica

Carcinoma de pequenas células

Carcinoma variante em “ninhos”

Carcinoma de células fusiformes-sarcomatoide
Fonte: WASCO et al. (2010)




4 PROGNOSTICO

O estadiamento patolégico do CB segue critérios internacionais de
padronizagao. Abaixo o sistema TNM, da Uniao Internacional Contra o

Cancer 2009 (SOBIN et al. 2010).

Quadro 3 - Classificagcdo TNM 2009 dos tumores de bexiga

Classificacdo | T- Tumor primario

X Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Nao ha evidencia de tumor primario

T1 Carcinoma papilifero nao invasivo

Tis Carcinoma in situ: “tumor plano”

T Tumor que invade o tecido conjuntivo subepitelial

T2 Tumor que invade o musculo

T2a Tumor que invade a musculatura superficial (metade interna)

T2b Tumor que invade a musculatura profunda (metade externa)

T3 Tumor que invade o tecido perivesical

T3a Microscopicamente

T3b Macroscopicamente (massa extravesical)

T4 Tumor que invade qualquer uma das seguintes estruturas: prostata,
utero, vagina, parede pélvica ou parede abdominal

T4a Tumor que invade préstata, utero ou vagina

T4b Tumor que invade parede pélvica ou abdominal

N- Ganglios linfaticos

NXx Ganglios linfaticos nao avaliados

N1 Metdstase em um Uunico ganglio na pelve menor (hipogastrica,
obturatdria, iliaca externa ou pré-sacral)

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

N3 Metastase em ganglio da cadeia iliaca comum

M- Metéstase a distancia
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Presenca de metastase a distancia

Fonte: SOBIN et al. (2010)

Os CB apresentam critérios clinicos e patoldgicos que, somados, sao

capazes de predizer recidiva e progressao tumoral.
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Quadro 4 - Critérios clinicos e anatomopatolégicos para estimar as chances
de recidiva e progresséo tumoral nos tumores ndo musculo invasivos

Grupo de risco dos tumores ndo musculo invasivo de bexiga
Baixo risco Risco intermediario Alto risco
Tumor <3 cm Tumor >3 cm Tumor >3 cm
Unico Unico ou multiplo Multiplo
Baixo grau Baixo grau Alto grau
PTa pTa pT1
Auséncia de CIS Auséncia de CIS Presenca de CIS

Fonte: Sociedade Brasileira de Urologia-SBU (2009)

Os CBNMI apresentam alta probabilidade de recorréncia, em torno de
60%. A progressdo para a doenga musculo invasiva ocorre em 10-20%
(FRADET e LACOMBE 2000). A recorréncia (persisténcia) do tumor em 9
meses apos terapia com BCG esteve associada com progresséao e 6bito por
cancer em 30% dos casos (MERZ et al. 1995). Quando a recidiva ocorreu,
em 3 meses a progressado para CBMI foi de 80% (SOLSONA et al. 2004).

O CIS primario confinado a bexiga é tratado com BCG, obtendo-se
uma taxa de resposta completa de até 93%. No entanto, o CB com CIS
associado apresenta até 50% de progresséo para CBMI (LOSA et al. 2000).
A presenca isolada de CIS classifica a lesdo como sendo de alto risco para

recorréncia, com taxas que variam de 63 a 92% (HENEY 1992).
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5 TRATAMENTO

5.1 CANCER DE BEXIGA NAO MUSCULO INVASIVO (CBNMI)

A recorréncia e progressédo do CBNMI estdo fortemente associadas
ao grau da lesao e a presencga de infiltracdo da Iamina propria. A progressao
tumoral varia de 6 a 25% em pTa e de 27 a 48% no pT1 (BRAUERS et al.
2001).

O subestadiamento em CBNMI é variavel, podendo chegar a até 60%.
Esses autores associam o achado a multiplas recorréncias pré-cistectomia e
a nao realizagdo de Re-RTU-b (STEIN et al. 2001). HERR (1999) encontrou
49% de CBMI que foram inicialmente diagnosticados com CBNMI. Os
tumores pTa e pT1 tém tratamento padrao com resseccao endoscoépica do
tumor associados ou ndo a terapia intravesical adjuvante. No entanto, a
cistectomia nos pacientes com tumores T1 vem sendo aplicada em tumores
multicéntricos, grandes e com CIS concomitante (OOSTERLINCK et al.
2002).

A cistectomia precoce no CBNMI, especificamente no T1 alto grau, foi
benéfica para aumentar a sobrevida global em 10 anos de 50 a 60% para
90% naqueles casos que foram inicialmente diagnosticados com CBNMI e
que progrediram para CBMI ao longo de 2 anos (HERR e SOGANI 2001).

Ha evidéncias concretas de que a terapia com BCG previne a

recorréncia, porém n&o a progressao do CB (SYLVESTER et al. 2010).
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5.2 CANCER DE BEXIGA MUSCULO INVASIVO (CBMI)

O tratamento padrdo para os CBMI é a cistectomia radical com
linfadenectomia regional. No entanto, se analisarmos todos os pacientes que
se submetem a CR, somente 50% estardo vivos apos 5 anos (STEIN e
SKINNER 2006).

A técnica da cistectomia envolve a retirada da bexiga e de 6rgédos
adjacentes; no homem, a prostata e as vesiculas seminais e, nas mulheres,
frequentemente, o utero e anexos. A uretrectomia devera ser realizada se
houver margens positivas ao nivel da uretra, se o tumor primario invadir o
colo vesical (em ambos os sexos) ou em casos de invasdo extensa da
prostata (HAUTMANN et al. 2007). A linfadenectomia padrdo no CB inclui a
remocgao dos tecidos linfonodais cranialmente a bifurcagéo dos vasos iliacos,
a fossa obturadora e os linfonodos pré-sacrais. A linfadenectomia alargada
se estende até a bifurcagdo da aorta (MILLS et al. 2007).

As invasdes vasculares e linfaticas se comportam como fatores
independentes de progndstico (LEISSNER et al. 2003). Ha trabalhos que
mostram que a densidade linfonodal, ou seja, a quantidade de linfonodos
acometidos em relacédo aos linfonodos ressecados € importante para melhor
estadiamento do estadio N (JENSEN et al. 2011). HERR et al. (2004)
demonstraram que a retirada de mais de dez linfonodos reduz a
possibilidade de recorréncia pélvica em cinco vezes e duplica as chances de

sobrevida em cinco anos.
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Em pacientes com CBMI, o retardo em indicar a CR pode acarretar
aumento de casos com doenga ndo 6rgao confinada. CHANG et al. (2003)
demonstraram que o retardo em 3 meses na realizacdo da CR elevou de
51% para 82% a incidéncia de doenga n&o érgéo confinada.

A reconstrugao do trato urinario pode ser feita por derivacédo urinaria
incontinente com seguimento intestinal, geralmente seguimento ileal
(Cirurgia de Bricker) ou com reservatoério ortotépico continente, a neobexiga
ortotopica. Quando se planeja reconstrugdo ortotopica continente, é
fundamental a andlise das margens uretrais, pois o comprometimento por
tumor (invasivo ou carcinoma in situ) diminui a sobrevida livre de doenca
(HUGUET et al. 2005).

A CR é uma cirurgia agressiva que envolve até 3% de mortalidade
imediata e morbidade perioperatéria proximo a 30% em centros de
referéncia com alto volume cirurgico e com cirurgido experiente (STEIN e

SKINNER 2006).
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6 MARCADORES MOLECULARES

Os tumores iniciais de bexiga seguem a duas vias de tumorigénese
bem estabelecidas e distintas.

A primeira via, dos carcinomas nao musculo invasivos, corresponde a
formagao de tumores de aspecto papilar, pouco agressivos, com elevado
potencial de recidiva, porém com baixa capacidade de progressao. Esta via
€ caracterizada pela mutacdo nos oncogenes H-RAS, FGFR3 (fibroblast
growth factor receptor 3), PI3K e por delegdbes no brago longo do
cromossomo 9 (9q).

A segunda via, dos carcinomas musculo invasivos, € marcada pelo
desenvolvimento do CIS, lesdo considerada de alto risco para progressao
para doenga invasiva. Neste seguimento encontramos mutacdes e perda de
funcdo dos genes supressores tumorais P53, RB e PTEN (CASTILLO-
MARTIN et al. 2010). Essas mutagcdes geram instabilidade genética e
produzindo um fenoétipo anti-apoptético de modo que proliferagao celular
ocorra de modo incoordenado (CORDON-CARDO 2008).

Baseado neste modelo, a progressdo do CB vem sendo proposta em

2 vias genéticas distintas, conforme exposto na Figura 1.
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Fonte: CASTILLO-MARTIN et al. (2010)
Figura 1 - Vias moleculares da tumorigénese do carcinoma urotelial de

bexiga e progressao tumoral. Os tumores de bexiga s&o classificados em duas vias

separadas com padrdes histopatoldgicos, moleculares e comportamento clinico distintos.

Ao longo dos ultimos 20 anos o estudo das vias moleculares
associadas ao surgimento e desenvolvimento das neoplasias vesicais tem
apresentado um grande avango (SHARIAT et al. 2008). A presenga de
expressdo de certas proteinas no CB pode distinguir aquele de padrao
biolégico mais grave, bem como predizer quais pacientes deveriam receber
um tratamento mais agressivo precocemente como quimioterapia adjuvante
ou mais recentemente terapia de alvos moleculares (SHARIAT et al. 2008;
CASTILLO-MARTIN et al. 2010). Baseados nestes achados muitos trabalhos
envolvendo os marcadores moleculares, sobretudo aqueles envolvidos com

o ciclo celular, foram desenvolvidos.
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As proteinas relacionadas ao ciclo celular conferem estabilidade
celular, sendo que suas alteragbes podem promover o surgimento de
neoplasias. Elas podem ser quantificadas indiretamente através da IMH, a
fim de estimar o comportamento destes tumores (SHARIAT et al. 2008;
CASTILLO-MARTIN et al. 2010) ou através de técnicas de analise direta do
DNA como o FISH (Fluorescent in situ hybridization).

As neoplasias sdo caracterizadas pela proliferagdo celular
desordenada. A proliferacdo celular de modo ordenado se deve a
manutencdo adequada do ciclo celular. O controle do ciclo se deve ao
complexo de proteinas, Ciclinas- kinases dependentes de Ciclinas (cdk),
onde as cdks funcionam como uma unidade catalitica das Ciclinas. Esse
complexo € regulado pela fosforilagdo de proteinas chaves que séao
codificadas pelo gene do Retinoblastoma (RB).

Manter esse mecanismo de proliferacao celular intacto é fungao dos
genes supressores tumorais, marcadamente os mais estudados p53 e Rb.

Multiplas Ciclinas tém sido descritas com atuacao em diferentes fases
do ciclo celular.

Notemos na Figura 2 os diferentes sitios de atuagdo dos complexos
Ciclina-cdk, notamente da Ciclina D- cdk4 atuando no controle da fase G1 da
mitose.

O p53, uma proteina codificada pelo gene “supressor tumoral” (TP53)
localizado no cromossomo 17 (17p13.1) que tem como fungao controlar um
dos checkpoints do ciclo celular, atuando como protetor da integridade

genbmica. Ele impede a proliferagao celular apés a fase G1 caso haja danos
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a integridade do DNA. A mutacéo do gene p53 esta presente em metade das
neoplasias humanas (LEVINE 1997).

O RB é um gene localizado no cromossomo 13 (13q14) e assim como
0 p53, também ¢é intitulado um gene supressor tumoral. O gene RB sintetiza
a proteina pRb. A quantidade de pRb nao se altera durante a progressao do
ciclo celular. O estado de fosforilagdo de pRB é dependente do ciclo celular
e € um alvo para a atividade enzimatica do complexo Ciclina-cdk. Ou seja,
este complexo atua fosforilando o pRb de modo a inativa-lo (CHATTERJEE
et al. 2004).

O pRb permanece na forma nao fosforilada na fase G1 da mitose e
apos progressao para a fase S se tornam altamente fosforilado e assim
permanece na fase G2. Acredita-se que a fase ativa do pRb é a forma nao
fosforilada, mantendo o controle do ciclo celular nas fases G0-G1. O pRb se
mantém estavel através da ligagdo com proteinas da familia das E2F, um
fator de transcricdo, localizados em genes responsaveis pela indugdo da
fase S.

Esses achados sugerem que a E2F atuam como ponto de restricao
das fases G1-S. A perda de heterozigose, mutacgdes e delegbes do gene RB
geralmente resulta em perda da expressdo da proteina pRb (CORDON-

CARDO 1995).
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A Protein
Kinase

Fonte: CORDON-CARDO (1995)
Figura 2 - Progressao do ciclo celular controlada pelos complexos protéicos

Ciclina-CDKs. A- Complexo Ciclina-cdk. B- Ciclinas e seus sitios de atuagéo durante as
fases do ciclo celular. C- Nota-se o p53 como check-point em G1. O dano ao DNA estimula
o acréscimo de p53 que desencadeia a apoptose. Ha também a ligacdo de pRb-E2F, o Rb

uma vez fosforilado eleva os niveis de E2F promovendo a migragéo para a fase S da mitose

O p53 e o pRb, se relacionam durante o ciclo celular através da acao
de dois outros genes, o MDM2 e o p21 (também denominado WAF1).

Através do esquema abaixo, representado pela Figura 3 fica clara a
inter-relacado entre o p53 e o pRb no controle do ciclo celular, apoptose e
progressao tumoral.

