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Resumo

Ravanini JN. Carcinomas uroteliais de alto grau em cistectomias radicais:
heterogeneidade intratumoral sob a perspectiva das variantes histologicas e
caracterizacdo de perfis imuno-histoquimicos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2019.

OBJETIVOS: Avaliar caracteristicas clinico-patologicas com énfase na presenca
de variantes histologicas (VH) nos carcinomas uroteliais da bexiga e nas
metastases linfonodais (ML). Caracterizar perfis imuno-histoquimicos
relacionados aos subtipos moleculares e verificar suas associacfes clinico-
patolégicas. METODOS: 183 carcinomas uroteliais de alto grau musculo-
invasivos submetidos a cistectomia radical no Instituto do Cancer do Estado de
Séao Paulo, HCFMUSP ou Hospital Alemao Oswaldo Cruz foram caracterizados
quanto ao género, idade, tamanho, focalidade, configuracdo neoplasica,
necrose, invasdes angiolinfatica e perineural, VH, carcinoma in situ, infiltrado
inflamatério peri e intratumoral, estaddio, margem cirdrgica, ML e VH na
metastase. Resultados semi-quantitativos da pesquisa imuno-histoquimica (IH)
de CK20 e GATA3 (associados ao subtipo luminal) e CK5, SALL4 e Vimentina
(associados ao subtipo basal), que foi realizada em micromatrizes teciduais com
abundante representacao do tumor primario e das ML, tiveram valor de corte de
20%, definindo os casos em positivos e negativos. Casos negativos para CK20
ou GATA3 e positivos para CK5 foram agrupados no subtipo basal; casos
positivos para CK20 ou GATA3 e negativos para CK5 agrupados no subtipo
luminal e casos duplo positivos ou duplo negativos agrupados no subtipo
indeterminado. As associacdes entre estes subtipos e as caracteristicas clinico-
patolégicas foram realizadas através de testes qui-quadrado ou exato de Fisher
para as variaveis categoricas. A comparacao dos subtipos obtidos no centro do
tumor e na ML foi realizada com testes de McNemar-Bowker e concordancia pelo
coeficiente Kappa. A analise de sobrevida foi realizada pelo método Kaplan-
Meier e testes de Breslow. RESULTADOS: VH foram observadas em 116
(63,4%) casos e associadas a invasao linfovascular (p=0,043), VH na metastase
(p<0,001), pior sobrevida global (p=0,043). Havia 14 diferentes VH, a escamosa,
mais comum, foi associada a tumores maiores (p=0,003); necrose (p=0,004); VH
sarcomatoide (p=0,047), VH na metastase (p=0,003), sem impacto nas
sobrevidas. VH micropapilifera, segunda mais observada, foi associada a
invasao linfovascular (p=0,002); margem cirargica positiva (p=0,005); metastase
linfonodal (p<0,001), VH na metastase (p=0,007) e piores sobrevidas doenca
especifica (p=0,016) e global (p=0,005). VHs foram observadas em 40,7% das
metastases linfonodais, com apenas um caso discordante das VH observadas
no tumor vesical. Nos dois perfis IH estabelecidos ndo houve impacto nas
sobrevidas e o subtipo basal foi associado a tumores maiores (CK5/CK20
p=0,025; CK5/GATA3 p=0,006) e a variante escamosa (CK5/CK20 e



CK5/GATA3 p<0,001) e o subtipo luminal foi associado a variantes
micropapilifera (CK5/CK20 e CK5/GATA3 p<0,001) e plasmocitoide (CK5/CK20
p=0,003; CK5/GATA3 p=0,011). Foi moderado o grau de concordancia do
subtipo observado no centro comparado ao observado na ML (CK5/CK20
Kappa=0,57; CK5/GATA3 Kappa=0,48). CONCLUSOES: A presenca de VH nos
carcinomas uroteliais da bexiga, além de acarretar heterogeneidade
intratumoral, foi associada a caracteristicas clinico-patoldgicas de agressividade,
com impacto na sobrevida, sobretudo na variante micropapilifera. O perfil 1H
basal foi associado a tumores maiores com variante escamosa e o perfil IH
luminal foi associado as variantes micropapilifera e plasmocitoide. Os perfis IHs
nao diferiram quanto as sobrevidas e houve moderada concordancia com os
perfis observados nas ML.

Descritores: Neoplasias da bexiga urinaria; Carcinoma; Cistectomia; Histologia;
Variantes histoldgicas; Imuno-histoquimica; Metastase linfatica; Subtipos do
carcinoma urotelial.



Summary

Ravanini JN. High grade bladder urothelial carcinoma treated with radical
cystectomy: intratumoral heterogeneity from the perspective of histological
variants and characterization of immunohistochemical profiles [thesis]. Sao
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

OBJETIVES: Evaluate clinicopathological features emphasizing the presence of
histological variants (HV) in bladder urothelial carcinomas and their lymph node
metastasis (LNM). Characterize immunohistochemical profiles related to
molecular subtypes and verify their clinicopathological associations. METHODS:
183 high-grade muscle-invasive urothelial carcinomas undergoing radical
cystectomy at Instituto do Céancer do Estado de Sao Paulo, HCFMUSP or
Hospital Alem&o Oswaldo Cruz were classified according to gender, age, size,
focality, neoplastic configuration, necrosis, lymphovascular and perineural
invasion, HV, carcinoma in situ, peritumoral and intratumoral inflammatory
infiltrate, stage, surgical margin, LNM and HV in metastasis. Semi-quantitative
results of the immuhistochemical (IHC) studies for CK20 and GATAS (associated
with the luminal subtype) and CK5, SALL4 and Vimentin (associated with basal
subtype), which were performed in tissue microarrays with abundant
representation of the primary tumor and LNM, had a cutoff value of 20%, dividing
cases into positive and negative. Negative cases for CK20 or GATA3 and positive
for CK5 were grouped into the basal subtype; positive cases for CK20 or GATA3
and negative for CK5 were grouped into luminal subtype and double positive or
double negative cases were grouped into the undetermined subtype. The
associations between these subtypes and clinicopathological features were
performed using chi-square or Fisher’s exact tests for the categorical variables.
Comparison of the subtype obtained at the center of the tumor and LNM was
performed using McNemar-Bowker test and agreement with Kappa coefficient.
Survival analysis was performed using Kaplan-Meier method and Breslow tests.
RESULTS: HV were observed in 116 (63.4%) cases and associated with
lymphovascular invasion (p=0.043); HV in metastasis (p<0.001), worse overall
survival (p=0.043). There were 14 different HV, and squamous variant, the most
common, was associated with larger tumors (p=0.003); necrosis (p=0.004),
sarcomatoid variant (p=0,047), HV in metastasis (p=0.003), with no impact on
survival. Micropapillary variant, the second most observed, was associated with
lymphovascular invasion (p=0.002); positive surgical margin (p=0.005); LNM
(p<0.001); HV in metastasis (p=0.007) and worse disease-specific (p=0.016) an
overall survival (p=0.005). HV were observed in 40.7% of the LNM, and only one
case was discordant with HV observed in the bladder tumor. In both IHC profiles
there was no impact on survival, and the basal subtype was associated with
larger tumors (CK5/CK20 p=0.025; CK5/GATA3 p=0.006) and squamous variant
(CK5/CK20 and CK5/GATA3 p<0.001). Luminal subtype was associated with



micropapillary variant (CK5/CK20 and CK5/GATA3 p<0.001) and plasmacytoid
variant (CK5/CK20 p=0.003; CK5/GATA3 p=0.011). There was moderate
agreement between the subtype observed in the tumor center compared to that
observed in LNM (CK5/CK20 Kappa=0.57; CK5/GATA3 Kappa=0.48).
CONCLUSIONS: The presence of HV in bladder urothelial carcinomas, in
addition to cause intratumoral heterogeneity, was associated with clinical and
pathological characteristics of aggressiveness, with impact on survival, especially
in the micropapillary variant. The basal IHC profile was associated with larger
tumors and squamous variant, and the luminal IHC profile was associated with
micropapillary and plasmacytoid variants. The IHC profiles did not differ on the
survival rates and there was moderate agreement compared to the subtypes
observed in LNM.

Descriptors: Urinary bladder neoplasms; Carcinoma; Cystectomy; Histology;
Histological variants; Immunohistochemistry; Lymphatic metastasis; Urothelial
carcinoma subtypes.






1. Introducao



1.1 Aspectos epidemiolégicos do cancer de bexiga

Segundo estimativas do projeto GLOBOCAN produzidas pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em
todos os paises do mundo em 2018 foram estimados 549.393 casos novos de cancer de
bexiga no mundo, sendo 424.082 em homens e 125.311 em mulheres, além de 199.922
Obitos por esta neoplasia (1), quatro vezes mais comum em homens do que em
mulheres, o0 que é atribuido a maior taxa de fumantes e a mais frequente exposicao

ocupacional a carcinégenos no género masculino (2).

Nos Estados Unidos em 2019 sdo estimados 61.700 casos novos de cancer de
bexiga em homens, configurando o quarto tipo mais comum de céncer no género
masculino, correspondendo a 7% do total de casos novos, e no género feminino séo

estimados 18.770 casos novos (3).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA — Ministério da Saude) revela que
em 2019 séo estimados 6.690 casos novos de cancer de bexiga em homens e 2.790 em
mulheres. Excluidos os casos de tumores de pele ndo melanoma, o cancer de bexiga é
0 sexto mais frequente em homens e o décimo quarto mais frequente em mulheres na

regiao sudeste (4).

O cancer de bexiga é geralmente uma doenca que acomete individuos mais
velhos, sendo que a maioria dos pacientes é diagnosticada na sétima década de vida.
No entanto, esta neoplasia também pode ocorrer em individuos jovens, até mesmo antes

dos 20 anos de idade, sendo que nesta faixa etaria os tumores sdo geralmente indolentes

(5).

O carcinoma urotelial, antigamente denominado carcinoma de células
transicionais, € o tipo histolégico de carcinoma mais comum na bexiga, correspondendo
a 84% dos carcinomas vesicais em homens e a 79% em mulheres. E originado no
urotelio, epitélio que recobre todo o trato urinario, desde os célices renais até a uretra.
Outros tipos histologicos de carcinoma também podem ocorrer na bexiga, como o

carcinoma epidermoide e o adenocarcinoma (6).



1.2 Fatores de risco ambientais associados ao cancer de bexiga

Sao conhecidos muitos fatores de risco associados ao cancer de bexiga. Fatores
exdgenos como o tabaco e exposicdo ocupacional a carcinbgenos estdo entre 0s

principais (6).

O tabaco é responsavel por cerca de metade dos carcinomas uroteliais em ambos
0s géneros e o risco de um fumante desenvolver esta neoplasia é 3 a 6 vezes maior que

o da populagéo geral ndo fumante (7).

Andlise de 11 estudos caso-controle revelou que ha um aumento linear do risco
de cancer de bexiga quanto maior a duracdo do tabagismo, assim como ha uma clara
relacdo dose-dependente. Observou-se ainda que parar de fumar reduz o risco da
doenca em 30% apOs 1 a 4 anos e em até 60% apos 25 anos. No entanto, mesmo apdés
25 anos livre de tabaco, o risco nunca decai para 0s mesmos niveis da populac¢éo nao

fumante (8).

O cigarro contém numerosos carcinégenos, dentre eles o 4-aminofenol
(considerado o mais importante), betanaftilamina, benzeno, cadmio, cromo, niquel,
dentre outros. Desde a década de 1950, quando foi estabelecida a relacdo causal do
tabaco com o cancer de bexiga, as taxas da doenca permaneceram estaveis, enquanto
a prevaléncia do tabagismo diminuiu. Neste periodo, houve mudangcas na composi¢ao
do cigarro, com reducdo da concentracdo de alcatrdo e nicotina, mas um aparente
aumento na concentracdo de carcindgenos especificos, como a betanaftiamina e
nitrosaminas. Estudo do tipo coorte iniciado em 1995 nos Estados Unidos por Freedman
et al. (9) demonstrou que o risco de desenvolver cancer de bexiga nos fumantes em
relacdo aos pacientes que nunca fumaram foi maior que o risco estimado em coortes
anteriores realizadas entre 1963 e 1987, sustentando assim a hipotese de que a

mudanc¢a na composic¢ao do cigarro pode ter contribuido com este aumento do risco.

Estima-se que a exposi¢cao ocupacional a carcindogenos seja responsavel por até
27% dos casos de cancer de bexiga (10). As aminas aromaticas, dentre elas destacando-
se a betanaftilamina, utilizadas em inddstrias de tinta, téxtii e de borracha, e os

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, utilizados na producédo de aluminio, ferro, ago,



carvao, diesel e derivados do petréleo, sdo as principais substancias quimicas ligadas a
esta neoplasia (11). Metabdlitos reativos das aminas aromaticas e dos hidrocarbonetos
se ligam ao DNA. A persisténcia desta ligacdo pode causar mutacdes genéticas,
inclusive no gene p53, sendo este processo modulado por polimorfismos genéticos das
enzimas de reparo do DNA (12). Desta forma, o risco ocupacional ndo depende apenas
do tipo de carcindgeno e da intensidade da exposi¢cdo, mas também da suscetibilidade

de cada individuo a esta neoplasia (10).

Além disso, esta bem estabelecida a relacdo causal entre a cistite crénica por
Schistosoma haematobium e o carcinoma de bexiga em locais onde a infeccdo é
endémica, como em paises da Africa, principalmente o Egito e no Oriente Médio. No
entanto, o carcinoma epidermoide € o tipo histolégico mais comum nesta condi¢éo,

embora também possa ocorrer o carcinoma urotelial e o adenocarcinoma (6).

Ha ainda associacao com exposicdo a drogas (fenacetina), a agua contaminada
com arsénico, radioterapia e outras causas de irritacdo cronica da mucosa vesical (como

extrofia vesical congénita, por exemplo) (13).
1.3 Fatores genéticos associados ao cancer de bexiga

O carcinoma urotelial ndo é considerado uma doenca hereditaria, embora haja
diversos relatos de familias com multiplos casos. Alguns destes estudos mostraram
desenvolvimento da neoplasia em idades precoces, e outros mostraram um maior risco
em parentes de primeiro grau de pacientes com carcinoma vesical, sugerindo haver um
componente hereditario significativo. Neoplasias uroteliais j& foram descritas em
sindromes hereditarias como as de Costello, Lynch e Muir-Torre (14). Polimorfismos
genéticos envolvendo genes que codificam enzimas metabolizadoras de carcindgenos,

como NAT2 e GSTM1 séo associados a aumento do risco de cancer de bexiga (15).



1.4 Aspectos anatomopatolégicos do carcinoma da bexiga e seu

significado clinico
1.4.1 Grau histolégico

A classificagdo das neoplasias uroteliais da OMS, tanto de 2004 (6), quanto a
mais recente, de 2016 (13), divide as neoplasias uroteliais em dois grandes grupos:

- Carcinoma urotelial invasivo (incluindo as variantes histolégicas);

- Neoplasias uroteliais ndo invasivas (carcinoma urotelial “in situ”,
carcinoma urotelial papilifero de alto grau, carcinoma urotelial papilifero de baixo grau,
neoplasia urotelial papilifera de baixo potencial de malignidade, papiloma urotelial,
papiloma urotelial invertido, proliferacéo urotelial de potencial maligno incerto e displasia
urotelial).

A definicdo destas categorias e a padronizacdo da nomenclatura estabeleceram
o grau histolégico como um parametro importante para determinar a recorréncia e a
progressdo das neoplasias uroteliais, principalmente nas nao invasivas (6). J4 para 0s
carcinomas uroteliais invasivos, a graduacdo histologica ndo €é tdo determinante nesta
discriminacgdo pois apesar de uma pequena porcentagem de carcinomas invasivos serem
de baixo grau, usualmente limitados a lamina propria, mais de 95% dos tumores
invasivos € de alto grau (16). Apds revisdo de 93 carcinomas uroteliais da bexiga
musculo-invasivos, Jimenez et al. (17) classificaram 16% dos casos como grau 2b e os
84% restantes como grau 3 na classificacdo de Malmstrém, que sdo considerados como
alto grau na classificagcdo vigente da OMS (6, 13). A sobrevida média destes dois grupos
nao demonstrou diferenca estatisticamente significativa, sugerindo entdo que outros
parametros devem ser utilizados para estratificar melhor os carcinomas invasivos, em

futuras classificacfes, como por exemplo o padrdo de invaséo, discutido a seguir.



1.4.2 Padréo arquitetural de invaséo tumoral

O padréo de invasado do carcinoma urotelial tem sido considerado um bom
indicador prognostico. Jimenez et al. (17), em revisdo de 93 cistectomias com invaséo
da camada muscular propria, o padréao de invasao tumoral foi classificado pelos autores
em nodular, trabecular e infiltrativo. A sobrevida média dos pacientes que apresentaram
qualquer quantia do padrao infiltrativo, caracterizado por células neoplasicas isoladas ou
formando corddes dissociando o estroma, foi de 29 meses, em comparagdo com a

sobrevida daqueles que nao exibiam este padrao, que foi de 85 meses.
1.4.3 Medida da neoplasia

ApGs revisdo de 64 casos de tumores invasivos na camada muscular propria
(pT2), Cheng et al. (18) mostraram que o tamanho do tumor (menor ou igual a 3,0cm e
maior que 3,0cm) esta associado a sobrevida livre de metastase e a sobrevida cancer

especifica, tanto em andlise univariada como em analise multivariada.
1.4.4 Invasédo neopléasica linfovascular

A invasao linfovascular é definida pela presenca de células neoplasicas no interior
de espacos com revestimento endotelial inequivoco, podendo ser tanto um vaso
sanguineo como um vaso linfatico. Em metandlise com revisao de 21 estudos, Kim et al.
(19) demonstraram gue a presenca de invasdo neoplasica linfovascular foi detectada em
34,6% das cistectomias radicais, e estava associada a estadio patolégico e grau
histol6gico mais altos, metéstases linfonodais, sobrevida livre de recorréncia, sobrevida

cancer especifica e sobrevida global.



1.4.5 Variantes histologicas

O carcinoma urotelial invasivo é reconhecido por sua grande capacidade de
diferenciacdo divergente e por apresentar diversas variantes histoldgicas. Entende-se
por diferenciacéo divergente a aquisi¢cao de caracteristicas morfologicas tipicas de outros
tipos histologicos de carcinoma, como por exemplo carcinoma epidermoide e
adenocarcinoma. O termo variante € utilizado para descrever um fendtipo
histomorfoldgico distinto do usual para um tipo de neoplasia (20).