Acredita-se que a perda de fungdo de um gene supressor tumoral,
seja compensada pela atividade elevada de outro gene supressor, com o

intuito de proteger o mecanismo de divisdo celular. Quando ambos estdo
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inativos, na forma fosforilada, o fator de transcricdo E2F perde a inibicao e
passa a estimular a proliferacao celular desordenada (MORGENBESSER
1994).

A co-mutagao de pRb-p53 acontece em cerca de 50-60% dos CBMI e
determinam um progndstico desfavoravel a esse grupo de pacientes.

A perda de expressdo do pRb promove uma intensa resposta
apoptotica mediada por p53. Esse achado explica o porqué das células que
apresentam a mutagédo dos dois genes, serem muito mais susceptiveis aos
agentes genotoxicos (HE et al. 2009).

A mutacdo p53 resulta em acumulo de p53 nuclear, que se manifesta
na imunoistoquimica como hiperexpressdo. O pRb mutado geralmente se
expressa como auséncia de expressdo a imunoistoquimica. No entanto ha
demonstracbes claras de que a via do pRb alterada também pode se
manifestar através da hiper-expressdao do Rb. A hiperexpressdo pode
corresponder ao pRb hiperfosforilado que em muitos casos pode decorrer da
Ciclina D1 hiperexpressa e/ou delegao de p16 (CHATTERJEE et al. 2004).

As Cdk-i, conhecidas como reguladores negativos do ciclo celular sdo
moléculas sintetizadas pelos genes CKI. Sua funcdo é formar complexos
estaveis com as unidades cataliticas cdk, inibindo sua acédo sobre as
Ciclinas. Desta classe de proteinas, a mais conhecida e estudada é o p21,
também chamado de WAF1, porém outros merecem destaque como o p27,
p16 e p15.

No ponto de restricdo G1-S, o p53 em resposta ao dano celular, induz

a transcricdo do gene Waf-1(p21) que por sua vez sintetiza a proteina p21,
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uma importante inibidora do cdk. O p21 se liga e inativa o complexo Ciclina-
cdk, promovendo acumulo de pRb hipofosforilado, que bloqueia o ciclo

celular (SHERR e ROBERTS 1999).

Cyclins Aand E | |Cyclins D 21
i [ ) D)
\/ { -‘ > p27
p21 — cdk2 cdk4/6 : pi5
f @ ?( "
p53 pRB

(p90)
DHFR ﬂ
c-myc
Fonte: CORDON-CARDO (1995)
Figura 3 - Representacdo esquematica do modelo da interagcao entre o pRb

e 0 p53 e regulacéo pelos complexos Ciclina-CDKs. O p21 é regulado pelo p53 e
€ inativa os complexos Ciclina E-cdk2,Ciclina A-cdk2 e Ciclinas D1, D2 e D3-cdk4.Ao fazer
isso também inibem a fosforilagdo do pRb; p27 inativa os mesmos complexos que o p21;

pl6 e pl5 tem suas atividades restritas aos complexos Ciclina D-cdk4/6.

6.1 p53 E O CANCER DE BEXIGA

A proteina p53 foi descrita pela primeira vez em 1979, enquanto se
fazia pesquisas com o virus SV40 (Simian Virus) e foi classificado
inicialmente como um antigeno tumoral (LINZER e LEVINE 1979).

O seu papel como supressor tumoral foi descoberto somente 10 anos

depois, quando foi demonstrada sua capacidade de suprimir a
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transformacao celular por oncogenes e inibir o crescimento de células
mutadas (FINLAY et al. 1989).

A mutacdo do p53, no CBNMI é muito menos frequente que nos
CBMI. No entanto, quando presente no CBNMI, o p53 esta relacionado com
pior grau histologico, maiores chances de recorréncia, de progressao e
piores taxas de sobrevida (SMITH et al. 2003).

A metodologia para a analise imunoistoquimica do p53 carece de
padronizagao. Alguns centros, como o Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center, adotam como imunoexpressao positiva para o p53 ao menos 20%
dos nucleos corados, porém a maior parte dos trabalhos que levantamos
demonstrava o ponto de corte em 10% (SMITH et al. 2003).

Os trabalhos em CB, avaliando a expressao do p53 apresentam
casuisticas muito distintas e grupos heterogéneos. A fim de melhor
estratificar os grupos estudados, subdividimos os casos por estadio

patoldgico.

. p53 no CBNMI:

v pTa: CASETTA et al. (1997) adotaram um ponto de corte para a
marcagao do p53 em 5% e nao encontraram diferengca com relagédo a
progressao para CBMI comparado aqueles que nao expressavam p53 em
pacientes com pTa.

Ja HOLMANG et al. (2001) encontraram no subgrupo de pacientes

com TaG2 maior taxa de progressao naqueles que expressavam o p53.
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v pT1l: Diferente do pTa que apresenta escassez de trabalhos na
literatura a respeito da influéncia da mutagdo p53 nesse grupo, no T1 a
literatura é vasta. SARKIS et al. (1993) demonstraram que a mutagao do p53
foi fator determinante para a progressao para CBMI em 43 pacientes pT1.
Nesta amostra, foi adotado o ponto de corte de 20%. Os pacientes que
expressavam mais que 20% dos nucleos marcados por p53 progrediram
significativamente mais que aqueles expressavam menos de 20%.

ESRIG et al. (1994) encontraram associagao entre p53 positivo com
pior taxa de sobrevida pés CR em pacientes com CB em estadio pT1.
4 CIS: E comum o achado de p53 positivo naqueles tumores que
apresentam CIS. SARKIS et al. (1994) encontraram 48% de p53 positivo
(acima de 20% dos nucleos marcados) em uma amostra de 33 pacientes
estudados. Este grupo apresentou 86,7% de progressao para CBMI, frente a

16,7% dos que nao apresentavam hiperexpressao do p53.

o p53 no CBMI:

A maioria dos trabalhos que estudam a relagcdo da mutagdo do p53
com CBMI. Pesquisadores do International Study Initiative on Bladder
Cancer, envolvendo 25 centros de oncologia, avaliaram a presenca da
mutacdo do p53 em CB. Em 1706 pacientes avaliados foi encontrada
expressao elevada do p53 em 23% dos casos. Vinte e cinco por cento dos
pacientes com CBNMI e 48% dos pacientes com CBMI apresentaram p53

positivo a imunoistoquimica (SCHMITZ-DRAGER et al. 1999).
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Conforme ja descrito, a progressao da doenca esta relacionada com a
mutacdo dos genes supressores tumorais P53 e RB no CB. Portanto, o
achado de mutagdo do p53 neste grupo de pacientes € evento esperado
(CASTILLO-MARTIN et al. 2010).

Sao varios os trabalhos publicados demonstraram a significancia do
p53 em predizer mortalidade e recorréncia (ESRIG et al. 1994).

HERR et al. (1999) encontraram a hiperexpressao de p53 como fator
preditivo independente de sobrevida em pacientes com doenga 6rgéo
confinada submetidos a CR.

SHARIAT et al. (2010) estudaram pacientes com doenga ndo 6rgao
confinada (pT3 e pT4), submetidos a cistectomia e avaliaram a expressao do
p53. Nessa amostra foram incluidos 692 pacientes e considerados p53
positivo em 341 pacientes (49,3%) quando mais de 10% dos nucleos
expressavam p53. Na analise multivariada o p53 foi significativamente
associado a pior sobrevida e maiores taxas de recidiva clinica. Os pacientes
com p53 hiperexpresso tinham 1,6 vezes mais chances de recidiva e de
morrer por CB que o grupo considerado p53 negativo.

A pesquisa de mutagdes em marcadores associados, sobretudo
aqueles que estdo envolvidos com a mesma via de tumorigénese vem
ganhando espaco no cenario cientifico mundial. SHARIAT et al. (2009)
testaram os marcadores p53, p21, survivina, pRB, p27 e Ki-67 em produtos
de cistectomia radical em pacientes com estadio pT1 e demonstraram que a
alteracdo na expressao de p53, p27 e Ki-67 se associava a maior recidiva e

mortalidade  cancer-especifica. Na analise multivariada, invasao
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linfovascular, metastase linfonodal, grau patolégico e a presenca
concomitante dos 3 marcadores alterados foram considerados fatores de
risco independente para recidiva tumoral e mortalidade cancer-especifica.
Aqueles que tiveram os 3 marcadores alterados apresentaram 24 vezes
mais chances de recidiva tumoral e 27 vezes mais chances de morrer em
decorréncia do CB do que aqueles que nao tinham nenhum desses

marcadores alterados.

6.2 pRb E O CANCER DE BEXIGA

O gene de suscetibilidade ao retinoblastoma (RB) codifica uma
fosfoproteina nuclear (pRB) que funciona como um regulador negativo do
ciclo celular. Foi documentado que os tumores que abrigam supressdes do
RB apresentavam niveis indetectaveis da proteina pRb e foram associados
com prognoéstico reservado e um comportamento clinico agressivo. A
presenca de alteracées no gene RB é frequente em tumores de alto grau e
CIS (CASTILLO-MARTIN et al. 2010). Estima-se que metade dos pacientes
com CBMI apresente mutagdo no gene RB (HE et al. 2009).

Como a expressao nuclear do Rb indica que o gene do Rb esta
intacto, muitos trabalhos consideram nos achados de imunoistoquimica
somente a marcagao ou a auséncia de marcag¢ao do pRb. No entanto estes
autores consideram a possibilidade do gene apresentar perda parcial da sua

atividade e ainda assim manter sua expressao (COTE et al. 1998).
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Assim como o p53, o Rb mutado também esta associado a via
tumoral envolvida na génese do CB, sobretudo nas formas mais agressivas
da doenga (CASTILLO-MARTIN et al. 2010).

COTE et al. (1998) avaliaram a imunoexpressdo do pRb em 185
casos de CB submetidos a CR por CBMI. A expressdo do pRb foi
estratificada em 3 grupos: 0, 1+ e 2+ sendo respectivamente auséncia total
de marcagao, até 50% dos nucleos expressos e acima de 50% dos nucleos
expressos. Os casos com escore 0 (30%) e 2+ (26%) apresentaram curvas
idénticas de sobrevida e recorréncia. Todos controles apresentaram
marcagao no escore 1+.

Discute-se que a superexpressao da Ciclina D1 e delegcdo do p16
podem inibir a agdo do pRb, promovendo uma hiperfosforilagdo que gera
marcacao forte a imunoistoquimica, o que explica o motivo da
hiperexpressao do pRb naqueles casos onde o gene esta mutado.

Quando analisados as curvas de sobrevida e recorréncia aqueles que
expressavam fortemente o pRb (2+) e os que nao expressavam Rb (escore
0) tiveram pior grau histologico, estadio linfonodal mais avangado, menor
sobrevida cancer especifica e maiores taxas de recorréncia, na analise
multivariada (COTE et al. 1998).

SHARIAT et al. (2012) analisaram 272 pacientes submetidos a CR por
CB nos estadios T1 e T2. Foram analisados os marcadores p53, pRb, p21 e
p27. O pRb mutado foi considerado quando ndo houve expressao ou quando

houve forte expressao (>50% dos nucleos corados). Nesta amostra, o pRb
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alterado esteve associado com pior sobrevida cancer especifica (p<0,001) e
maiores taxas de recidiva clinica (p<0,001).

No entanto o achado mais importante deste estudo €& que a
associacdo de marcadores quando positivos foi preditor de sobrevida e
recorréncia, de modo que nos casos onde mais do que 3 marcadores foram
positivos as taxas de sobrevida global foram mais baixas e a recidiva clinica

mais frequente com significancia estatistica (SHARIAT et al. 2012).

6.3 CICLINA D1 E O CANCER DE BEXIGA

A Ciclina D1 foi originalmente isolada no oncogene PRAD-1 e
conhecida por estar translocada e super-expressa em linfomas de células B
(ROSENBERG et al. 1991).

A Ciclina D1, em associagao com sua cdk (cdk-4), atuam promovendo
a transicdo G1-S. O complexo Ciclina-cdk-4 inicia a fosforilagdo do pRb e é
inibido pela CKIS (inibidor da Ciclina-Kinase). No ponto de restrigdo G1-S, o
p53 em resposta ao dano celular, induz a transcrigdo do gene Waf-1 que por
sua vez sintetiza a proteina p21, uma importante inibidora do cdk. O p21 se
liga e inativa o complexo Ciclina-cdk, promovendo acumulo de pRb
hipofosforilado que bloqueia o ciclo celular (SHERR e ROBERTS 1999).

Encontramos reduzido numero de trabalhos na literatura sobre a
expressao da Ciclina D1 em CB quando comparado aos demais marcadores

de ciclo celular (TUT et al. 2001).
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SHIN et al. (1997) estudaram a expressdo da Ciclina D1 em 75
pacientes com CB com o objetivo de avaliar a relagédo entre a expresséo do
marcador e o desfecho clinico. A expressdao foi analisada por
imunoistoquimica e o ponto de corte adotado foi: marcagao fraca (+) quando
entre 5 e 50% das células estavam coradas e forte (2+) quando mais que
50% das células expressavam Ciclina D1. Na amostra 25,3% (19)
apresentaram 1+ de marcacdo e outros 25,3% apresentaram 2+. A
quantidade de CNMI que expressaram Ciclina D1 foi praticamente idéntica a
dos CBMI.

Os autores nao encontraram significancia entre a associagao de
hiper-expressao de Ciclina D1 e estadio tumoral, grau histolégico, sobrevida
e recorréncia. No entanto aqueles que expressaram 2+ apresentaram
recidiva precoce em relagdo aos que nao expressaram Ou expressaram
fracamente (1+) (p <0,01) (SHIN et al. 1997).

Paradoxalmente, BRINGUIER et al. (1996) encontraram em casuistica
com 46 pacientes, que os pacientes com tumores com hiperexpressao da
Ciclina D1 (>50% das células com expressdo) apresentaram evolugao
clinica menos agressiva que 0s que nao expressavam ou expressavam em
menor intensidade.

TUT et al. (2001) estudaram a expressao de Ciclina D1 em CB e
correlacionaram com a expressdo de p53, ki-67, pRb e waf-1(p21) e
avaliaram se a presenca de alteragdes na expressao de Ciclina D1 esteve
associado a algum evento progndstico. Foram avaliados 150 pacientes,

sendo 97 com CBNMI (Ta e T1) e 53 com CBMI (T2 a T4). A expressao da
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Ciclina D1 foi classificada em ausente (0), fraca (1), moderada (2) e forte (3).
Nesta amostra 52% dos tumores tinham hiperexpressao da Ciclina D1. A
expressao de Ciclina D1 foi considerada alterada em 89% dos CBNMI e em
74% dos CBMI. As médias dos valores de Ciclina D1 foram maiores nos
CBNMI (41% x 8% no CBMI), assim como a média de Ciclina D1 foi
significativamente maior nos tumores de baixo grau (G1 e G2) (43%),
comparado aos tumores de alto grau (14%) (p <0,005). Houve correlagcéo
positiva entre a expressado de Ciclina D1 e waf1 (p21) (p<0,001) e pRb,
porém nao houve correlagdo com o p53. Um achado que chamou a atengao
dos autores foi uma maior expressao citoplasmatica da Ciclina D1 (ao invés
do padréao nuclear) nos CBMI o que pode ser explicado pela inativagao da
Ciclina D1 ou de sua cdk podendo perder sua localizacao citoplasmatica. Os
autores encontraram nesta amostra, que a expressao de Ciclina D1 esteve
associada a tumores que nao infiltram a camada muscular e a tumores bem
diferenciados. A hipbtese para explicar esses achados € que os tumores

mais agressivos seguem uma via bioldgica independente da Ciclina D1.

6.4 HER-2 E O CANCER DE BEXIGA

HER-2 € um dos membros dos receptores da tirosino-kinase,
transmembrana, da familia dos receptores de EGF (Epidermal Growth
Factor). O HER-2 desempenha um papel fundamental no crescimento, na
sobrevivéncia e migracgao celular. A ativagdo anormal de HER-2 foi proposta

como estimulo oncogénico (YARDEN 2001). O papel do HER-2 foi mais
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estudado no cancer de mama; porém, existem estudos que relacionam sua
alteragcdo com outros tipos de céanceres; dentre eles, o CB (LATIF et al.
2003).

A ativacdo do receptor HER-2 desencadeia a autofosforilagdo dos
residuos de tirosina-quinase, resultando na ativacdo de uma cascata de
proteinas intracelulares, o que, em tese, aumentaria a atividade mitética e,
consequentemente, o potencial de aumentar os indices de metastases. Este
achado é particularmente importante para estudos com terapias anti-HER-2
ja utilizadas em outras neoplasias, como no cancer de mama (LATIF et al.
2003).

As taxas de superexpressdao de HER-2 variam de <10% a >70% dos
tumores estudados em séries que demonstraram significancia na expressao
de HER-2 e eventos prognosticos (BOLENZ e SHARIAT 2010).

O papel da superexpressdao do HER-2 no prognéstico do CB
permanece incerto. SATO et al. (1992) demonstraram que o HER-2 foi um
marcador independente de SCE em portadores de CBMI, enquanto
JIMENEZ et al. (2001) ndo conseguiram demonstrar a relagdo entre a
superexpressao de HER-2 e sobrevida cancer especifica.

BOLENZ e SHARIAT (2010) estudaram 198 pacientes submetidos a
CR por carcinoma urotelial de bexiga. Desta coorte, 60 pacientes (30,3%)
receberam quimioterapia adjuvante, sendo 42 por doenga linfonodal positiva,
6 por doenca em estadio T4 e 12 por estadio T3.

Os TMAs foram contruidos a partir do tumor e quando havia

metastase linfonodal estas também foram avaliadas. Foi usado tecido
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mamario normal como controle negativo e amostras de carcinoma ductal
como controle positivo.

A analise do TMA foi feita por programa automatizado. O padréao de
marcacgao celular foi:

Positivo - >10% das células tumorais com marcagao forte de
membrana

Negativo- <10%

Os trabalhos que discutem o papel do HER-2 no CB definem como
hiper-expressdao numeros muito variaveis, entre 2% a 74% da membrana
marcada. O padrdo de marcacado foi predominantemente de membrana,
sendo que ao menos a fraca marcagao esteve presente em todos os casos.
Os considerados HER-2 alterados (>10%) foram encontrados em 55
pacientes (27,8%). HER-2 positivo foi significativamente associado a
presenca de invasao linfovascular, recorréncia clinica, tumores com maior
estadiamento patolégico, pior diferenciacdo e pior SCE. Na analise
multivariada ajustada por achados patoldgicos, estadio tumoral, grau
tumoral, invaséo angiolinfatica e infiltracdo tumoral, o HER-2 positivo foi fator
de pior prognéstico para SCE e recorréncia clinica (BOLENZ e SHARIAT

2010).
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OBJETIVOS DO TRABALHO

Avaliar dentro da amostra estudada a imunoexpressao dos
marcadores de ciclo celular p53, pRb e Ciclina D1 e o marcador de
proliferagdo HER-2, nos produtos de cistectomia radical por

carcinoma urotelial de bexiga;

Analisar o impacto que a imunoexpressao alterada destes marcadores

causa em taxas de sobrevida global, sobrevida cancer especifica e na

progressao clinica nesta amostra;

Avaliar as variaveis clinicas e patoldgicas da coorte e correlaciona-las

com a imunoexpressao dos marcadores;

Correlacionar nossos achados com os da literatura cientifica.
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8 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

8.1 MATERIAL

De uma amostra de 247 CR realizadas no Hospital A.C. Camargo
entre o periodo de janeiro de 2000 e dezembro de 2010, selecionamos 99
pacientes que realizaram CR com linfadenectomia retroperitoneal, por
carcinoma urotelial de bexiga. Os critérios para inclusdo estdo expostos

abaixo.

8.1.1 Critérios de Incluséo

- Pacientes com carcinoma urotelial de bexiga submetidos a CR;

- Presenca de amostra tumoral em boas condi¢gdes para analise e
confecgao do tissue microarray (TMA);

- Seguimento minimo de 2 anos;

- Dados em prontuario para preenchimento da ficha de levantamento
(Anexo1);

- Presenga de amostra de sangue em biobanco;

- Presenca de material a fresco disponivel para eventuais

desdobramentos do trabalho.
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8.1.2 Critérios de excluséo
- Material em mas condicdes que impecam a analise;
- Dados incompletos ou indisponiveis para preenchimento da ficha de
levantamento;
- Nao realizacao de linfadenectomia;
- Carcinoma urotelial primario de uretra prostatica;

- Outros tipos histolégicos que nao o carcinoma urotelial.

8.2 CASUISTICA

A média da idade dos pacientes da casuistica foi de 67 anos,
variando de 35 a 87 anos. A mais incidente foi a raga branca, com 65
pacientes (63,7%); a segunda foi a raga amarela, com 6 pacientes (5,88%).

As mulheres representaram 37 (37,3%) dos casos e 0os homens 62
(62%) dos casos.

O tratamento prévio a cistectomia radical (CR) foi realizado em 42
pacientes (42%), sendo a ressecgédo endoscopica do tumor de bexiga (RTU-
b) realizada em 42 pacientes (42%). Um desses pacientes, além da RTU-b,
também foi submetido a cistectomia parcial. Foram encontrados 37
pacientes (37%) portadores de carcinoma ndo musculo invasivo e 62 (62%)
com doenga musculo invasiva ao diagnostico.

Vinte pacientes (20%) foram submetidos a BCG liofilizado intravesical

prévio ao tratamento definitivo. Todos os pacientes receberam o ciclo
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semanal de indugdo. Quatorze pacientes (14%) realizaram cistoscopia de
controle ap6s o BCG.

Oito pacientes (8%) receberam alguma forma de adjuvancia, sendo
que, desses, 7 pacientes (7%) foram submetidos a quimioterapia (Qtx); 1
paciente (1%), a radioterapia (Rtx) e 1 paciente (1%), a Qtx e RTx
associadas.

Dos pacientes que fizeram tratamento prévio (42), dezenove
pacientes (19/42) apresentaram recidiva. Desses, 11(11/42) pacientes
recidivaram com doenga ndo musculo invasiva e 8 (7,84%) progrediram para
carcinoma musculo invasivo.

A progressao para carcinoma musculo invasivo ocorreu em 20
pacientes (20%) dos 99 estudados.

O escore de ASA (American Society of Anesthesiology) foi: 2
pacientes (2%) com ASA 1, 67 pacientes (67%) com ASA 2, 30 pacientes
(30%) com ASA 3.

As indicacbdes de CR estdo expostas na Tabela 1. Esses dados sao
extraidos de prontuario e alguns pacientes apresentavam mais que uma
indicacao e por este motivo o numero total da tabela extrapola o numero de

casos da amostra.



Tabela 1 - Indicagdes da cistectomia radical na coorte estudada

Indicacédo de cistectomia N
Progressao para doenga musculo invasiva 25
Falha do BCG intravesical 6
Irressecabilidade a RTU-b 13
Multiplas recidivas prévias 5
Carcinoma musculo invasivo ao diagndstico 55

BCG: bacilo Calmette-Guerin; RTU-b: ressecgéo endoscépica de tumor de bexiga
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As variaveis clinicas e anatomopatolégicas encontradas na coorte

estao expostas na Tabela 2.

Tabela 2 - Estadiamento patolégico dos tumores produtos de cistectomia

radical (n=99), segundo a classificagdo AJCC-TNM/ 2009

Variavel Categoria N (%)
Estadio patoldgico Ta 6 6
T1 4 4
T2 11 11
T3 60 60
T4 18 18
Estadio linfonodal NO 63 63
N1 13 13
N2 12 12
N3 11 11
Metastase a distancia MO 88 88
M1
MX

Nenhum dos casos com doenga no estadio pTa no espécime cirurgico

eram inicialmente pTa na RTU-B.

Também categorizamos os casos de acordo com as caracteristicas

histologicas e morfologicas que estédo dispostos na Tabela 3.
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Merece destaque na casuistica as comorbidades apresentadas pelos
pacientes. As comorbidades e o tabagismo, seguramente o principal fator de
risco para o carcinoma urotelial de bexiga foram estratificados e estédo

dispostos nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 3 - Distribuicdo das variaveis anatomopatologicas do espécime da
CR

Variavel Categoria N (%)
Histologia Urotelial 78 78
Urotelial com diferenciagdo escamosa 14 14

Urotelial com diferenciagao glandular
Urotelial com diferencia¢ao divergente
(plasmocitoide, micropapilifero,

sarcomatoide e "nested")

Grau histopatolégico Alto 95 95
Baixo 4 4
Multifocalidade Né&o 80 80
Sim 19 19
Carcinoma in situ Nao 62 60,78
adjacente Sim 37 37
Invasdo angiolinfatica Nao 59 59
Sim 40 40
Invaséo venosa Nao 80 80

Sim 19 19
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Tabela 4 - Distribuicdo das doencgas associadas dos pacientes portadores de

carcinoma urotelial

Doencas associadas N (%)
Sem doenga clinica 19 18,6
Hipertenséao arterial sistémica (HAS) 13 12,75
DPOC 9 8,82
Diabetes melitus (DM) 3 2,94
Obesidade 2 1,96
Radioterapia pélvica prévia 1 0,96
Outras 8 7,84
HAS + DPOC 7 6,86
HAS + DM 2 1,96
HAS + obesidade 3 2,94
HAS + outras 14 13,7
DPOC + DM 2 1,96
DPOC + obesidade 3 2,94
DPOC + outras 1 0,98
Obesidade + outras 1 0,98
HAS + DPOC + DM 1 0,98
HAS + DPOC + outras 3 2,94
HAS + DM + outras 3 2,94
DM + obesidade + outras 1 0,98
HAS+ DPOC + DM + obesidade 1 0,98
HAS + DPOC + DM + outras 1 0,98
DPOC: Doenca pulmonar obstrutiva crénica
Tabela 5 - Distribuicdo do tabagismo na casuistica
Variavel Categoria N (%)
Tabagismo Nao 28 28
Sim 36 36
Ex-tabagista 33 33
Numero de cigarros por dia <10 cigarros/dia 6 6
11-20 cigarros/dia 25 25
>20 cigarros/dia 31 31
Ignorado 27 27
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8.3 METODO

Foram recuperados as laminas e os blocos de parafina do arquivo do
Departamento de Patologia para a analise imunoistoquimica.

Todas as laminas foram revisadas por um segundo patologista,
especializado em uropatologia. Casos de divergéncia (12 CR) entre o laudo
inicial registrado no prontuario médico e o do patologista revisor, como, por
exemplo, avaliagdo do comprometimento da margem, grau histopatoldgico
do tumor urotelial e estadiamento, foram trazidos a consenso em reunido
com um terceiro patologista.