No presente estudo, bem como na classificacdo da OMS de 2004, o termo
“variante histologica” engloba as diferenciacdes divergentes (sendo a escamosa € a
glandular as mais comuns) e as demais, denominadas microcistica, ninhos,
micropapilifera, linfoepitelioma-simile, plasmocitoide, sarcomatoide (com ou sem
elementos heterdlogos), células claras, células lipidicas, células gigantes e com
diferenciacao trofoblastica (6).

Reconhecer estas variantes é importante ndo s para o correto diagndéstico, uma
vez que algumas podem apresentar diagnosticos diferenciais com lesées benignas ou
mesmo com neoplasias secundarias acometendo a bexiga, mas principalmente porque
h&d evidéncias de que elas possivelmente apresentem diferencas progndésticas e
terapéuticas significativas e, portanto, a sua presenca deve ser documentada no relatério
anatomopatoldgico (21, 22).

1.4.6 Carcinoma urotelial “in situ” (CIS)

O CIS é definido como uma lesao plana na qual o epitélio € composto, em toda
Sua espessura, por células neoplasicas malignas de alto grau, sendo aceito como um
precursor do carcinoma invasivo de alto grau. Geralmente esta associado a carcinomas
papiliferos de alto grau ou a carcinomas invasivos. Em pacientes com tumores papiliferos
nao invasivos, a presenca de CIS esta associada a aumento do risco de recorréncia e
progressdo. Em casos com invasdo da lamina propria, a presenca de CIS também
indicou um aumento do risco de progressao para doenga musculo-invasiva, tendo sido
usado como um parametro para indicar cistectomia precoce (14). Gontero et al. (23) em
estudo retrospectivo multicéntrico totalizando 2451 pacientes com tumores

superficialmente invasivos de alto grau, demonstraram que a presenca de CIS



concomitante associado a outros fatores de risco como idade avangada (maior que 70
anos) e tumores maiores que 3,0cm relacionou-se a maiores taxas de progressao,

sugerindo entdo que tais casos sejam tratados mais agressivamente.
1.4.7 Estadiamento patoldgico

O estadiamento patolégico é fundamental para a escolha do tratamento e
permanece como o principal parametro progndéstico no carcinoma vesical invasivo. O
sistema utilizado € o TNM da “American Joint Committee on Cancer” e da “International
Union Against Cancer”. A designagao “T” se refere as caracteristicas do tumor primario
e leva em consideracdo a profundidade maxima de invasdo neoplasica, a designacéo
“‘N” se refere a presenga de metastase em linfonodos regionais e a designacao “M” se
refere a presenca de metastases a distancia (24).

Na categoria pT1 sdo enquadrados 0s casos em que ha invasao até a lamina
prépria (24). Em revisdo de 291 carcinomas uroteliais de alto grau de estadiamento pT1
em resseccgles transuretrais, Pellucchi et al. (25) demonstraram sobrevida livre de
recorréncia e sobrevida livre de progressdo em 5 anos de 39,1% e 82%,
respectivamente.

A categoria pT2 agrupa os casos com invasdo da camada muscular propria e é
dividida em pT2a (até a metade interna da camada muscular) e pT2b (até metade externa
da camada muscular)(24). Tilki et al. (26) estudaram 565 carcinomas uroteliais
estadiamento pT2 em cistectomias radicais de seis diferentes instituicdes e observaram
sobrevida livre de recorréncia de 73,2% para casos pT2a e 58,7% para casos pT2b; além
de sobrevida cancer especifica de 78,0% para casos pT2a e 65,1% para casos pT2b,
mostrando haver diferenca progndstica nesta subdivisao.

A categoria pT3 também é dividida, sendo pT3a para casos em que h& invasao
microscopica do tecido perivesical e a pT3b para casos em esta invasao é macroscopica
(24), porém o significado prognéstico desta subdivisdo € controversa. Boudreaux et al.
(27) analisando 75 pacientes submetidos a cistectomia radical com estadiamento pT3
sem metastase linfonodal (pNO) mostraram sobrevidas global, cancer especifica e livre
de recorréncia em 5 anos de 29,5%; 54,1% e 68,7% para casos pT3a, respectivamente

e 29,3%; 42,4% e 71,9% para casos pT3b, respectivamente, sem haver diferenca



significativa entre estes dois grupos. Tilki et al. (28) em revisdo de 808 pacientes
submetidos a cistectomia radical com estadiamento pT3, as sobrevidas livre de
recorréncia e cancer especifica em 5 anos foram de 43,8% e 48,6% para 0s casos pT3a
e de 41,4% e 46,8% para os casos pT3b, sem diferenca significativa entre os grupos,
porém quando a andlise foi restrita a pacientes sem metastase linfonodal (pNO) as taxas
de sobrevida livre de recorréncia e cancer especifica foram significativamente melhores
para o grupo pT3a (60,7% e 64,4%, respectivamente) do que para o grupo pT3b (47,9%
e 55,0%, respectivamente).

A categoria pT4a engloba os casos em que ha invasdo do estroma prostatico,
vesiculas seminais, Utero e vagina e a pT4b € dada aos casos que apresentam invasao
das paredes pélvica ou abdominal. Liberman et al. (29) em estudo com 5625 pacientes
submetidos a cistectomia, demonstrou mortalidade cancer especifica em 5 anos de
57,6% para casos pT4a (com qualquer estatus linfonodal); 81,7% para casos pT4b (com
gualquer estatus linfonodal) e de 53,9% para casos pT3b (com qualquer estatus
linfonodal), demonstrando um drastico aumento da mortalidade na comparacao entre 0s

casos pT4a e pT4b.
1.5 Vias moleculares da carcinogénese urotelial

Compreende-se atualmente que o0s carcinomas uroteliais tenham seu
desenvolvimento mediado principalmente por uma dentre as duas vias moleculares
referidas como “via dos carcinomas papiliferos” e “via dos carcinomas nao papiliferos ou
soélidos”. Tais vias parecem independentes, mas a existéncia de pontos de sobreposig¢ao

ainda requer estudos.

Os carcinomas papiliferos, que correspondem a cerca de 80% das neoplasias
uroteliais tém origem a partir de alteracdes hiperplasicas planas e difusas do urotélio e
tipicamente sdo tumores de baixo grau com crescimento papilifero superficial n&o
invasivo. Estes tumores apresentam altas taxas de recorréncia, mas raramente invadem
a parede da bexiga ou desenvolvem metastases. Ja o0s carcinomas ndo papiliferos
soélidos, que compdem os outros 20% das neoplasias uroteliais, tém origem a partir de
displasia acentuada ou CIS e desenvolvem tumores de alto grau, que invadem a parede

vesical e podem propiciar metastases em linfonodos ou a distancia, geralmente
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ocorrendo em pacientes sem histéria prévia de tumor papilifero. Um dos pontos ainda
hoje altamente intrigante € o relato de que cerca de 10 a 15% dos tumores papiliferos de
baixo grau superficiais podem eventualmente progredir para um carcinoma invasivo de
alto grau, sendo esta progressao habitualmente precedida pelo desenvolvimento de CIS
na mucosa vesical adjacente ou no tumor papilifero (30). As bases moleculares para tal
mudanca de comportamento despertam grande interesse cientifico e clinico nos dias

atuais.

Estudos epidemiolégicos ja demonstraram clara associacdo do tabaco ao
desenvolvimento dos carcinomas uroteliais. Pressupondo que o0s carcindgenos do
tabaco alteram o DNA de toda a mucosa vesical, e que nem todas estas alteragcées séo
corrigidas, espera-se entdo que haja uma alteragdo molecular compartilhada pela
maioria, sendo por todos os carcinomas. Sendo assim, a perda alélica do cromossomo
9 configura tal evento. Regifes de perda da heterozigosidade sao identificadas nos dois
bracos deste cromossomo. A regidao 9p contém o locus pl6/ARF, e estudos ja
confirmaram que o p16 esté frequentemente inativado nestes tumores, independente do
estadio ou grau da neoplasia, tanto em tumores superficiais como nos musculo-
invasivos, sugerindo entdo que este seja um dos eventos iniciais da carcinogénese. Esta
regiao também contém o locus IFNa, que induz apoptose no urotélio neoplasico, de modo
gue sua inativacdo também deve contribuir para a progressdo da neoplasia. A
progressdo do carcinoma urotelial aparentemente envolve um acumulo de alteracfes

moleculares e fenotipicas (31).