O banco de dados clinicos e anatomopatoldgicos desses pacientes foi
feito por levantamento dos prontuarios meédicos (SAME) e atualizado a cada
consulta de atendimento ambulatorial no Servico de Urologia do
Departamento de Cirurgia Pélvica, na ficha de anestesia padronizada pelo
Departamento de Anestesia e relatorio de cirurgia durante a internagdo dos
pacientes. Os dados levantados incluem informagdes demograficas,
antecedentes morbidos, tipo de tratamento, terapias e diagndsticos preévios,
achados dos exames endoscopicos, presenga de recorréncia/progressao da
doenca, complicagcbes do tratamento e situacéo clinica durante e na data
final do ultimo seguimento de cada paciente (follow-up). Os dados obtidos
dos prontuarios foram registrados em uma ficha de levantamento (Anexo 1)
padronizada, digitados e arquivados em um banco de dados com o auxilio

do programa Excel 7.0 for Windows.
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Para fins de definicAo adotamos como sobrevida global, cancer
especifica e recidiva clinica os seguintes critérios:

SG: sobrevida global (vivos com ou sem doenga versus Obitos por
qualquer causa)

SCE: sobrevida cancer-especifica (vivos com ou sem doenga versus
obito pela doenca, excluindo-se os casos de o6bito pelo tratamento ou por
outras causas)

Progresséao clinica: “falha pés-CR” (progressao local ou a distancia,

apo6s no minimo 3 meses da data da cirurgia)

8.3.1 Método: construcédo do TMA e obtencédo dos recortes inteiros

Nos casos classificados como invasivos na cistectomia, foram
selecionadas as areas de tumor viavel e de urotélio benigno (urotélio normal,
distante do tumor e considerado livre de alteracbes microscopicas) a partir
da lamina de Hematoxilina e Eosina (HE). Estas areas foram circuladas nos
blocos de parafina correspondentes, cujas amostras foram colhidas em
quadruplicata para os tumores e em duplicata para os controles benignos.
Cada cilindro retirado do bloco doador (1,0 mm de didmetro) foi introduzido
em um novo bloco de parafina (bloco receptor), a partir do qual foram
preparados cortes histolégicos seriados com espessura de 4 ym, em
ldminas de vidro previamente tratadas com pelicula aderente especial
(silanizadas). Os casos foram distribuidos em 2 blocos de Tissue MicroArray
(TMA), que incluem, além das amostras de interesse, tecidos variados,

malignos e benignos, de outros 6rgdos, que na&o apenas operam como
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controles externos positivos e negativos para cada marcador incluido no
estudo, mas também orientam a leitura das laminas. Para o controle da
representatividade do material, foram confeccionadas laminas coradas por
HE a cada 25 niveis. Nos demais casos considerados ndo musculo invasivos
(pTis/pTalpT1), foram selecionados blocos representativos do tumor e do

urotélio benigno, representados em cortes inteiros na lamina.

uf R s

Figura 4 - Scanner de uma das laminas de TMA corada em H&E: os tumores

musculo invasivos (pT2+) foram incluidos no TMA de 1,0 mm, em quadruplicata,

acompanhados dos controles (urotélio benigno do mesmo paciente).
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Figura 5 - Scanner de uma das laminas de corte inteiro corada em H&E: os

tumores n&o musculo invasivos (pTis/pTa/pT1) foram mantidos em cortes inteiros,
acompanhados de um fragmento controle (urotélio benigno do mesmo paciente), neste

caso, uma margem ureteral
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Figura 6 - Fotomicrografia: imunoexpressao de Ciclina D1 em padréao
nuclear, forte e difuso (escore 4). A-4x; B-10x; C-20x; D-40x.
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Figura 7 - Fotomicrografia: imunoexpressdo de HER-2, em padréo
membranoso, completo, forte intensidade, em mais de 30% das células
neoplasicas (escore 3). A-10x; B-20x; C-40x.
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Figura 8 - Fotomicrografia: imunoexpressao de p53, em padrdo nuclear,

forte e difuso (escore 4)
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Figura 9 - Fotomlcrograﬁa, 40x. imunoexpressao negatlva de pRb (escore

0). Controle interno positivo em fibroblastos
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8.3.2 Método: Avaliacdo da expressdo das proteinas p53, pRb, HER-2 e
Ciclina D1 por imunoistoquimica
Recortes de TMA (cistectomias pT2+) e dos blocos inteiros

(cistectomias  pTis/pTa/pT1), acompanhados de urotélio benigno
correspondente para cada caso (controle normal) foram desparafinizados e
reidratados. Para os anticorpos p53, pRb, HER-2 e Ciclina D1, as reacdes

foram conduzidas conforme o protocolo exposto no Quadro 5.

Quadro 5 - Padronizagao dos anticorpos submetidos a imunoistoquimica

Marca/Clone Pré- Diluicdo Incubacdo Deteccéo Sistema
tratamento
p53 Ventana DO- CC1 30 min  pronto 32 min UltraView automacgao
7 (pH alto) para uso
pRb Novocastra CC130min  1:100 32 min Polimero manual
13A10 (pH alto)
HER-2 Ventana4B5 CC130min pronto 12 min UltraView automacgao
(pH alto) para uso
Ciclina Ventana DO- CC1 30 min pronto 32 min UltraView automacgao
D1 7 (pH alto) para uso

Os marcadores foram analisados no microscoépio 6tico. Uma vez que,
para os marcadores pRb, p53 e Ciclina D1e HER-2 a intensidade da
expressdo foi homogénea (moderada a intensa, quando positivo) e foi
anotada apenas a porcentagem de células positivas de acordo com o padrao
de expressao estabelecido para cada anticorpo (citoplasmatico e/ou

nuclear), estabelecendo-se categorias arbitrarias:
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Escore 0: 0-5%;
Escore 1: 6-25%;
Escore 2: 26-50%;
Escore 3: 51-75%;

Escore 4: 76-100%.

Cada corte inteiro recebeu um escore Unico, a partir da observagao de
no minimo 5 campos de maior aumento (CMA) e o escore final das amostras
quadruplicadas no TMA foi a média aritmética dos escores obtidos em cada

representacao.

8.3.3 Critérios para obtencdo dos pontos de corte considerados
positivos, para os marcadores estudados.

Adotamos como ponto de corte considerado como p53 alterado, a
presenca de 25% dos nucleos expressos a imunoistoquimica (escores 2, 3 e
4). Nao ha consenso na literatura sobre os valores adotados, no entanto a
maioria dos trabalhos publicados considera como p53 hiper-expresso
quando 10-20% dos nucleos estdo expressos a imunoistoquimica (SMITH et
al. 2003).

Seguimos além dos achados da literatura, o controle interno
(amostras de tecido benigno) para definir o ponto de corte a partir do qual
seria considerado como p53 mutado.

Encontramos no grupo controle (amostras de tecido benigno) 9

pacientes (10,84%) que tiveram escore 1, ou seja praticamente 11% do
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urotélio normal expressa p53 até 25%, e em nenhum dos controle o p53
esteve expresso acima do escore 2 ,lembrando que a analise dos controles
foi feita em duplicata e esses valores correspondem a média dos escores
encontrados. Outra razdo para adotarmos essa meédia de corte foi a
distribuicao positiva do p53 conforme os estadios patoldgicos estratificados e
agrupados, onde no estadio pTa+pTis, pT1, pT2 e pT3+T4, foi 10,26%,
7,69%, 23,08% e 58,97%, respectivamente. Estes resultados ndo estédo
associados com significancia estatistica para associacdo com estadio
(p=0,351), entretanto, estes percentuais por estadios patolégicos estdo de
acordo com valores considerados positivos para percentual de positividade
em estudos da literatura (SMITH et al. 2003).

Na Tabela 6 estdo expostos os niveis de expressdo dos marcadores

nas amostras de tumores e no urotélio benigno.
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Tabela 6 - Frequéncia dos marcadores imunoistoquimicos por escores no

tumor e no urotélio normal (controle interno)

Escore no tumor N (%) Escore no urotélio N (%)

p53 p53

0 30 30,30 0 74 89,16
30 30,30 1 9 10,84

2 12 12,12

3+4 1+26 27,27

Ciclina D1 Ciclina D1

0 28 28,28 0 30 37,97

1 24 24,24 1 35 44,30

2 23 23,23 2 13 16,46

3 15 15,15 3 1 1,27

4 9 9,09

pRb pRb

0 21 21,21 3 3 3,66

2+3 1+7 8,08 4 79 96,34

4 70 70,71

HER-2 HER-2

0 64 64,65 0 54 72,00

1 17 17,17 1 20 26,67

2 12 12,12 2 1 1,33

3 6 6,06

Escore 0: 0-5%, escore 1: 6-25%, escore 2: 26-50%, escore 3: 51-75%, escore 4: 76-100%

Os demais marcadores também foram analisados a partir dos

controles internos, ou seja, da positividade do escore no urotélio normal que

serviu como controle individual para cada caso, além de a decisdo para

adotar os cortes, foi que os valores do escore no tumor estivessem acima da

mediana no escore no urotélio normal, excecdo feita ao pRb que foi

considerado anormal a auséncia do marcador ou seja, escore 0. As

medianas nos tumores e no urotélio benigno estao descritos na Tabela 7.
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Consideramos a Ciclina D1 como positivo quando a expressao foi
maior que 50% das células expressas. Encontramos nos controle cerca de
65% das células com auséncia de expressao ou com expressao até 25%. A
mediana do escore da Ciclina D1 no controle foi 0,74 (DP 0,78), assim
consideramos como positivo a Ciclina D1 expressa acima do escore 3,
corroborando achados da literatura (SHIN et al. 1997).

Consideramos HER-2 positivo quando mais do que 10% das células
expressaram o marcador. Estes valores estdo de acordo com os descritos
na literatura e nos controle benignos que em 54% dos casos nao
expressaram HER-2 (escore 0), e ndo houve nenhum caso dos controles
com expressao acima do escore 3. A mediana no urotélio benigno foi 0 (DP
0,48), logo adotamos como ponto de corte 0 escore 1, validado em nossa
amostra e de acordo com a literatura (BOLENZ e SHARIAT et al. 2010).

Consideramos o pRb como positivo somente quando houve auséncia
total de marcacédo (escore 0) baseado além de dados da literatura nos
nossos controle internos onde nenhum caso do controle teve expressao 0, 1
ou 2. Em nossa amostra praticamente 80% do urotélio benigno esteve
marcado com pRb no escore 4 e portanto ndo adotamos este valor como
positivo, embora alguns trabalhos também considerem o pRb com nivel de
expressdo muito elevado como uma forma inativa do pRb (COTE et al.

1998).
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Tabela 7 - Média, desvio-padrao, mediana e variacdo dos escores de

marcadores imunoistoquimicos no tumor e no urotélio normal

Marcador Média dos Desvio Mediana Variacao
escores padrao
p53 no tumor 1,54 1,55 1 0-4
p53 no urotélio 0,09 0,28 0 0-1
Ciclina D1 no tumor 1,37 1,25 1 0-4
Ciclina D1 no urotélio 0,74 0,72 1 0-3
pRb no tumor 3,03 1,62 2,7 0-4
pRb no urotélio 3,84 0,50 4 1-4
HER-2 no tumor 0,54 0,88 0 0-3
HER-2 no urotélio 0,33 0,48 0 0-2

Apos as analises feitas, encontramos os pontos de cortes para cada

marcador a ser estudado. Estes valores estdo expostos na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores dos escores da expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos (citoplasmatico e/ou nuclear) considerados alterados nos
tumores

Marcador Escore ou porcentagem de N (%)

positividade

p53 2-4 ou 26-100% 39 39,39

Ciclina D1 3-4 ou 51-100% 17 17,17

pRb 0 ou 0-5% 21 21,21

HER-2 1-4 ou 5-100% 35 35,35

8.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos prontuarios foram registrados em uma ficha de

levantamento padronizada (Anexo 1), digitados e arquivados em um banco

de dados com o auxilio do programa Excel 7.0 for Windows. Para a analise
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estatistica, utilizou-se o software Windows Statistical Package for Social
Science (SPSS), versao 17.0.

A distribuicdo das variaveis clinicas e anatomopatoldgicas referentes
ao tratamento foi apresentada na forma de tabelas de contingéncia. A
mensuracdo das variaveis quantitativas foi expressa pelas médias e seus
respectivos desvios-padrao.

Com o intuito de se verificar a existéncia de associagao das variaveis
as demais variaveis, foi realizado o teste Qui-Quadrado de Pearson
(BUSSAB e MORETTIN 2002). Para os casos em que as frequéncias
esperadas foram inferiores a 5, foi utilizado o teste exato de Fisher. O nivel
de significancia adotado foi o de 5%.

A identificacdo dos fatores independentes relacionados a SG, SCE e
SLD foi realizada pela regressao logistica multipla. As variaveis selecionadas
para o estudo multiplo foram as que atingiram significancia estatistica na
analise univariada, bem como aquelas que atingiram valores de p de até
0,20. O resultado final para os modelos multivariados, para a regressao
logistica e de COX (1972) foi obtido pela estratégia stepwise forward
selection, pela qual, a partir da variavel de maior significancia na analise
univariada, foram acrescentadas as outras, uma a uma, em ordem
crescente.

Para estudar as analises de SG, SCE e SLD, utilizou-se o estimador
de Kaplan e Meier (1958) como ferramenta para estimar a probabilidade de
um paciente com CB estar vivo ou de nao apresentar recidiva até o instante

de tempo considerado. Através da representagao grafica desse estimador,
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conseguimos visualizar, para uma determinada variavel, qual categoria de
pacientes apresenta maior probabilidade de ndo morrer por CB ou nao
apresentar recidiva de CB ao longo do tempo. Quanto mais elevada for a
curva referente a uma determinada categoria, maior sera a probabilidade de
0s pacientes dessa categoria estarem vivos ou sem recidiva do CB até o
instante de tempo considerado. Para a comparacado das curvas estimadas
para cada categoria dentro de uma determinada variavel, utilizou-se o teste
nao-paramétrico de LogRank.

Pacientes considerados perdidos de seguimento na data da ultima
informac&o contribuiram para a curva de sobrevida até tal data, sendo entao
considerados sob censura.

Os valores referentes aos dados de frequéncia e taxas de sobrevida
foram simplificados com técnicas de arredondamento padronizadas com
eliminacao de casas decimais. A significancia estatistica foi determinada

para um valor de p<0,05.
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9 RESULTADOS

9.1 RESULTADOS CLINICOS E PATOLOGICOS

Para melhor analisarmos os resultados encontrados subdividimos os
achados em clinico-patoldgicos e associados aos marcadores.

A comorbidade agrupada, distribuida em: nenhuma, uma, duas, trés e
quatro doencas associadas estiveram associadas com as faixas etarias:
menor de 60, 61-70 e maior de 70 anos, respectivamente (p=0,015). Da
mesma forma, a comorbidade agrupada esteve associada a classificagao de
ASA (p=0,004).

O tempo de internacao variou de 5 a 89 dias, com média de tempo de
internacao de 20,36 dias. O tempo de internagcdo menor do que 10, de 11-20
e de 21-89 dias ocorreu em 26 (25,24%), 46 (44,66%) e 31 (30,10%)
pacientes, respectivamente. O tempo de internagao estratificado em tercis
nao esteve relacionado com as comorbidades agrupadas dos pacientes
(p=0,369), mas esteve muito associado a transfusdo intraoperatoria
(p=0,009), assim como ao volume de sangue transfundido (p=0,029).

A transfusdo intraoperatéria foi realizada em 77 pacientes (75,49%).
Vinte pacientes (19,61%) nao foram transfundidos e 5 pacientes (4,9%) nao
apresentavam dados referentes a transfusdo. O volume de hemoderivados

recebidos variou de 300 a 2100 ml, com média de 663 ml.



54

As complicagbes meédicas estiveram relacionadas com o tempo de
internacdo (p<0,001); assim, 24 de 102 pacientes (23,53%) foram re-
operados por complicagdes relacionadas a CR no pds-operatério imediato
(até 30 dias) (p<0,001). As complicagbes tardias desenvolvidas pelos
pacientes e decorrentes da cirurgia ndo estiveram relacionadas com o tempo
de internagao do paciente (p=0,551).

A reconstrucdo do trato urinario apés a CR mais utilizada foi o
conduto ileal (ureteroileostomia cutdanea ou cirurgia de Bricker), em 71
pacientes (71,7%), e a reconstrugcado continente (neobexiga ortotdpica) foi
realizada em 31 pacientes (30,3%). A média do tempo de internagao dos
pacientes submetidos a cirurgia de Bricker foi de 21,02 dias e dos pacientes
a CR com neobexiga ortotopica foi de 18,25 dias (p=0,4110).

A média do tempo de seguimento global dos 19 pacientes portadores
de tumor ndo musculo invasivo foi de 48,53 meses e a dos 78 pacientes
portadores de tumor musculo invasivo foi de 25,77 meses (p=0,0035).

A progressao clinica estratificada por estadio patologico esta expressa

na Tabela 9.
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Tabela 9 - Progressao clinica por estadio patolégico e tempo para
progressdo. Valor de p para progressao clinica e tempo para progresséo
clinica (PC)

Estadio patolégico Progressao clinica Tempo para PC
(N e %) (meses)
p=0,04 p=0,036

pTa (1/6) - 20% 34,61

pTis (3/4) - 75% 43,63

pT1 0% -

pT2 (4/11) - 34,78% 17,4

pT3 (31/60) - 51% 10,53

pT4 (9/18) - 50% 7,43

Frisamos que todos esses tumores sao encontrados na peca de
cistectomia. Dos 4 pacientes classificados como Tis na peca, 3 eram T2 no
produto da RTU.

A progresséo clinica do cancer ocorreu em 2 de 10 pacientes (20%)
portadores de tumor ndo musculo invasivo e ocorreu em 41 de 89 pacientes
(46,15%) portadores de carcinoma musculo invasivo (p=0,063). A média do
tempo livre para a progressao clinica da doenga nos pacientes portadores de
tumor ndo musculo invasivo foi de 45,39 meses e, nos pacientes portadores
de tumor musculo invasivo, foi de 22,02 meses (p=0,0032).

A sobrevida cancer-especifica em 5 anos foi de 59,67 anos e, em 10
anos, de 55,55 meses, nos pacientes que tiveram maior tempo de
seguimento. No seguimento final, os resultados estdo descritos na Tabela

10.
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Tabela 10 - Situagao clinica final dos pacientes

Situacéo clinica N (%)
Vivos assintomaticos 37 (38,14)
Vivos com recidiva 4 (4,12)
Obitos por progressao 33 (34,02)
Obitos por complicagdes cirurgicas 12(12.37)
Obitos por outras causas 5011)
Sobrevida

Global (%) 57,3
Cancer especifica (%) 44,6
Média do tempo de seguimento (meses) 31,3
Média do tempo livre de recorréncia 17,12

O tabagismo e o ex-tabagismo foram fatores adversos de sobrevida
global e cancer-especifica. O estadiamento patolégico, a invasédo venosa € a
densidade nodal foram preditores dos parametros de sobrevida. Exceto por
invasdo venosa, os demais parametros patologicos foram preditores de
progressao.

Na Tabela 11 descrevemos em analise univariada os desfechos

clinicos, patolégicos e de imunoexpressao.
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Tabela 11 - Anadlise univariada dos parametros clinicos, patologicos e de
imunoexpressdo dos marcadores conforme sobrevida global, SCE e

progressao clinica

Variavel Sobrevida global SCE Progressao clinica
Sexo NS 0,08 NS
Numero de comorbidades 0,08 NS NS
Hipertenséo arterial sistémica 0,004 0,079 NS
Tabagistas e ex-tabagistas 0,05 0,024 NS

Estadio patologico T 0,032 0,011 0,034 (nao-0C)
Histologia NS NS 0,035
Invasdo venosa 0,024 0,028 0,069
Densidade linfonodal (20%) 0,005 0,002 0,01

Todos os pacientes com carcinoma urotelial com diferenciagcao e

variante histolégica eram portadores de tumores invasivos (p<0,001),

mostrando que a diferenciacdo determina maior agressividade do que os

tumores uroteliais puros.

Os carcinomas uroteliais com diferenciagdo eram érgaos confinados

em 4 pacientes (16%) e do estadio pT2 e ndo 6rgéo confinado em 21

pacientes (84%), pT3-pT4, p=0,001. A progressao clinica p6s-CR no

carcinoma urotelial puro ocorreu em 26/74 pacientes (35,14%) e no

carcinoma urotelial com diferenciacado em 14/25 (56%), p=0,066. Entretanto

quando se avaliou a evolucao dos pacientes na curva de Kaplan-Meier para

sobrevida cancer especifica ndo mostrou diferenga significativa quando ao

tempo para progressao clinica, conforme exposto na Figura 10.
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Kaplan-Meier survival estimates, by histologial
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Figura 10 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por tipo
histolégico: carcinoma urotelial puro (N=74) e carcinoma urotelial com
diferenciacao (N=25),(p=0,4391)

O tumor primario na apresentacdo foi considerado ndo musculo
invasivo em 37 pacientes (38,14%) e em 59 pacientes foi invasivo (61,86%).
N&do houve associagdo significativa com o tipo histoldégico urotelial puro
(74,49%) e urotelial com diferenciagdo escamosa, com diferenciagao
glandular ou com diferenciagao divergente (p=0,256).

Os 59 tumores primarios musculo invasivos (61,86%) na sua
apresentacao inicial eram orgaos confinados (pTa-pT2) em 19 pacientes
(32,76%) e n&o 6rgéos confinados (pT3-pT4) em 40 pacientes (67,24%) no
espécime da CR, p=0,021.

Das variaveis clinicas e patoldgicas, em analise univariada,

apresentaram significancia o estadiamento patoldgico, as margens positivas
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e a invasao angiolinfatica, conforme descrito na Tabela 12.

Vale frisar que quando estudamos as margens, consideramos como
margem positiva a presenga de tumor no tecido adiposo peri-vesical. O
termo margem tubular faz mencao a extensao tumoral pelas margens uretral
e ureterais, no entanto sem extrapolar os limites do érgéao.

Quando colocamos as variaveis em analise multivariada, encontramos
que foram significativos somente o estadio patolégico, e as margens. Os

linfonodos nao foram fator adverso na analise multivariada.

Tabela 12 - Analise univariada de risco de Cox para predizer a sobrevida
cancer-especifica

Variavel OR P (95% IC)
Tumor ndo musculo invasivo 1,00 (Ref.)
Tumor musculo invasivo 1,76 0,019 1,09-2,85
Margem negativa 1,00 (Ref.)
Margem positiva 3,50 0,001 1,63-7,53
Margem tubular 0,75 0,782 0,10-5,60
Invasdo vascular negativa 1,00 (Ref.)
Invasao vascular positiva 2,53 0,016 1,18-5,40
LND negativo 1,00 (Ref.)
1 LND positivo 1,08 0,890 0,36-3.21
2 LND positivos 2,75 <0,001 1,07-7,04
23 LND positivos 3,40 0,011 1,32-8,74

OR = odds ratio; Ref.= Referéncia; Cl = intervalo de confianga; LND: linfonodo
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Tabela 13 - Analise multivariada de risco de Cox para predizer a sobrevida
cancer-especifica

Variavel OR P (95% IC)
Margem negativa 1,00 (Ref.)
Margem positiva 1,20 0,002 0,44-1,97
Tumor ndo musculo invasivo 1,00 (Ref.)
Tumor musculo invasivo 1,65 0,024 0,21-3,09

OR = odds ratio; Ref.= Referéncia; Cl = intervalo de confianca

Nas figuras que seguem estdo expostas a curva de Kaplan-Meier para
sobrevida cancer especifica na coorte global (Figura 11), categorizado por
estadiamento pT (Figura 12) e pelo status linfonodal (Figura 13).

Quando analisamos o status linfonodal encontramos curvas de
sobrevida dos pacientes com estadio pNO praticamente sobrepostas aos
pN1 de modo que para analise de sobrevida agrupamos os estadios pNO e

pN1 (Figura 14).
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Figura 11 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer-especifica

Kaplan-Meter survival estimates, by ptagrupado11

100 -
pTnao musculoinvasivo
075
8
=
& pT2
=
@
3 050 o
z pT3-T4
)
=
=
&
=
S 025
000 -
T T T T T T
0 30 60 90 120 150

meses

Figura 12 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por pT
agrupado (pTa+pTis+pT1, N=19), (pT2, N=23) e (pT3 e pT4, N=55),
p=0,0074
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Kaplan-Meier survival estimates, by pn

100 -
075 -
8 pN 0
o |
=
z N1
® 050 - i
z
g
&
8 o2 A
@ 7 pN 2
000
T T | | U |
0 30 60 90 120 150
MESES

Figura 13 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por pNO
(N=62), pN1 (N=13), pN2 (N=12) e pN3 (N=11), p=0,0179
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Figura 14 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por pN
agrupado (NO+N1, N=75) e (N2+N3, N=23), p=0,0018
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9.2 RESULTADOS RELACIONADOS AOS MARCADORES

A média do escore pRb, p53, HER-2 e Ciclina D1 foram 3,03
(DP1,62), 1,53 (DP 1,55), 0,54 (DP 0,88) e 1,37 (DP 1,25) no grupo dos
tumores malignos, respectivamente, e de 3,84 (DP 0,50), 0,09 (DP 0,28),
0,33 (DP0,48) e 0,74 (DP 0,72) no grupo controle, respectivamente.

Nao se observou associacédo da positividade dos marcadores listados
com a expressdo dos mesmos no controle interno (amostras de urotélio
benigno): p53(p=0,286), Rb (p=0,545) e com o HER-2 (p=0,305).
Diferentemente da Ciclina D1 que apresentou associacdo entre a
hiperexpressao no tecido tumoral e o controle interno (p=0,037), ou seja n&o
houve diferenca entre a expresséo da Ciclina no tumor e no urotélio benigno.

Quando analisamos a correlagdo entre o p53 positivo e os demais
marcadores também positivos encontramos associagado positiva e com
significancia (p=0,003) somente com o pRb e quando consideramos a
auséncia total de expressao no tumor (escore 0). Nota-se que cerca de 80%
dos tumores com auséncia de expressdao do pRb encontram-se com p53
hiper-expresso ,escores 3 e 4 (p=0,003). Quanto a Ciclina D1, encontramos
que 46,4% dos tumores com auséncia de expressao da Ciclina
apresentaram p53 nos escores 3 e 4 (p=0,06) e esses valores diminuem
progressivamente a medida que aumentamos o escore de expressdo da
Ciclina D1.

Quando analisamos a associagao entre os outros marcadores,

encontramos que a perda de expressao de pRb se associou com a auséncia
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de expressao de Ciclina D1 (p=0,019), mas nao com a hiperexpressao do
escore do marcador HER-2 (p=0,464) que por sua vez também nao mostrou
relacdo com a hiper-expressao da Ciclina D1 (p=0,581).

Ao compararmos a expressao do HER-2 com o p53 encontramos que
daqueles que hiperexpressavam o HER-2 no escore 3,85% encontravam-se
com p53 nos escores 3 e 4, ainda que este achado ndao tenha apresentado
significancia (p=0,15).

Os dados da relagao entre os marcadores estao expostos na Tabela

14.