A “via dos carcinomas papiliferos” € caracterizada pela mutacido do gene do
receptor 3 do fator de crescimento fibroblastico (FGFR3), que ocorre em mais de 70%
dos tumores papiliferos de baixo grau ndo invasivos. Localizado no cromossomo 4p16.3,
este gene esta relacionado aos receptores tirosina quinase e influencia crescimento e
migracao celular, diferenciacdo e angiogénese. A ativagdo do FGFR3 est4 associada a
regulacédo da via sinalizadora do RAS, que induz sinais para mitoses, proliferacdo e
renovacao de células epiteliais, além de ativar também a via PIK3CA, que regula
crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celulares e alteracdes do

citoesqueleto. A “via dos carcinomas nao papiliferos ou solidos” é caracterizada por
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alteracdes estruturais e funcionais no gene supressor de tumor TP53, localizado no braco
curto do cromossomo 17 (17p13.1). Codifica a proteina p53, que regula ciclo celular,
reparo do DNA e apoptose. Suas mutagdes sdo habitualmente do tipo “missense”
(mutacdo de um nucleotideo que resulta na substituicdo de um aminoacido), e podem
induzir uma série de efeitos “downstream”, como por exemplo reduzir a expressao de
p21, encontrada nos carcinomas uroteliais. Diversos estudos indicam que mutacdes do
TP53 estdo fortemente associadas a tumores de alto grau, invasivos, com risco de

recorréncia, progressao e prognostico adverso.

A mutacao do gene supressor tumoral retinoblastoma (RB), também é comum nos
carcinomas uroteliais de alto grau e esta associada a um curso clinico agressivo. A
auséncia ou inativacao da proteina RB afeta muitas vias celulares, incluindo a da familia
dos fatores de transcricdo E2F. Geralmente os tumores apresentam ou mutacdo do
TP53, ou do FGFR3, sendo que a mutacdo do TP53 é duas vezes mais frequente nos
tumores de alto grau. Entretanto, estas duas mutagbes podem ser encontradas em
tumores de alto grau que invadem a lamina prépria, mas ndo a camada muscular propria
vesical, indicando a sobreposicdo das duas vias moleculares, sugerindo que a
progressdo de um tumor papilifero de baixo grau para alto grau ocorra através da

aquisicdo da mutacao do TP53 (32).
1.6 Analises genGmicas do carcinoma urotelial

Em 2010, Lindgren et al. (33) da Lund University compreendendo que o
comportamento dos tumores, individualmente, é consequéncia de fatores operando nos
niveis cromossdmico, génico e de expressao génica concluiram que para uma adequada
compreensao dos carcinomas uroteliais, mais de um nivel molecular deveria ser
considerado. Para isso, analisaram a expressao génica de 144 carcinomas uroteliais de
todos os estadios e graus e produziram um perfil genbmico através de hibridizacéo
gendbmica comparativa (“array-CGH”) e de analise de mutagdes nos genes FGFRS3,
PIK3CA, KRAS, HRAS, NRAS, TP53, CDKN2A, TSC1 (sabidamente mutados nos
carcinomas vesicais). Analise de agrupamento hierarquico dividiu os tumores em dois
grupos, entdo denominados MS1 e MS2, com 91% de concordancia para grau e 78% de

concordancia para estadio, sendo que esta menor concordancia para estadio ocorreu
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devido a 23 tumores invasivos na lamina prépria (pT1) de alto grau, que se agruparam
com os tumores musculo-invasivos (=pT2). A validacdo deste agrupamento em outros 3
conjuntos de dados independentes definiu a presenca de dois subtipos moleculares
intrinsecos dos carcinomas da bexiga. Mutacfes nos genes FGFR3/PIK3CA foram mais
frequentes e significativamente maiores no grupo MS1, enquanto que alteracdes nos
genes TP53/MDM2 e perda do gene RB1 foram significativamente maiores no grupo
MS2, que também é enriquecido com genes relacionados ao ciclo e transformacéo
celular e a instabilidade genbmica, refletindo um comportamento mais agressivo.
Sjodahl et al. (34) do mesmo grupo da Lund University, em 2012, amplificou o
estudo, com andlise da expressao génica de outros 308 tumores, que possibilitou a
divisdo deles em 5 subtipos moleculares, denominados urobasal A, genomicamente
instaveis, urobasal B, carcinoma de células escamosas-simile e uma classe heterogénea
de tumores infiltrados por células ndo tumorais. A expressdo proteica de marcadores
subtipo-especificos foi validada por imuno-histoquimica em micromatrizes teciduais
(TMAs) com 275 casos. O subtipo infiltrado mostrou fortes sinais imunoldgicos e de
matriz extracelular, indicando a presenca de células inflamatorias e miofibroblastos, e um
prognéstico intermediario. O subtipo urobasal A, com a maioria dos tumores nao
musculo-invasivos e de baixo grau histologico, foi caracterizado pela presenca de
elevada expressdo de FGFR3, CCND1 e TP63 e expressdo de citoqueratina (CK) 5
restrita as células mais basais, na interface com o estroma, além de um bom prognéstico.
O subtipo genomicamente instavel, de progndstico intermediario, com 40% de tumores
musculo-invasivos e mais de 70% de tumores de alto grau, foi caracterizado pela
presenca de frequente mutacdo do TP53, expressdo de CCNE e ERBB2, baixa
expressdo de PTEN e de CKs. O subtipo carcinoma de células escamosas-simile foi
caracterizado pela elevada expressédo de CKs basais (4, 6A, 6B, 6C, 14 e 16) e
prognastico ruim, com a maioria dos tumores exibindo diferenciagdo escamosa no exame
histolégico. A propor¢cdo de pacientes femininas neste grupo foi maior, quando
comparada com a dos outros grupos, sugerindo que as mulheres sdo mais propensas a
desenvolver carcinomas uroteliais com fendétipo escamoso/queratinizante. O subtipo
urobasal B mostrou diversas similaridades com os tumores urobasais A, como alta

frequéncia de mutacdo do FGFR3, e niveis elevados de CCND1 e TP63, porém mostrou



13

também frequente mutacdo do TP53 e expressdo de CKs do subtipo carcinoma de
células escamosas-simile. Além disso, 50% dos casos eram musculo-invasivos e
apresentaram pior prognoéstico, sugerindo que este subtipo seria uma progressao dos
urobasais A.

Em 2013, Damrauer et al. (35) pesquisaram a expressao génica em 262 tumores
de alto grau musculo-invasivos, e o agrupamento consensual identificou dois grupos,
denominados “luminal” e “basal-like”. O grupo “basal-like” apresentou altos niveis de
expressdo de CKs de alto peso molecular (14, 5, 6B) e de CD44, que sdo normalmente
expressos nas células uroteliais basais, e além disso, as sobrevidas globais e a doenca
especifica foram significativamente menores neste grupo. Alteragbes da via RB1
(mutacdes/delecdes no gene RB1, amplificacdo de ciclina D1, amplificacdo do fator de
transcricdo E2F3 ou amplificacdo de ciclina E1) foram mais frequentes neste grupo, que
também apresentou uma maior propor¢cdo de pacientes femininas, o que em parte pode
explicar uma pior sobrevida cancer especifica das neoplasias vesicais nas mulheres.
Além disso, neste grupo foi observado um fendtipo de células progenitoras-simile,
semelhante ao descrito no cancer de mama “basal-like”. O grupo “luminal” expressou
altos niveis de uroplaquinas (1B, 2, 3A) bem como de CKs de baixo peso molecular e
CK20, que sédo normalmente expressos nas células superficiais uroteliais. Mutacfes nos
genes FGFR3 e TSC1 foram mais frequentes neste grupo. Além disso, a expressao de
CKS5 foi inversamente correlacionada com a expressao de uroplaquina 2 e CK20 em
todos os tumores, inclusive na casuistica de validacao. Aplicando-se 0 mesmo conjunto
de genes que subclassificou os carcinomas mamarios, verificou-se que o padréo de
expressao génica que distingue os carcinomas da bexiga em “luminais” e “basais”
refletem o padréo de expressédo de RNA gue define os subtipos intrinsecos do cancer de
mama. Até o subtipo molecular “claudin-low” recentemente descrito no cancer de mama,
caracterizado pela baixa expressédo de claudinas 3, 4 e 7, regulacdo exacerbada de
marcadores da transi¢ao epitélio-mesénquima e caracteristicas de células progenitoras-
simile foi também caracterizado como um subgrupo dos carcinomas vesicais “basal-like”.

Paralelamente, Choi et al. (36) do MD Anderson Cancer Center realizaram o perfil
de expressao génica seguido de analise de agrupamento hierarquico néo supervisionado

em uma coorte de 73 carcinomas musculo-invasivos, identificando trés subtipos
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moleculares distintos. O subtipo basal exibiu superexpressao dos genes CD44, CKs 5,
6, 14 e CDH3, e eram enriquecidos com diferenciacdo escamosa, caracteristicas
sarcomatoides e doenca metastatica na apresentacdo. Além disso, foram associados a
menor sobrevida global e cancer-especifica, elevados niveis de expressdo de EGFR e,
apesar de expressarem CKs epiteliais, também continham biomarcadores mesenquimais
(TWIST1/2, SNAI2, ZEB2 e VIM). O subtipo luminal exibiu superexpresséo dos genes
CD24, FOXA1, GATA3, ERBB2, ERBB3, XBP1 e CK20, e eram enriquecidos com
biomarcadores epiteliais (e-caderina e membros da familia miR-200) e altos niveis de
FGFR3 e de mutagbes ativadas desse gene. O subtipo “p53-like” apesar de também
expressar biomarcadores luminais, foi separado deles por apresentar expresséao ativada
do gene p53 do tipo selvagem, e todos foram resistentes a quimioterapia neoadjuvante.
Neste mesmo estudo, a expressao imuno-histoquimica de anticorpos basal (CK5/6) e
luminal (CK20) foi avaliada em TMA com 332 carcinomas da bexiga com estadiamento
pT3 e correlacionada com a presenca de caracteristicas escamosas. O nivel médio de
CK5/6 foi significativamente mais elevado nos tumores com diferenciacdo escamosa,
enquanto o nivel médio de CK20 estava mais elevado nos carcinomas convencionais, e
a expressdo de CK5/6 foi inversamente correlacionada com a expressao de CK20 na
coorte. A expressao imuno-histoquimica de CK5/6 ndo apresentou correlacdo com
progndstico adverso, o que pode ser atribuido a selecdo da amostra (todos pT3).