Tabela 14 - Associacdo da expressao imunoistoquimica p53 estratificado e
agrupado (3+4) por escores dos marcadores moleculares estratificados entre
Si

Marcador Escore p53 em porcentagem Total P
CiclinaD1 0: 0-5 1: 6-25 2: 26-50 4:51-100

0 10 (35,71) 3(10,71) 2(7,14) 13 (46,43) 28 0,067
1 7(29,17) 7(29,17) 2 (8,33) 8 (33,33) 24

2 7 (30,43) 7 (30,43) 5(21,74) 4 (17,39) 23

3 3 (20,00) 8 (53,33) 2(13,33) 2 (13,33) 15

4 3(33,33) 5 (55,56) 1(11,11) 0 9

Total 30 (30,30) 30 (30,30) 12 (12,12) 27 (27,27) 99

pRb 0,003
0 4 (19,05) 3 (14,29) 2(9,52) 12 (57,14) 21

1+2+3 6 (75,00) 2 (25,00) - - 8

4 20 (28,57) 25 (35,71) 10 (14,29) 15 (21,43) 70

Total 30 (30,30) 30 (30,30) 12 (12,12) 27 (27,27) 99

HER-2 0,153
0 23 (35,94) 20 (31,25) 8 (12,50) 13 (20,31) 64

1 4 (23,53) 6 (35,29) 2 (11,76) 5(29,41) 17

2 2 (16,67) 4 (33,33) 2 (16,67) 4 (33,33) 12

3 1(16,67) - - 5 (83,33) 6

Total 30 (30,30) 30 (30,30) 12 (12,12) 27 (27,27) 99

Escore 0: 0-5%, escore 1: 6-25%, escore 2: 26-50%, escore 3: 51-75%, escore 4: 76-100%
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Uma vez estudado a relagdo entre os marcadores, analisamos a
expressao destes marcadores de acordo com o estadiamento patoldgico.

Quando estratificamos os casos em tumores que estavam restritos a
mucosa (pTa e pTis), CBNMI (pT1), pT2 e doenga ndao 6rgao confinada, néo
encontramos correlagdo entre o estadiamento patolégico e o escore dos
marcadores p53, pRb e HER-2 em qualquer nivel de expressido. Aqueles
que nao expressavam Ciclina D1 ou os que expressavam fracamente,
escore 0 e 1, apresentavam-se em 75% e 66% respectivamente, em estadio
patolégico pT3 e pT4 (p<0,002) como demonstra os dados da Tabela 15.

No entanto, quando analisamos somente os marcadores positivos,
encontramos que os casos onde a Ciclina D1 esteve hiper-expressa (escore
3 e 4) estiveram associados a tumores de baixo estadio patoldgico, cerca de
52% dos pacientes com Ciclina D1 com escores 3 e 4 estdo categorizados
como CBNMI (p<0,001). Diferentemente da Ciclina, 80% dos casos onde
nao havia expressao do pRb (escore 0) estavam categorizados no grupo dos
tumores nao 6rgao confinados (p=0,047).

Os demais marcadores ndo demonstraram estar associados com
significancia com o estadio patoldgico.

Analisamos também o numero de marcadores hiper-expressos e seu
papel no estadiamento patolégico, e ndo encontramos correlagdo entre o
numero de marcadores positivos e o estadiamento, no entanto notamos que
ha um aumento progressivo nos estadiamentos patolégicos conforme
aumentamos o0 numero de marcadores positivos, ainda que sem apresentar

significancia estatistica, conforme expresso na Tabela 16.
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Tabela 15 - Associacdo dos escores dos marcadores imunoistoquimicos
avaliados no espécime da CR nos tumores ndo musculo invasivos pTa e
pTis agrupados e pT1 e dos tumores musculo invasivos do estadio pT2 e
dos estadios pT3 e pT4 agrupados

Marcador Estadio patolégico N P
escore no pTa+pTis T1 T2 T3+T4

tumor

p53 0,419
0 1(3,33) 3(10,00) 9 (30,00) 17 (56,67) 40

1 6 (20,00) 3(10,00) 6 (20,00) 15 (50,00) 30

2+3 3 (25,00) 1(8,33) 3 (25,00) 5 (41,67) 12

4 1(3,70) 2(7,41) 6 (22,22) 18 (66,67) 27

Total 11 (11,11) 9 (9,09) 24 (24,24) 55 (55,56) 99
CiclinaD1 0,002
0 1(3,57) 1(3,57) 5(17,86) 21 (75,00) 28

1 1(4,17) 1(4,17) 6 (25,00) 16 (66,67) 24

2 6 (26,09) 1(4,35) 5(21,74) 11 (47,83) 23

3 1(6,67) 5 (33,33) 3 (20,00) 6 (40,00) 15

4 2 (22,22) 1(11,11) 5 (55,56) 1(11,11) 9

Total 11 (11,11) 9 (9,09) 24 (24,24) 55 (55,56) 99

pRb 0,089
0 2(9,52) - 2(9,52) 17 (80,95) 21

2+3 - 1(12,50) 4 (50,00) 3 (37,50) 8

4 9 (12,86) 8 (11,43) 18 (25,71) 35 (50,00) 70

Total 11 (11,11) 9 (9,09) 24 (24,24) 55 (55,56) 99

HER-2 0,230
0 4 (6,25) 5(7,81) 14 (21,88) 41 (64,06) 64

1 5(29,41) 2 (11,76) 4 (23,53) 6 (35,29) 17

2 1(8,33) 1(8,33) 5 (41,67) 5 (41,67) 12

3 1(16,67) 1(16,67) 1(16,67) 3 (50,00) 6

Total 11 (11,11) 9 (9,09) 24 (24,24) 55 (55,56) 99

Escore 0: 0-5%, escore 1: 6-25%, escore 2: 26-50%, escore 3: 51-75%, escore 4: 76-100%
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Tabela 16 - Associacdo dos escores dos marcadores imunoistoquimico
estratificados e agrupados avaliados no espécime da CR nos tumores nao
musculo invasivos Ta e Tis agrupados e T1 e dos tumores musculo
invasivos do estadio T2 e dos estadios T3 e T4 agrupados

Escore Estadio patolégico N P
agrupado
pTa+pTis T1 T2 T3+T4
p53 0,950
0-1 7 (11,67) 6 (10,00) 15 (25,00) 32 (53,33) 60
2-4 4 (10,26) 3(7,69) 9 (23,08) 23 (58,97) 39
Total 11 (11,11) 9 (9,09) 24 (24,24) 55 (55,56) 99
Ciclina D1 <0,001
0-2 8 (9,76) 3 (3,66) 19 (23,17) 52 (63,41) 82
3-4 3(17,65)  6(35,29) 5 (29,041) 3 (17,65) 17
Total 11 (11,11) 9 (9,09) 24 (24,24) 55 (55,56) 99
PRb 0,047
0 2 (11,54) - 2(9,52) 17 (80,95) 21
1-4 9 (11,54) 9(11,54) 22 (28,21) 38 (48,72) 78
Total 11 (11,11) 9 (9,09) 24 (24,24) 55 (55,56) 99
HER-2 0,073
0 4 (6,25) 5(7,81) 14 (21,88) 41 (66,06) 64
1-3 7 (20,00) 4 (11,43) 10 (28,57) 14 (40,00) 35
Total 11 (11,11) 9 (9,09) 24 (24,24) 55 (55,56) 99
Marcadores 0,143
positivos
agrupados
0 2 (8,70) - 4 (17,39) 17 (73,91) 23
1 3(8,11) 4(10,81) 13 (35,14) 17 (45,95) 37
2 3(11,11) 5(18,52) 5(18,52) 14 (51,85) 27
3-4 3 (25,00) - 2 (16,67) 7 (58,33) 12
Total 11 (11,11) 9 (9,09) 24 (24,24) 55 (55,56) 99
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Quando subdividimos o tipo histolégico em carcinoma urotelial puro e
em carcinoma urotelial com suas variantes, os marcadores categorizados
pelos escores nao mostraram associagao significativa (p>0,05) com os
subtipos, assim como com os marcadores positivos agrupados (p=0,458).

Cerca de 80% dos tumores que expressavam p53 nos escores 3 e 4
foram classificados como carcinoma urotelial puro, assim como o HER-2 que
em 82,6% dos casos que expressaram escores 2 e 3 estavam categorizados
como carcinoma urotelial puro.

Os pacientes portadores de carcinoma urotelial com diferenciagcao
histolégica apresentaram os marcadores moleculares estudados menos
positivos do que os carcinomas uroteliais puros, 17,95% versus 82,05% para
0 p53, 17,65% versus 82,35% para Ciclina D1, 28,57% versus 71,43% para
pRb e 17,14% versus 82,86% para HER-2. Nenhum dos marcadores
apresentou significancia estatistica para diferenciar os carcinomas uroteliais
puros dos carcinomas com diferenciagao histolégica (p>0,05).

Na presente casuistica, os carcinomas com diferenciagcao histologica
apresentaram maior comprometimento linfonodal que os carcinomas
uroteliais puros, 48% versus 32,39%, apesar desta diferengca nao ser
significante (p=0,163).

A Tabela 17 demonstra a associagao do subtipo-histologico, desfecho
clinico e imunoexpressao dos marcadores.

Quando estudamos a associagdo dos marcadores com o tabagismo
nenhum dos marcadores apresentou associacdo com o habito de fumar, o

p53 (p=0,696), Ciclina D1 (p=0,291), pRb (p=0,947) e HER-2 (p=0,570), mas
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o tabagismo esteve associado com os 23 pacientes com carcinoma urotelial
com diferenciagao histolégica (p=0,016). Dos pacientes com diferenciagao
histolégica, apenas 3 (13,04%) eram ndo tabagistas, 14 (60,87%) eram

tabagistas ativos e 6 (26,96%) ex-tabagistas.

Tabela 17 - Associacdo dos escores dos marcadores imunoistoquimico
estratificados e agrupados avaliados no espécime da CR com os carcinomas
uroteliais puros e uroteliais com diferenciagao histolégica, com extensao da
doenga 6rgao confinada e n&o érgéo confinado e com a progressao clinica

Variavel Histologia N P

Ca urotelial Ca urotelial com

puro N (%) diferenciacdo N (%)

Progressao clinica 0,066
Nao 48 (81,36) 11 (18,64) 59
Sim 26 (65,00) 14 (35,00) 40
Total 74 (74,75) 25 (25,25) 99
Extenséo da invaséo 0,001
Orgao confinado pTa-T2 40 (90,91) 4 (9,09) 44
ONC, pT3-pT4 34 (61,82) 21 (38,18) 55
Total 74 (74,75) 25 (25,25) 99
Escore p53 no tumor 0,177
0-1 42 (70,00) 18 (30,00) 60
2-4 32 (82,05) 7 (17,95) 39
Total 74 (74,75) 25 (25,25) 99
Escore Ciclina D1 tumor 0,428
0-2 60 (73,17) 22 (26,83) 82
3-4 14 (82,35) 3 (17,65) 17
Total 74 (74,75) 25 (25,25) 99
Escore pRb no tumor 0,693
0 15 (71,43) 6 (28,57) 21
1-4 59 (75,32) 19 (24,68) 78
Total 74 (74,75) 25 (25,25) 99
Escore HER-2 no tumor 0,170
0 45 (70,31) 19 (29,69) 64
1-3 29 (82,86) 6 (17,14) 35
Total 74 (74,75) 25 (25,25) 99

ONC: 6rgéo nao confinado
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. RECIDIVA CLINICA POS-CR:

A recidiva clinica, ou seja, a progressdo da doenga pos-CR ocorreu
em 41 pacientes (41%) e n&o esteve associada com a positividade de p53
(p=0,545), da Ciclina D1 (p=0,188), do pRb (p=0,536) e do HER-2 (p=0,840).

Apesar de nao haver significancia, dos tumores que apresentaram
hiper-expressdao da Ciclina D1, escores 3 e 4, cerca de 89% néo
experimentaram progressao clinica. Estes dados estdo caracterizados na
Tabela 18.

No entanto, quando estratificamos somente os marcadores positivos a
recidiva clinica ocorreu somente em 11% dos tumores que expressaram

Ciclina D1 nos escores 3 e 4 (p=0,036).
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Tabela 18 - Associacdo dos escores dos marcadores imunoistoquimico
avaliados no espécime da CR com a progresséo clinica pés-CR

Marcador Progressao clinica p6s-CR Total P

escore no tumor

p53 Nao Sim 0,545
0 21 (70,00) 9 (30,00) 30
1 17 (56,67) 13 (43,33) 30
2+3 7 (58,17) 5(41,67) 12
4 14 (51,85) 13 (48,15) 27
CiclinaD1 0,188
0 15 (53,57) 13 (46,43) 28
1 15 (62,50) 9 (37,50) 24
2 10 (43,48) 13 (56,52) 23
3 10 (66,67) 5 (33,33) 15
4 8 (88,89) 1(11,11) 9
pRb 0,536
0 10 (47,62) 11 (52,38) 21
2+3 6 (75,00) 2 (25,00) 8
4 42 (60,00) 28 (40,00) 70
HER-2 0,840
0 39 (60,94) 25 (39,06) 64
1 9 (52,94) 8 (47,06) 17
2 8 (66,67) 4 (33,33) 12
3 3 (50,00) 3 (50,00) 6

Escore 0: 0-5%, escore 1: 6-25%, escore 2: 26-50%, escore 3: 51-75%, escore 4: 76-100%

Os escores dos marcadores imunoistoquimico estratificados e
agrupados avaliados no espécime da CR nao tiveram associagao
significativa com a progressdo clinica apdés a cirurgia (todos, p>0,05),
excecao feita a Ciclina D1 (p=0,037).