Como parte do projeto “The Cancer Genome Atlas (TCGA Research Network)”
(37), outros 131 carcinomas vesicais musculo-invasivos de alto grau sem quimioterapia
prévia foram estudados e a andlise gendmica integrada revelou em média 302 mutacdes,
204 alteracBes segmentares de numero de copias e 22 rearranjos genémicos por tumor,
mostrando que 0s tumores vesicais apresentam elevado indice de muta¢des, superado
apenas pelos carcinomas pulmonares. Analise de sequenciamento RNA em 129 tumores
identificou 4 grupos. O grupo | “papillary-like” era enriquecido de tumores de morfologia
papilifera, com mutagfes, ganho no nimero de cépias e expressao elevada de FGFR3,
sinalizando que estes tumores podem responder a terapias com inibidores de FGFR. Os
grupos | e Il expressaram niveis elevados de HER2 e de receptor de estrégeno beta,
indicando um potencial efeito de terapias hormonais. Além disso, estes dois grupos,

similares aos carcinomas mamarios luminais, também apresentaram expressao proteica
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elevada de GATA3 e FOXA1, além de marcadores de diferenciagcdo urotelial, como
uroplaquinas e de marcador epitelial como e-caderina. O grupo Il (*basal/squamous-
like”) mostrou expressao de CKs 14, 5 e 6A e de EGFR, e alguns casos exibiam
diferenciacdo escamosa histologicamente.

Nota-se, portanto, que quatro grupos independentes usando diferentes coortes
descobriram subtipos de carcinomas vesicais muito similares, sendo entdo muito
provavel que eles realmente representem subtipos intrinsecos, ampliando o
conhecimento das vias moleculares e consequentemente as possibilidades terapéuticas.
Assim como nos carcinomas mamarios, os subtipos de cancer de bexiga também
possuem caracteristicas clinicas Unicas. Pacientes com subtipo basal tendem a ter
doenca com estadio mais avancado e metastase na apresentacdo, enquanto que
pacientes com subtipo luminal tendem a ter progndéstico melhor. Além disso, os basais
sao relativamente mais prevalentes em mulheres que homens, e sdo enriquecidos com
diferenciacdo escamosa. Ja os luminais sao enriquecidos com caracteristicas papiliferas
na histologia e os que apresentam a variante micropapilifera parecem ser luminais em
sua origem. Sao também enriqguecidos com mutaclBes ativadoras de FGFR3 (mais
observadas em tumores de baixo grau) e a presenca de caracteristicas papiliferas e
mutacdes de FGFR3 sugerem que estes tumores muasculo-invasivos luminais podem
representar carcinomas nao invasivos que progrediram e se tornaram musculo-invasivos
(o que corrobora a teoria das duas vias moleculares) (38).

Em 2016, Dadhania et al. (39) do grupo do MD Anderson Cancer Center realizou
metanalise reunindo os dados da sua coorte e de outras trés publicamente disponiveis,
favorecendo ainda mais a identificacdo dos subtipos luminal e basal nos carcinomas
vesicais. A seguir, com o0 objetivo de verificar se estes subtipos moleculares poderiam
ser eficazmente identificados através de estudos imuno-histoquimicos em tecidos
fixados em formalina e embebidos em parafina, que sdo os rotineiramente usados no
manejo clinico, foram selecionadas proteinas candidatas a marcadores de padrdo
luminal (GATA3, CKs 18 e 20, uroplaquina 2, ciclina D1 e HER2) ou de padrao basal
(CKs 5/6, 14 e p63). Anticorpos contra estas proteinas foram testados em uma coorte de
89 casos e em uma micromatriz tecidual paralela. Ap0s comparacao entre a expressao

génica e a expressao proteica nas amostras da micromatriz paralela, diversos testes para
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valores de corte e andlise estatistica, concluiu-se que a CK5/6 e o fator de transcri¢cao
GATAS3 foram o par de marcadores que melhor classificou os casos em luminal e basal,
com 91% de acuracia.

A tabela 1 abaixo resume 0s principais aspectos clinico-patologicos, imuno-

histoquimicos e moleculares dos carcinomas uroteliais mdsculo-invasivos.

Tabela 1 - Resumo dos aspectos clinico-patolégicos, imuno-histoquimicos e moleculares dos

subtipos basal e luminal de carcinomas uroteliais musculo

Subtipo basal

Subtipo luminal

Aspectos clinico-
patolégicos

- Pacientes femininas (35)

- Variante escamosa (36, 37)

- Variante sarcomatoide (36)

- Doenca metastatica na apresentacgao (36)

- Sobrevidas global e cancer especifica menores
(35, 36)

- Morfologia papilifera (37)

- Melhor progndstico (38)

Aspectos imuno-
histoquimicos

- Expresséo de CK5 (36, 39) e CK6 (36)

- Expressédo de CD44 (36)

- Expresséo de CK20 (36, 39)

- Expressédo de GATA3 e
uroplaquinas (39)

Aspectos
moleculares

- Altos niveis de CKs de alto peso molecular (CK14,
CK5, CK6) (35-37, 39)

- Altos niveis de CD44 (35, 36)

- Ativacao da via p63 (36)

- Alteragdes na via RB1 (35)

- Expresséo elevada de EGFR (36, 37)

- Expresséo de biomarcadores
mesenquimais/transicao epitélio-mesénquima

(TWIST1/2; SNAI2, ZEB2 e Vimentina) e de células
progenitoras-simile (36)

- Altos niveis de uroplaquinas (1B,
2, 3A) (35, 37)

- Altos niveis de CKs de baixo peso
molecular (CK20) (35, 36)

- Mutacdo no gene FGFR3 (35-37)
- Mutacdo no gene TSC1 (35)

- Ativacdo da via PPAR (36)

- Expresséo elevada de CD24 (36),
FOXAL (36, 37), GATA3 (36, 37),
ERBB2 (36, 37), ERBB3 (36), XBP1
(36)

- Expresséo de biomarcadores
epiteliais (e-caderina) (36, 37)
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1.7 Heterogeneidade tumoral

Outro conceito que reafirmado com os estudos de sequenciamento genético foi o
da heterogeneidade intratumoral. As neoplasias sdo clonais (as células exibem as
mesmas mutacdes essenciais) mas mutacdes adicionais ocorrem ao longo do tempo,
gerando subclones, que adquirem novas vantagens de crescimento. Do ponto de vista
anatomopatoldgico isto pode ser observado a macroscopia, com areas de caracteristicas
diferentes em um mesmo tumor, e na histologia de muitas neoplasias, incluindo o
carcinoma urotelial, que apresenta diversas variantes histologicas. Estes estudos
reforcam entdo a idéia de que possiveis alvos terapéuticos devem ser buscados para
atuar nestas mutacdes comuns a todas as células neoplasicas e que as metastases
podem ser formadas a partir de subclones, promovendo assim uma heterogeneidade
intermetastéatica e intrametastatica, dificultando a acdo das terapias-alvo (40).

1.8 Tratamento do carcinoma urotelial da bexiga

A resseccdo transuretral € método cirdrgico padrdao para o diagndstico e
estadiamento dos carcinomas uroteliais da bexiga, sendo também o método para
tratamento dos tumores ndo musculo-invasivos (que inclui os CIS e os de estadiamento

pTae pT1) (41), gue compreendem cerca de 75% dos casos novos diagnosticados (42).

O exame cistoscopico no momento da resseccdo examina toda a uretra e a bexiga
e deve documentar o tamanho, localizacdo, configuracdo e numero de tumores, bem
como outras anormalidades da mucosa. O objetivo deste procedimento é remover todo
o tumor visivel, quando tecnicamente possivel, retirando também amostra da area
profunda com representacdo do musculo detrusor (visando documentar a auséncia de

invasdo da camada muscular prépria).

A depender de varios parametros clinicos (tamanho do tumor, focalidade,
recorréncia) e dos resultados anatomopatolégicos (grau histologico, estadiamento,
presenca de CIS, variante histologica e invasao linfovascular) o paciente é estratificado
em riscos baixo, intermediario e alto para recorréncia e progressao da doenca, seguindo

entdo diferentes caminhos nos algoritmos de tratamento, que podem incluir terapia
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intravesical com quimioterapicos e/ou BCG (bacilo Calmette-Guérin), re-resseccao

transuretral e vigilancia com cistoscopia e biomarcadores.

A segunda resseccéo esta indicada para tumores de riscos intermediario e alto e
guando a resseccao inicial foi incompleta, quando ndo houve representacdo de musculo
detrusor ou na presenca de variantes histologicas (41). Grimm et al. (43) diagnosticaram
tumor residual em 33% de todas as re-ressecc¢des, sendo que esta porcentagem

aumentou para 53% nos tumores que eram pT1.