Ao estratificar os marcadores em subgrupos, como na Tabela 19,
notamos que somente a imunoexpressdao da Ciclina D1 apresentou

associacdo com a progressao clinica da doenga. Dos casos que
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expressavam fortemente a Ciclina D1 (escores 3 e 4), 85% nao progrediram

apo6s a CR (p=0,037).

Tabela 19 - Associacdo dos escores dos marcadores imunoistoquimico
estratificados e agrupados avaliados no espécime da CR com a progressao
clinica apos a cirurgia

Marcador Progressao clinica pés-CR Total P
Escore no tumor Nao Sim
p53 0,525
0-1 35 (60,34) 23 (39,66) 58
2-4 21 (53,85) 18 (46,15) 39
Total 56 (57,73) 41 (42,27) 97
Ciclina D1 0,037
0-2 43 (53,09) 38 (46,91) 81
3-4 13 (81,25) 3(18,75) 16
Total 56 (57,73) 41 (42,27) 97
pRb 0,289
0 10 (47,62) 11 (52,38) 21
1-4 46 (60,53) 30 (39,47) 76
Total 56 (57,73) 41 (42,27) 97
HER-2 0,786
0 37 (58,73) 26 (41,27) 63
1-3 19 (55,88) 15 (44,12) 34
Total 56 (57,73) 41 (42,27) 97
o Sobrevida Global e cancer especifica

Nenhum dos marcadores estudados teve impacto nas taxas de
sobrevida global e cancer especifica nesta amostra.

Quando analisamos os tumores estratificados por estadios
patolégicos, os tumores que nao infitravam a camada muscular

apresentaram SCE significativamente maior que aqueles com CBMI e
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principalmente sobre aqueles que apresentaram doenga n&o Orgao
confinada.

Quando estudamos subgrupos especificos, os pacientes que tinham
tumores iniciais, antes da cistectomia, com doenca musculo invasiva e que
expressavam p53 em niveis elevados (escore 4), encontramos piores
indices de sobrevida cancer especifica (p=0,012). Quando estudamos os
pacientes com CBNMI na peca de cistectomia encontramos que a expressao
do HER-2 acima de 30% esteve associado a pior SCE (p=0,046) conforme

descrito na Tabela 20.
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Tabela 20 - Analise univariada dos parametros clinicos, patologicos e de
imunoexpressdo dos marcadores conforme sobrevida global, SCE e
progressao clinica

Variavel Sobrevida global SCE Progressao clinica
Género NS 0,08 NS
Numero de comorbidades 0,08 NS NS
Hipertensao arterial sistémica 0,004 0,079 NS
Tabagistas e ex-tabagistas 0,05 0,024 NS
Estadio patologico T 0,032 0,011 0,034 (nao-0OC)
Histologia NS NS 0,035
Invasdo venosa 0,024 0,028 0,069
Densidade linfonodal 0,005 0,002 0,01
Imunoexpresséo de p53 0,07* 0,0121* NS
Imunoexpresséao de pRb NS NS 0,07**
Imunoexpressao de HER-2 NS 0,046*** NS
Imunoexpresséao de Ciclina D1 NS NS NS

SCE: Sobrevida cancer-especifica NS: ndo significativo; dx: diagnéstico; pT: estadiamento
patolégico

* Estratificagdo: considerando-se apenas o subgrupo de pacientes com doenga musculo
invasiva ao diagndstico

** Estratificagdo: considerando-se apenas o subgrupo de pacientes com doenga n&o
musculo invasiva ao diagnéstico

*** Estratificacdo: considerando-se apenas o subgrupo de pacientes com doenga nao-

musculo invasiva na cistectomia

Ao analisarmos os graficos de sobrevida por escores dos marcadores,
encontramos que nao houve associagao entre os escores considerados
positivos e o desfecho clinico nesta amostra de pacientes.

Estudamos a relacdo do p53 com SCE por niveis de expressao e nao
encontramos relacéo entre a SCE e os escores expressos de p53 (Figura

15).
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Mesmo quando agrupamos os casos que foram considerados p53
positivo, ndo encontramos relagado do p53 alterado com o desfecho clinico.
(Figura 16).

Fizemos a mesma analise com a Ciclina D1, que nao apresentou
significAncia entre o marcador e a imunoexpressao, conforme analisamos
nas figuras que seguem (Figuras 17 €18).

A curva de sobrevida avaliando a expressdo do pRb, apesar de nao
demonstrar significancia estatistica, demonstra que praticamente a
totalidade dos pacientes que nao expressaram pRb morreram em
decorréncia da doenga em um periodo inferior a 1 anos (Figuras 19 e 20).

Repetimos o procedimento do o HER-2 e também nao encontramos
significancia quanto a SCE na analise global da coorte por niveis isolados de
marcagao (Figura 21) e quando estratificamos os casos considerados

positivos (Figura 22).
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Kaplan-Meier survival estimates, by p53urcareci
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Figura 15 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por escore
estratificado do p53 (escore 0: N=30, escore 1: N=30, escore 2: N=12 e
escore 3+4: N=27), p=0,5888
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Figura 16 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por escore
estratificado e agrupados do p53 (escore 0 e 1, N=60, escore 2-4, N=39),
p=0,9422
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Kaplan-Meier survival estimates, by cd1urca2
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Figura 17 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por escore
estratificado da Ciclina D1 (escore 0: N=28, escore1: N= 24, escore 2: N=
23, escore 3: N=15 e escore 4: N=9), p=0,8235
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Figura 18 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por escore
estratificado da Ciclina D1 (escore 0-2: N=82, escore 3-4: N= 17), p=0,3165
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Figura 19 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por escore
estratificado do pRb (escore 0: N=21, escore 2: N= 1, escore 3: N=7 e
escore 4: N=70), p=0,1944
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Figura 20 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por escore
estratificado do pRb (escore 0: N=21, escore 1-4: N= 78, p=0,7739
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Kaplan-M eier survival estimates, by her2urcal123
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Figura 21 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por escore
estratificado do HER-2 (escore 0: N=64, escore 1: N=17, escore 2: N=12 e
escore 3 N=6), p=0,2024
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Figura 22 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por escore
estratificado do HER-2 (escore 0: N=64, escore 1-4: N=35), p=0,3459
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O numero de marcadores positivos também nao teve impacto na
SCE, mas é interessante o grafico que mostra sobrevida claramente menor

naqueles que apresentaram 3 ou 4 marcadores positivos (Figura 23).

Kaplan-Meier survival estimates, by variavelpos2
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Figura 23 - Curva Kaplan-Meier para sobrevida cancer especifica por
escores positivos agrupados (Sem marcador positivo, N=23, 1 marcador
positivo, N=37, 2 marcadores positivos: n=27 e com 3-4 marcadores
positivos: N=12), p=0,5825
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10 DISCUSSAO

A cistectomia radical com linfadenectomia € um excelente método
para controle local do CB, porém falha em tratar os pacientes que tiveram a
doenga disseminada. A quimioterapia tem funcdo limitada na doenca
metastatica, portanto é premente o surgimento de novas modalidades
terapéuticas para tratamento deste grupo de pacientes (STERNBERG et al.
2001).

Os critérios clinicos e anatomopatolégicos sdo fatores bem
estabelecidos em predizer prognostico em cancer de bexiga, sobretudo
naqueles que necessitam ser submetidos a cistectomia radical.

Independe da melhora da técnica cirurgica, dos cuidados intensivos e
da evolugdo dos quimioterapicos, os pacientes submetidos a CR com
linfadenectomia para tratamento do CB, apresentam mortalidade cancer
especifica em 5 anos, em elevados 40 a 50%. As recidivas clinicas
geralmente levam os pacientes ao obito, devido aos limitados recursos
disponiveis para os casos que escapam ao tratamento convencional
(SHARIAT et al. 2006).

Com base nesses casos, o estudo dos biomarcadores vem emergindo
ao longo dos ultimos 20 anos. O estudo das vias moleculares associadas ao
surgimento e desenvolvimento das neoplasias vesicais tem apresentado um
grande avango neste periodo (SHARIAT et al. 2008). A presenca de

expressdo de certas proteinas no CB pode distinguir aquele de padrao
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biologico mais grave, bem como predizer quais pacientes deveriam receber
um tratamento mais agressivo precocemente ou alguma forma de adjuvancia
(SHARIAT et al. 2008; CASTILLO-MARTIN et al. 2010).

Dentre todos os marcadores biomoleculares estudados, sem duvidas
0 p53 é o0 que mais ganhou destaque na literatura médica.

A presenca do p53 expresso nos CB é mais frequente nos CBMI,
muito embora seja frequente encontra-lo expresso nos CBNMI.

Em estudo com mais de 1700 pacientes com CB, em diversos
estadios patolégicos Schnmitz-Draguer et al encontraram p53 expresso em
25% dos CBNMI e em 48% dos CBMI (SCHMITZ-DRAGER et al. 1999).

Em nossa casuistica encontramos o p53 positivo a imunoistoquimica
(escores 2 a 4) em cerca de 40% dos casos, sendo que 7 (7%) eram CBNMI
e 32(32%) CBMI. Provavelmente esse nivel elevado de p53 se deve as
caracteristicas da coorte onde a maioria dos casos se tratavam de doenca
de elevado estadio patoldgico.

Os trabalhos que estudam a mutacdo do p53 em CB demonstram
claramente que a hiper-expressdo a imunoistoquimica esta associada a
piores resultados de sobrevida cancer especifica. SHARIAT et al. (2010)
demonstraram que os pacientes com CB ndo o6rgdo confinado que
expressavam p53 em niveis maior do que 10% apresentam 1,6X mais
chances de morrer por CB do que o grupo controle.

HERR et al. (1999) encontraram pior SCE nos pacientes com CBMI

porém, os casos estudados foram doenga 6rgao confinado (pT2).
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Em nossa coorte, mesmo estratificando os pacientes em CBNMI,
CBMI e CB com doenga nado 6rgao confinada, o p53 n&o demonstrou
significancia em predizer progndstico. Exceto quando estudamos o grupo de
pacientes com CBMI no diagnéstico pré cistectomia e somente quando foi
adotado ponto de corte de imunoexpressao acima de 80%, ou seja, escore
4. Neste grupo, o p53 hiperexpresso foi importante em predizer sobrevida
cancer especifica (p=0,0121).

Provavelmente, por estarmos analisando pacientes com tumores em
estadio patoldgico avangado, (78% de doenca ndo érgao confinada, 36%
com metastase linfonodal) o uso do marcador biomolecular talvez tenha
perdido a importancia frente a gravidade dos pacientes, demonstrando que a
maior relevancia dos marcadores esta em estratificar aqueles pacientes
onde o status clinico e patolégico ndo seja tdo avangado.

Quando comparamos a correlagdo entre os marcadores estudados,
notamos que nos tumores onde o p53 estava fortemente expresso (escore 4)
cerca de 57% destes pacientes apresentaram auséncia total de expressao
pRb (p=0,003), fato que deve ser esperado, visto que tanto p53 quanto pRb
fazem parte da via tumoral envolvida na génese dos tumores de alta
agressividade.

HE et al. (2009) encontraram auséncia de expressdo do pRb
associado a expressao positiva (considerado como p53 expresso em mais
de 10%) em 60% dos casos estudados, sendo que estes casos
apresentaram pior sobrevida cancer especifica do que os que néo

expressavam nenhum ou somente um dos marcadores.
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E conhecida a correlagdo do p53 com o pRb durante a dinamica do
ciclo celular. O p53 quando inativo geralmente se acumula no nucleo,
explicando o porque da expressdao aumentada quando avaliado pela
imunoistoquimica. Ja o pRb quando inativo geralmente se manifesta pela
auséncia de expressao, muito embora, seja bem estabelecido que a
expressao elevada do pRb pode corresponder a sua forma hiperfosforilada e
inativa. Esse achado possivelmente se deve a Ciclina D1 hiperexpressa ou
delecdo de p16 (CHATTERJEE et al. 2004).

Em nossa amostra consideramos como mutacdo do RB somente
quando houve auséncia de expressao do marcador, visto que ao
compararmos com o0s controles ndo houve associacido do Rb hiperexpresso
nos tumores.

Encontramos 20% dos tumores com auséncia de expressao do pRbD,
sendo que desses tumores, 85% se apresentavam como doenga nao 6rgao
confinada.

Na literatura, o pRb costuma estar mutado em metade dos CB,
sobretudo no CBMI (HE et al. 2009).

Provavelmente em nossos casos, onde o pRb foi considerado
mutado, foram mais baixos que os descritos por outros autores, pois em
nossa validagao interna ou seja, analisando de nossos casos com tumores e
0s controles, ndo conseguimos encontrar a hiperexpresséo do pRb (acima
do escore 2) como uma anormalidade. Frisando, que 70% dos nossos casos
controles apresentaram pRB expressos no escore 4. Porém quando

analisamos as curvas de sobrevida, ainda que sem demonstrar significancia,
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0S casos que expressaram pRb em escore 4 tiveram curvas praticamente
idénticas ao dos casos onde havia auséncia de expressao.

Ao analisarmos o padrdo de expressao da Ciclina D1, encontramos
que 17% dos casos apresentavam Ciclina D1 nos escores 3 ou 4,
considerados positivos em nossa analise. Nos estadios mais avancados
ocorre uma diminuicdo progressiva da expressao da Ciclina D1. Sete
porcento dos casos considerados Ciclina D1 positivo apresentavam doenca
ndo érgao confinada frente a 37% de doencga ndo érgao confinada nos casos
com expressao 0 e 1 (p<0,002).

TUT et al. (2001) analisando amostra igualmente heterogénea,
envolvendo CBNMI (97 casos) e CBMI (53 casos) encontraram a expressao
da Ciclina D1 alterada, adotando o ponto de corte a imunoistoquimica de
50%, em 89% dos CBNMI e em 74% dos CBMI. Nesta amostra os autores
encontraram que a Ciclina D1 hiper-expressa esteve associada com tumores
de baixo grau e ndo musculo invasivo, corroborando a hipdtese que os
tumores avancados seguem uma via independente da Ciclina D1. Esses
resultados tao expressivos, sao conflitantes com a do presente estudo, onde
a positividade da Ciclina D1 ocorreu em apenas 17% dos casos.

BRINGUIER et al. (1996) encontraram em casuistica com 46
pacientes, que os pacientes com tumores com hiperexpressao da Ciclina D1
(>50% das células com expressao) apresentaram evolugéo clinica menos
agressiva que 0S que nao expressavam Ou expressavam em menor

intensidade.
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Esses achados s&o compativeis com nossos resultados, onde os
tumores que tinham expressdo da Ciclina D1 maior 50%, apresentavam
doencga em estadios patolégicos menos avangados.

Ao compararmos a expressao do HER-2 com a do p53, encontramos
que aqueles que hiperexpressavam o HER-2 no escore 3, 85%
encontravam-se com p53 nos escores 3 e 4, ainda que este achado néao
tenha apresentado significancia (p=0,15) sugerindo uma possivel correlagao
entre estes marcadores. E importante frisar que tivemos somente 5
pacientes nesta condigdo, o que seguramente limita a qualidade da analise.

O HER-2 é um receptor transmembrana da tirosino-Kinase,
considerado fundamental para o crescimento, sobrevivéncia e migragao
celular. Vem sendo amplamente estudado em mama, onde cerca de 20%
dos tumores tém mutagdes do HER-2 e o uso de terapias alvo moleculares
com anticorpo anti-HER-2 (trastuzumab) é uma realidade em neoplasias de
mama (YARDEN 2001).

Transpondo para o CB, ao encontrarmos associacido positiva entre o
HER-2 hiper-expresso e eventos adversos, a terapia alvo molecular poderia
ser oferecida.

Ao analisarmos a expressdao do HER-2 encontramos que a
hiperexpressao (escore 3 ) esteve associados a CB nao 6rgao confinado em
cerca de 40% dos casos (p=0,037). Porém quando avaliamos a expressoes
menos intensa (escore 2), ndo encontramos correlagdo da expressao do

HER-2 com estadio patoldgico.
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BOLENZ e SHARIAT (2010) estudaram 198 pacientes com CB em
diversos estadios patoldgicos, inclusive com doencga linfonodal. Os autores
encontraram que aqueles casos onde o HER-2 era expressos em mais de
10% , estiveram mais associados com invasdo angiolinfatica, recidiva clinica
e mortalidade cancer especifica.

Dentre todos os marcadores por nés estudados, o HER-2 é o que
menos se conhece da associagdo com o CB, com dados divergentes na
literatura sobre o papel deste receptor da tirosino-kinase na evolucédo do CB.

Quando analisamos o numero de marcadores hiperexpressos nao
houve correlagdo entre o numero de marcadores positivos com desfecho
clinico. Entretanto, todos os pacientes que apresentaram 3 ou 4 marcadores
hiperexpressos morreram pela doenga no seguimento clinico.
Provavelmente, esse achado se deve ao pequeno numero de casos (n=12)
nesta sub-populacéo.

Esses achados diferem dos achados de SHARIAT et al. (2012) que
ao estudar o papel dos marcadores p53, pRb, p21 e p27 demonstrou que
quando 3 ou mais marcadores estavam alterados, a sobrevida global foi
mais baixa e a recidiva clinica mais frequente, com significancia estatistica.

Quando analisamos os achados clinicos-patolégicos de nossa
casuistica encontramos alguns dados interessantes. Os casos que na peca
de cistectomia apresentaram somente CIS tiveram desfecho clinico
desfavoravel em comparagdo com todos os outros estadios, com progressao
clinica em 75%. Muito provavelmente, isso se deve a caracteristica dos

tumores primarios. Dos 4 casos nesta situagdo, 3 eram CBMI no tumor
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inicial, refletindo resseccédo adequada, porém em doenca inicialmente muito
agressiva. A densidade linfonodal (numero de linfonodos positivos sobre o
total de linfonodos ressecados) teve correlagdo com a sobrevida global,
cancer-especifica e progressao clinica (associagao positiva para todas as
sobrevidas, p<0,05).

Apesar de nao ser o foco deste trabalho, esses achados corroboram o
que ha muito ja se discute na literatura sobre o papel curativo da
linfadenectomia no CB. WRIGHT et al. (2008) demonstrou melhora da
sobrevida global e cancer-especifica, quando se ressecou mais de 10
linfonodos no produto da linfadenectomia, em detrimento dos casos onde a
extensao foi menor.

Merece destaque, o fato que o tabagismo esta associado ndo s6 com
a sobrevida global, esperado para uma comorbidade muito prevalente no
CB, mas também com a sobrevida cancer especifica. Lembramos que em
nossa amostra mais de 70% dos casos eram compostos por tabagistas e ex-
tabagistas. Esses casos apresentaram pior SCE quando comparados ao
grupo dos néao tabagistas (p=0,024). Encontramos que o tabagismo esteve
associado com as variantes histolégicas do CB, demonstrando seu papel na
indiferenciagcao tumoral e desta forma contribuindo para o desfecho clinico
desfavoravel.

Nossos dados sdo compativeis com os achados de RINK et al. (2012)
que avaliaram mais de 1500 pacientes submetidos a CR, em estadio

variados e encontraram que os tabagistas e ex-tabagistas apresentaram
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maior incidéncia de recidiva clinica e menor SCE, comparados aos pacientes
que nao tinham o habito de fumar.

Testamos a correlacdo entre os marcadores estudados, sobretudo o
p53, com o tabagismo, e nessa casuistica ndo houve uma associagéo
significante.

Na nossa amostra encontramos que os fatores clinico-patolégicos
foram significativamente mais importantes em predizer o desfecho clinico
dos pacientes submetidos a CR do que os imunomarcadores estudados.

Na presente casuistica, com a maioria dos casos em estadio
patolégico avangado, com doencga linfonodal em 36% deles, talvez neste
grupo de pacientes, com tumores tao agressivos, o papel dos marcadores

tenha sido menos importante.
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11 CONCLUSAO

Dos marcadores que representavam a mesma via tumoral, ou seja, os
marcadores do ciclo celular, apenas o p53 e pRb correlacionaram-se entre
Si.

A hiper-expressao do HER-2, no escore 3, se associou com piora na
sobrevida cancer-especifica, no subgrupo de pacientes com doenga nao
musculo invasiva no espécime de CR.

A hiper-expressao do p53 esteve associada a pior sobrevida cancer
especifica no subgrupo de pacientes, que de inicio apresentavam doenca
musculo invasiva e que expressaram p53 no escore 4.

Os marcadores estudados nao influenciaram as taxas de sobrevida
global e progresséo clinica da doenca.

Nenhum dos marcadores teve impacto nos desfechos clinicos e
oncoldgicos quando analisamos a coorte globalmente, ou seja, sem

estratificar em subgrupos
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Anexo 1 - Ficha de Levantamento

CISTECTOMIA RADICAL

Servigo de Urologia do Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital AC Camargo

1. Nome: D: [/ 1
2. RGH: e I I I
3. Ildade na data da Cirurgia:.......cccooouueiiiiiiiiii e [

4. Sexo: 0] masc. |1[feminino ........ccccoiiiiiiiiiiiiiiee e |

5. Raga: |0| branca [1|parda |2| negro |3|amarela ........c.ccccocoiveeiiiiiieeennnen. |
6. Doencas associadas: |0| ndo |1|HAS |2| DPOC |3| DM |4|obesidade [5] RXt

T. 8] OULIOS et a e I

8. Tabagista: |0| ndo |1|sim |2| ex-fumante, ha anos  .............. [
9. Numero de cigarros: |1] <10 cig/d. [2] 11-20 [3] 20 ...coeeiviiiieiiiiiieeeee, |
10. Tempo de tabagismo: |0|]<1a |1]1-5 |2| 5-10 |3|>10 [4]>20 |5/>30....... [
10. Hidronefrose: |0] sem |1|unilateral |2| bilateral = .......cccocciiiiiiiineen. [

11. Grau na bidpsia |1]alto |2|baixo |9] ignorado N° das I&minas

12. Citologia oncotica urinaria: |0| neg. |1|classe 3 |2| pOS: ....coccveveeennnee. [
13. Tratamento prévio: [0 N30 [1]SIM  ..coociiiieeiiee e, [
14. Data dos 1° sintomas da doenga:  .........ccccciiiiiiieeee e, / /
15. Tipo de trat. prévio: |0|ndo |1|RTU |2|cistect. parcial [B1+2 ............. [
16. Tumor primario: |O[superficial |1]invasivo ........ccccoocvieeiiiiienene I
17.BCG:  [0] N8O 1] SIM i ]

18. 1° Ciclo Semanal: [0] ndo |1[SIM ..o, [
19. Cistoscopia: |Olnormal [1|recidiva  |2|recidiva com progresséo ...... |
20. 1° Ciclo quinzenal e/ou mensal: |0[ndo [1]SiM ........ccccvereennene. [
21. Numero de RTU pararecidiva: 0] |1 12| [3| 4] |5] ......... [
22. Data da 12 recidiva: (Cirurgia) .........ccceevecvvvriveeeeeeennn. / /
23. Progressdo da doenga: |0] ndo [1[sim .o (I

24. Indicagao da cistectomia |1|prog |2|falha BCG |3|imposs ress [4|mult recid

151 T2 |
25. Neo-adjuvancia  |0|ndo [1]Qtx |2|RTx |3]Qtx + RTx [
26. Hb pré-operatdrio:  .....cccoiiiiiieeeee e [
27. Creatinina Pré-0P: i [
28. Data da Cirurgia: .....cccceeveeeeeeieccceeeee e / /

29. Risco cirargico ASA: |1] 2] |3] [4] oo |
30. Tempo de cirurgia (MiNn.): ..o |

31. Reconst trato urinario: |1|Bricker |2| Neobexiga



32. Tempo de internagdo (dias):  .....ccooooiiiiiiii e | |

33. Transfusao de sangue: [0]ndo 1] SIM i, |
34. Volume de transfusdo (Ml) : .o [
35. Hb pds-0peratdrio: .. . [
36. Creatinina pos-0peratdria:  ......cceeiiiiiiiie e [
37. Fator T: [0|TO |1|Ta |2|T1 |3|T2 [4|T3a |5|T3b |6]T4....ccceveeeeeenee ]
38. Fator N: |O] NO |[1|N1 |2|N2 [3|N3 . ]
39. Fator M: [O]MO 1] M1 o ]
40. Tipo histoldgico: |1|CCT |2|CEC |3|adenoca |4|sarcoma ............. [
41. Grau na pega: |1]| alto |2| baixo N° das laminas.__ ... S
42. Invasao vascular e/ou linfatica [0 ndo [1|SiM ..........cceeeeees [
43. Multifocalidade: |0|n@o |1]SIM ...coooiciiiiiiieeeee e [
44 N°de lesdes: [1|<3 |214a6 |3]7a10 |4[>10 ..cccceveverenneen. [
45. Presenca de CIS associado: [0[nao [1]Sim .......coocoeeeeiiiiieenennnns |
46. Presenca de tu polipoide na uretra prostatica: |0|ndo |1|sim .......... [
47. Tamanho do tumor: [1|<2,5cm |2|3a 5cm [3]>5cm ..., |
48. Congelagao de uretra: |0| ndo |1|positiva [2|negativa  .............. [

49. Complicagbes imediatas: |0|n&o |1|evisceragdo |2|IRA |3|pneumonia
|4|fistula urinaria |5|abscesso pélvico  |6]ileo prolongado |9|bridas
|10]obstru¢do sonda por muco |11|[fistula entérica |[12] outros ......... | |

50. Re-operacgdo: [0]NE0 [1[SIM .eooiuiiiiiiiiiiee e |

51. Data da re-0peragan: ........coocueieeeiiiiiiie et / /

52. Qt adjuvante: |0|NE0 [1|SIM ...eeeeiiiiiiee e
53. Complicagdes tardias: |0|ndo |1|incontinéncia urinaria |2|reteng¢ao urinaria
|3|hidronefrose |4|pielonefrite |5| infecgao do Pouch |6[fistula urinaria
|7]impoténcia |8|fistula neobexiga para vagina |10] outros................ |
54. Continéncia diurna apés 1 ano:
|Olincontinente |1]leve |2|moderada |3|grave |[4|retentor.........ccoovveeeiiiiiiiininnnneen.
55. Continéncianoturna apds 1 ano:

|Olincontinente |1]leve |2|moderada |3|grave |4|retentor |

56. Poténcia ap6s 1 ano: |1] impotente |2| eregdo parcial |3| erecdo plena |4| eregéo

plena com droga |5] ProtESE  .....coeeiicieiiieiiiiiie e |
57.Datada Falna: .......cocciiiiiiiiiee e / /

58. Falha: |0|ndo |1|local |2|uretra |3|figado |4|pulm&o |5|SNC |6]éssos |7| outros | |
59. Tratamento da falha: [0|n&o |1|QT |2|Rxt |3|cirurgia ........ccceeveeviiiiererninneenn. | |
60. Data do ultimo seguimento: .........ccccooiieiiiiiiieeeee, / /

61. STATUS:

|1] Vivo ass. |2|Vivo ¢/Ca |3| Morte Ass |4| Morte Ca |5| Morte trat |6] PV...| |