Uma vez que a primeira ou as sucessivas resseccoes transuretrais diagnostiquem
neoplasia invasiva no musculo detrusor, que representa cerca de 25% dos casos novos
(42) e até 30% dos tumores ndo musculo-invasivos que progridem em longo prazo para
musculo-invasivos (44), uma cistectomia radical com linfadenectomia pélvica bilateral &
indicada, que pode ou nédo ser precedida por quimioterapia, conforme indicagéo clinica.
Na cistectomia radical, que constitui 0 material de analise desta Tese, em pacientes do
género masculino retira-se, além da bexiga, a prostata e as vesiculas seminais e em
pacientes femininas remove-se também Utero, ovarios e tubas uterinas e a parede

anterior da vagina (45).

A cistectomia também pode ser indicada para tumores ndo musculo-invasivos de
alto risco, como tumores pT1 de alto grau em repetidas ressecc¢des, tumores pT1 com
CIS, invasao linfovascular ou variantes histolégicas associadas (micropapilifera, ninhos,
plasmocitoide, neuroenddcrina, sarcomatoide, além de componente extenso de
variantes escamosa ou glandular) e em pacientes com doencga persistente e recorrente

apo6s 1 ano de tratamento com BCG (41).
1.9 Sintese daintroducéao

A partir dos conceitos gerais descritos acima, com o intuito de melhor
compreender as diferencas entre as diversas apresentacdes dos carcinomas uroteliais
de alto grau, parece-nos pertinente estudar os padrées morfolégicos destas neoplasias
vesicais e das suas respectivas metastases linfonodais, interessando principalmente as
variantes histoldgicas e a expressao de proteinas relacionadas aos perfis moleculares
‘basal” e “luminal” através da pesquisa imuno-histoquimica realizada em amostras

organizadas em micromatrizes teciduais (TMAS).
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1. Caracterizar detalhadamente uma grande série de carcinomas uroteliais de
alto grau da bexiga urinaria submetidos a cistectomia quanto a distribuicdo de
caracteristicas clinicas, anatomopatolégicas e imuno-histoquimicas. Avaliar a
heterogeneidade intratumoral apresentada por esta neoplasia sob a perspectiva da
presenca de variantes histoldgicas tanto no tumor primario, quanto nas suas metastases

linfonodais;

2. Avaliar a associacdo entre o0s marcadores imuno-histoquimicos
relacionados aos subtipos moleculares “basal”’ e “luminal” do carcinoma urotelial com as

caracteristicas clinico-patolégicas;

3. Caracterizar perfis imuno-histoquimicos relacionados aos subtipos
moleculares do carcinoma urotelial através da combinacéo de dois marcadores imuno-
histoquimicos e verificar a associagcdo entre estes perfis e as caracteristicas clinico-

patoldgicas;

4. Comparar os perfis imuno-histoquimicos relacionados aos subtipos
moleculares do carcinoma urotelial caracterizados no centro tumoral com aqueles

caracterizados nas suas respectivas metastases linfonodais;

5. Avaliar a relevancia clinica das variantes histologicas e dos perfis imuno-
histoquimicos relacionados aos subtipos moleculares do carcinoma urotelial em relacao

a sobrevida.
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3.1 Eticaem pesquisa

O protocolo de pesquisa deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de
18/03/2015, sob no numero 086/15 (vide apéndice), com registro CAAE na Plataforma
Brasil nimero 42743215.9.0000.0065, em parecer numero 992.190. Houve também
aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Alem&o Oswaldo Cruz, como
instituicdo coparticipante, com registro CAAE na Plataforma Brasil numero
42743215.9.3001.0070, em parecer numero 1.633.980.

3.2 Casuistica

Estudo retrospectivo realizado na Divisdo de Anatomia Patologica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (DAP-HC-FMUSP)
em seu laboratério no Instituto do Céancer do Estado de Sao Paulo (ICESP). Como a
autora e seu orientador também atuam no CICAP — Centro de Imuno-histoquimica,
Citopatologia e Anatomia Patoldgica do Hospital Alemao Oswaldo Cruz (HAOC), onde
aplicam os mesmos protocolos de estudos anatomopatolégicos macro e microscépicos
gue os adotados na DAP-HC-FMUSP/ICESP, as cistectomias ali analisadas também
foram motivo desta Tese. O universo de casos compreende um total de 300 pacientes
submetidos a cistectomia com ou sem linfonodos regionais, sendo 213 deles submetidos
ao estudo anatomopatoldogico pela equipe de Uro-oncologia da Divisdao de Clinica
Urolégica do ICESP e 87 pela equipe de Uro-oncologia do HAOC.

3.2.1 Critérios de inclusao

A partir de pesquisa em banco de dados foram inicialmente selecionados 300
casos sequencialmente submetidos a cistectomia, cujo diagnéstico foi carcinoma
urotelial, no periodo de 01 de janeiro de 2009 a 31 de dezembro de 2013 para 0s casos
do ICESP e de 01 de janeiro de 2005 a 31 de dezembro de 2014 para os casos do HAOC.
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3.2.2 Critérios de exclusao

- Indisponibilidade de blocos de parafina e de laminas nos arquivos do ICESP ou
do laboratério CICAP.

- Cistectomias parciais.

- Cistectomias com estadiamento anatomopatolégico pTO; pTa e pT1.

- Cistectomias com pouco tumor residual (leséo residual menor que 1,0cm).

- Cistectomias com tratamento quimioterapico neoadjuvante.

- Baixo grau histolégico.

- Neoplasias exibindo variante escamosa em toda a sua extensdo, com
componente de carcinoma urotelial convencional duvidoso.

- Neoplasias exibindo variante glandular em toda a sua extensdo, com
componente de carcinoma urotelial convencional duvidoso.

- Neoplasias exibindo qualquer porcentagem de carcinoma de pequenas células.

- Carcinoma urotelial sincrénico no trato urotelial.
3.2.3 Selec¢éo dos casos

Dentre os 300 casos inicialmente selecionados, 23 foram excluidos por
indisponibilidade de blocos e/ou laminas nos arquivos do ICESP ou do CICAP. Outros
23 casos foram excluidos pois apresentavam pouco tumor residual (menor que 1,0cm).
Quatro casos eram cistectomias parciais, 19 casos apresentavam tratamento
guimioterapico neoadjuvante, 3 casos apresentavam extensa variante escamosa, com
componente de carcinoma urotelial duvidoso, e 4 casos apresentavam alguma
porcentagem de carcinoma de pequenas células e foram, portanto, excluidos. Nenhum
caso foi excluido por apresentar extensa variante glandular com componente urotelial
convencional duvidoso. Trés casos apresentavam estadiamento patolégico pTO, seis
casos apresentavam estadiamento pTa e outros 20 casos apresentavam estadiamento
pT1l e foram excluidos. Outros 11 casos foram excluidos por apresentar baixo grau
histol6gico e um caso foi excluido por apresentar carcinoma urotelial sincrénico no ureter,
de maior estadiamento patoldgico que a neoplasia vesical, totalizando 117 casos

excluidos.
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A casuistica final do estudo consiste, portanto, de 183 cistectomias, sendo 63
delas provenientes do HAOC e 120 do ICESP (vide figura 1).

Pesquisa inicial em banco de dados
300 casos

Pouco tumor residual (< 1,0cm)
23 casos excluidos

Indisponibilidade de blocos e/ou laminas
23 casos excluidos

Tumores com tratamento quimioterapico neoadjuvante

Cistectomias parciais 19 casos excluidos

4 casos excluidos

Extensa variante escamosa
3 casos excluidos

Qualquer porcentagem de
carcinoma de pequenas células
4 casos excluidos

Tumores de baixo grau histologico
11 casos excluidos

LLL L
rrrrr

Estadiamento patoldgico pTO, pTa e pT1

29 casos excluidos Carcinoma urotelial sincronico no trato urotelial,

de maior estadiamento
1 caso excluido

y

Casuistica final
183 casos

Figura 1 - Fluxograma dos casos incluidos no estudo

3.2.4 Obtencao de dados clinicos

O género, a idade do paciente no momento da cirurgia, a data da cirurgia, o
tamanho e a focalidade da neoplasia foram obtidas através de revisdo dos relatérios
anatomopatologicos. Para o tamanho da neoplasia foi considerada a medida
macroscopica da lesédo referida no relatério anatomopatoldgico original. Esta variavel foi
posteriormente dividida em 2 categorias: até 3,0cm e maior que 3,0cm (18). Para as
neoplasias multifocais foi considerado o tamanho do maior foco neoplésico. Nos casos
em que a neoplasia residual microscopica foi menor que a medida macroscopica
informada, a medida microscopica do maior foco tumoral residual foi anotada e utilizada

para a categorizag&o acima descrita.

Informacdes sobre recidiva, tipo de recidiva (locorregional ou metastase), 6rgaos

acometidos pelas metastases, data da primeira recidiva, data da ultima informacgéao no



25

prontuério e data do oObito foram obtidas através da revisdo dos prontuarios eletrénicos
dos 120 casos do ICESP.

Para a analise da sobrevida livre de doenca, foi considerada como data inicial a
data da cirurgia e como data final a data da recidiva ou do ébito ou da ultima informacao
obtida no prontuario eletrénico. A recidiva foi definida como aparecimento de imagem
compativel com neoplasia nos exames radiolégicos, tanto locorregional quanto em
qualquer outro local (metastase). Para a andlise da sobrevida doenca especifica (6bito
pela neoplasia) foi considerado como data inicial a data da cirurgia e a data final como a
data do Obito ou a data da ultima informacao obtida no prontuario eletrénico, sendo
censurados os 6Obitos por outras causas (complicacdes pos-operatérias, outras doencas
cronicas, segunda neoplasia primaria). Para a andlise da sobrevida global (ébito por
gualquer causa), foi considerado como data inicial a data da cirurgia e a data final como

a data do 6bito ou a data da ultima informacao obtida no prontuario eletrénico.
3.2.5 Obtencéo das caracteristicas anatomopatoldgicas

As seguintes caracteristicas anatomopatolégicas foram obtidas através da
revisdo, efetuada pela autora, sob supervisdo de seu orientador, dos cortes histoldgicos

corados por hematoxilina-eosina (HE).

- Configuragcdo da neoplasia: classificados como papiliferos (com
componente papilifero) e solidos (sem componente papilifero), de acordo com a
classificacdo da OMS 2004 (6).

- Porcentagem do tipo papilifero: a porcentagem estimada de areas
papiliferas em relacdo ao total da area tumoral foi estimada e dividida em 11
categorias, a cada 10%: ausente; de 1 a 10%; de 11 a 20%; de 21 a 30%; de 31
a 40%; de 41 a 50%; de 51 a 60%; de 61 a 70%; de 71 a 80%; de 81 a 90%; de
91 a 100%.

- Padrao arquitetural de invasao tumoral: os tumores foram classificados
nos seguintes padrbes, de acordo com Jimenez et al. (17): nodular (ninhos de

tamanhos variados arredondados em mais da metade da neoplasia); trabecular
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(trabéculas anastomosantes em mais da metade da neoplasia) e infiltrativo
(corddes ou células neoplasicas isoladas em mais da metade da neoplasia). Além
disso, foram adicionados padrdes mistos, para tumores com mais de um padrao
de invasao, cada um compreendendo menos de 50% da neoplasia, sendo: misto

(trabecular e infiltrativo); misto (trabecular e nodular) e misto (nodular e infiltrativo).

- Invasdo neoplésica linfovascular: determinada como presente ou
ausente, definida como presenca de células neoplésicas no interior de espacos
vasculares com revestimento endotelial inequivoco, com presenca de camada
muscular lisa, nos casos de invasdo vascular venosa, identificada ao exame

histol6gico convencional.

- Invaséo neoplasica perineural: determinada como presente ou ausente;
definida pela presenca de células neoplasicas isoladas ou blocos tumorais
ocupando o espaco perineural, parcial ou circunferencialmente, ou células

neoplasicas no interior do feixe neural.

- Necrose tumoral: determinada como presente ou ausente, caracterizada

pelo achado histologico de necrose coagulativa em meio a neoplasia.

- Porcentagem da extensdo da necrose tumoral: a porcentagem
estimada de &reas necréticas em relacdo ao volume tumoral foi estimada e
dividida em 12 categorias: ausente; de 1 a 5%; de 6 a 10%; de 11 a 20%; de 21 a
30%; de 31 a 40%; de 41 a 50%; de 51 a 60%; de 61 a 70%; de 71 a 80%; de 81
a 90%; de 91 a 100%.

- Carcinoma urotelial “in situ” (CIS): determinado como presente ou
ausente, definido como neoplasia intraurotelial plana de alto grau, tanto na
mucosa adjacente ao tumor, quanto na mucosa de outras areas representativas

da bexiga distantes da neoplasia.
- Variantes histolégicas: determinadas como presente ou ausente.

- Principal variante histologica presente na neoplasia: nos casos em

gue foram detectadas variantes histologicas, a de maior porcentagem no total da
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neoplasia foi anotada. A classificacdo da OMS de 2004 reconhece as seguintes
variantes: escamosa, glandular, ninhos, microcistica, micropapilifera,
linfoepitelioma-simile, linfoma-simile e plasmocitoide, sarcomatoide (com ou sem
elementos heterdlogos), com células gigantes, trofoblastica, células claras (ricas
em glicogénio) e células lipidicas (6). Outras variantes foram caracterizadas em
literatura mais recente: com pequenos tubulos, com padrao invertido/papiloma
invertido-simile, com caracteristicas rabdoides, com células gigantes
osteoclasticas, com células pequenas, com diferenciacdo viloglandular, com
caracteristicas cordoides e abundante estroma mixoide, com estroma
pseudosarcomatoso ou outras formas de reacao estromal n&o usual (21, 46-48).
As variantes mais observadas nos casos foram anotadas separadamente, como

descrito abaixo.

- Numero de variantes histolégicas por caso: nos casos em que havia
mais de uma variante histologica, a quantidade de diferentes subtipos em um

mesmo caso foi anotada.

- Variante escamosa: anotada separadamente, definida histologicamente
como presenca de pontes intercelulares ou queratinizagdo, determinada como

presente ou ausente (14).

- Porcentagem da variante escamosa: a porcentagem estimada de areas
exibindo variante escamosa em relacdo ao total da area tumoral foi estimada e
dividida em 12 categorias: ausente; de 1 a 5%; de 6 a 10%; de 11 a 20%; de 21 a
30%; de 31 a 40%; de 41 a 50%; de 51 a 60%; de 61 a 70%; de 71 a 80%; de 81
a 90%; de 91 a 100%.

- Variante micropapilifera: anotada separadamente, definida
histologicamente como pequenos ninhos de células ou delgadas papilas situadas
dentro de espacos secundarios a artefatos de retragédo, simulando vasos linfaticos

(6). Foi determinada como presente ou ausente.

- Porcentagem da variante micropapilifera: a porcentagem estimada de

areas exibindo a variante micropapilifera em relacéo ao total da area tumoral foi
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estimada e dividida em 12 categorias: ausente; de 1 a 5%; de 6 a 10%; de 11 a
20%; de 21 a 30%; de 31 a 40%; de 41 a 50%; de 51 a 60%; de 61 a 70%; de 71
a 80%; de 81 a 90%; de 91 a 100%.

- Variante sarcomatoide: anotada separadamente, determinada como
presente ou ausente. E definida como neoplasia maligna bifasica exibindo
evidéncias morfolégicas e imuno-histoquimicas de diferenciacdes epitelial e
mesenquimal, com ou sem elementos heter6logos. Cheng et al. (49)
demonstraram uma histogénese comum para 0S componentes epitelial e
mesenquimal (neoplasia monoclonal com diferenciacdo divergente).
Histologicamente caracterizada pela presenca de componente de células
fusiformes malignas organizadas em fasciculos mal formados, ou fasciculos

curtos com padrédo estoriforme, ou ainda sem um padréo especifico (14).

- Porcentagem da variante sarcomatoide: a porcentagem estimada de
areas exibindo variante sarcomatoide em relacdo ao total da area tumoral foi
estimada e dividida em 12 categorias: ausente; de 1 a 5%; de 6 a 10%; de 11 a
20%; de 21 a 30%; de 31 a 40%; de 41 a 50%; de 51 a 60%; de 61 a 70%; de 71
a 80%; de 81 a 90%; de 91 a 100%.

- Variante glandular: anotada separadamente, determinada como
presente ou ausente. Definida histologicamente como presenca de espacos
glandulares verdadeiros na neoplasia, incluindo glandulas de padrdo entérico,
tumores com componente mucinoso (coloide) ou com células em anel de sinete
(14).

- Porcentagem da variante glandular: a porcentagem estimada de areas
exibindo variante glandular em relagdo ao total da area tumoral foi estimada e
dividida em 12 categorias: ausente; de 1 a 5%; de 6 a 10%; de 11 a 20%; de 21 a
30%; de 31 a 40%; de 41 a 50%; de 51 a 60%; de 61 a 70%; de 71 a 80%; de 81
a 90%; de 91 a 100%.

- Variante plasmocitoide: anotada separadamente, determinada como

presente ou ausente e definida histologicamente como células isoladas em
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estroma frouxo ou mixoide, de citoplasma claro ou eosinofilico e nacleo grande,

hipercromatico, excéntrico, com pequeno nucléolo.

- Porcentagem da variante plasmocitoide: a porcentagem estimada de
areas exibindo a variante plasmocitoide em relacdo ao total da area tumoral foi
estimada e dividida em 12 categorias: ausente; de 1 a 5%; de 6 a 10%; de 11 a
20%; de 21 a 30%; de 31 a 40%; de 41 a 50%; de 51 a 60%; de 61 a 70%; de 71
a 80%; de 81 a 90%; de 91 a 100%.

- Infiltrado inflamatorio linfocitico peritumoral: avaliado no fronte de
invasdo tumoral, distante de area de necrose ou de inflamacédo secundaria a
resseccdo prévia, sendo quantificada em 2 categorias: ausente/leve e

moderado/intenso.

- Infiltrado inflamatorio linfocitico intratumoral: avaliado em area
tumoral preservada, distante de area de necrose ou de inflamacgdo secundaria a
resseccao prévia, com a objetiva microscopica de maior aumento (400 vezes),
sendo caracterizadas células mononucleadas pequenas, tipicamente com halo
claro ao redor, desconsiderando células apoptéticas. Quantificada em 3
categorias: ausente, leve a moderado (até 2 linfécitos por campo de maior
aumento), intenso (mais de 2 linfécitos por campo de maior aumento) (50).

- Estadio patolégico do tumor AJCC/TNM: determinado pela
profundidade maxima de invasdo tumoral, realizado de acordo com a classificacéo
da AJCC — 72edicao, TNM 2010 (24):

pT2a — infiltracdo da muscular prépria superficial/metade interna

pT2b — infiltracdo da muscular propria profunda/metade externa

pT3a — infiltracdo do tecido perivesical microscopico

pT3b —infiltrac&o do tecido perivesical macroscopico

pT4a — infiltracdo do estroma prostatico, vesiculas seminais, Gtero, vagina

pT4b — infiltracdo da parede pélvica, parede abdominal
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Posteriormente dividido em duas categorias: tumor intravesical (pT2a e pT2b) e

tumor extravesical (pT3 e pT4).

- Infiltracdo de estrutura/érgdo adjacente: quando presente, anotado
qual(is) o6rgdo(ados) ou estrutura(s) foi(foram) acometida(s) pelo carcinoma

urotelial.

- Margem cirargica: avaliada e anotada como positiva ou negativa, sendo
a positividade determinada como tumor em contato com a tinta nanquim (para as
margens radial e uretral) ou neoplasia presente nas laminas referenciadas como

margem dos ureteres.

- Localizacdo da margem cirurgica positiva: nos casos em que havia

margem positiva, a sua localizacéo foi anotada (circunferencial, uretral, ureteral).

- Tipo de tumor na margem cirdrgica positiva: nos casos em que havia
margem positiva, o tipo de tumor comprometendo a margem foi anotado

(carcinoma urotelial “in situ”, invasivo ou ambos).

- Numero total de linfonodos regionais avaliados: sdo consideradas
cadeias de linfonodos regionais para os carcinomas uroteliais, de acordo com a
classificacdo da AJCC/TNM 2010 (24): hipogastrica, obturatoria, iliacas interna e
externa, pélvica perivesical, sacral, pré-sacral e iliaca comum. Quando presentes,
os linfonodos foram contabilizados em 7 categorias, a cada 5 linfonodos: de 1 a
5; de 5a 10; de 10 a 15; de 15 a 20; de 20 a 25; de 26 a 30 e mais que 30.

- Niumero total de linfonodos regionais com metastase: os linfonodos
metastaticos foram contabilizados em 7 categorias: a cada 1 linfonodo, de 1 a 6

linfonodos acometidos, e mais que 6 linfonodos acometidos.

- Extens&@o neoplasica extranodal: definida pelo acometimento
neoplasico além da cépsula linfonodal, com neoplasia infiltrando tecido fibro-

adiposo peri-linfonodal. Determinada como presente ou ausente.
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- Variante histologica identifichvel na metastase: determinada como
presente ou ausente, e quando presente, o(s) tipo(s) de variante(s) foi(foram)

especificado(s).

- Estadio patoldgico dos linfonodos regionais AJCC/TNM: determinado
pelo nimero de linfonodos apresentando metastases, realizado de acordo com a
classificagcdo da AJCC — 72edicdo, TNM 2010 (24):
pNX — os linfonodos n&o foram avaliados
pNO — auséncia de metastases linfonodais
pN1 — metadstase em um unico linfonodo na pelve verdadeira (cadeias
hipogastricas, obturatorias, iliacas externa e pré-sacral)
pN2 — metastases em mudltiplos linfonodos na pelve verdadeira (cadeias
hipogastricas, obturatérias, iliacas externa e pré-sacral)

pN3 — metastases para cadeia iliaca comum

- Presenca de adenocarcinoma prostatico concomitante: determinado

como presente ou ausente / prostata nao retirada.

- Estadiamento tumoral do adenocarcinoma prostatico concomitante:
anotado o estadiamento tumoral, de acordo com a classificacdo da AJCC — 72
edicdo, TNM 2010 (24).

- Numero de blocos de parafina / laminas representando a leséo

tumoral vesical: o numero de blocos/laminas foi anotado.

- Nomero de blocos de parafina / laminas representando o caso: 0
namero total de blocos/laminas foi anotado.
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3.3 Micromatrizes Teciduais (TMAS)

Durante a revisao dos cortes histolégicos corados pelo HE, a autora selecionou duas
laminas mais representativas da neoplasia bem como laminas representativas das
metastases linfonodais.

A seguir, nestas laminas escolhidas, areas de interesse no centro do tumor, no fronte
de invasao tumoral e nas metastases linfonodais foram marcadas com pontos usando
canetas com tinta permanente de diferentes cores. Durante a escolha, interessaram
areas representativas das respectivas neoplasias, incluindo tanto areas de carcinoma
urotelial convencional como areas das variantes histolégicas, quando estas estavam
presentes na neoplasia e também nas metastases linfonodais. Foram ainda priorizadas
na escolha as areas com boa fixacdo tecidual, distantes de focos de necrose ou de
inflamacéo secundéria a resseccdes prévias, além de regifes distantes das bordas do
bloco de parafina e com boa espessura do tecido no bloco doador.

Para o centro tumoral foram escolhidas até duas areas diferentes em dois blocos
diferentes, totalizando no méximo 4 amostras, marcadas na cor vermelha. Para o fronte
de invaséo tumoral foram escolhidas até duas areas diferentes em dois blocos diferentes,
totalizando no maximo 4 amostras, marcadas na cor verde. Para as metastases
linfonodais foram escolhidas uma a quatro areas diferentes, marcadas na cor preta.

Os blocos correspondentes a estas laminas foram retirados dos arquivos. A partir de
um dos blocos representativos da neoplasia, foram realizados 10 cortes panoramicos de
3 um dispostos em laminas silanizadas e arquivadas como reserva técnica. Apés a
confeccdo desta reserva técnica, as areas demarcadas nas laminas foram transferidas
para os blocos de parafina correspondentes (blocos doadores), também usando pontos
de canetas com tinta permanente das mesmas cores, que guiaram a extracdo das

amostras para a constru¢ao dos TMAs (figura 2).
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Figura 2 - Exemplo da marcacéo dos blocos e da transferéncia da marcacao para os blocos de parafina

Para a construgdo dos TMAs foi utilizado um sistema mecanizado de precisdo com
0 equipamento MTAL1 (Manual Tissue Microarrayer, Beecher Instruments, Inc., EUA)
disponivel no LIM-14, Patologia Hepatica-FMUSP e toda a confeccao foi realizada pela
biomédica Aline Kawasaki sob supervisdo da farmacéutica Alda Wakamatsu (figura 3).
Cilindros (ou “spots”) de 1,0 mm de didmetro das areas marcadas nos blocos de parafina
doadores foram transportados para um bloco de parafina receptor com um intervalo de
0,3 mm entre os cilindros. Cada cilindro amostral foi alocado numa posi¢cdo do bloco
receptor definida em sistemas cartesianos de coordenadas, previamente elaborados em
planilha eletrénica Excel (Microsoft Office, 2013, EUA). Amostras de parénquima

hepatico normal foram usados para determinar o posicionamento dos TMAs.
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Figura 3 - Etapas da confec¢é@o dos blocos de TMA, comecando com a retirada da amostra do bloco
doador no canto superior esquerdo e finalizando com os blocos doadores com todas as amostras retiradas
de um caso, no canto inferior direito

O conjunto das amostras representativas do centro do tumor constituiram 5 TMAS,
sendo 4 deles com 12 linhas e 14 colunas (T0363; T0364; T0365; TO366) e um deles
com 11 linhas e 12 colunas (T0367), totalizando 717 amostras, com representacdo de
todos os 183 casos, sendo que 174 deles foram representados em quadruplicatas, 3 em
triplicatas e 6 em duplicatas.

O conjunto das amostras representativas do fronte de invasao tumoral constituiram
5 TMAs, sendo 4 deles com 12 linhas e 14 colunas (T0368; T0369; T0370; TO371) e um
deles com 11 linhas e 12 colunas (T0372), totalizando 709 amostras, com representacao
de todos os 183 casos, sendo que 170 deles foram representados em quadruplicatas, 4
em triplicatas, 8 em duplicatas e em apenas um caso foi representado 1 “spot”.

O conjunto das amostras representativas das metastases linfonodais constituiram 2
TMAs, ambos com 10 linhas e 10 colunas (T0375 e T0376), totalizando 174 amostras,
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com representacdo de todos os 76 casos com metastases, sendo 53 casos em

duplicatas, 3 em triplicatas, 13 em quadruplicatas e 7 casos com 1 “spot” (figura 4).

Figura 4 - Blocos de TMA finalizados

Uma vez prontos, cada um dos 12 blocos de TMA foi submetido a sesséo Unica de
microtomia, com sec¢fes de 3 um em laminas silanizadas (Leica Instruments), e
posteriormente submetidas a banho de parafina e arquivadas em caixa escura a -20°C
para preservar a antigenicidade das amostras.

Laminas intervaladas foram coradas em hematoxilina-eosina para avaliacdo da
representatividade geral do respectivo nivel de cada bloco de TMA, e os cortes proximos

aos melhores niveis foram escolhidos para as rea¢des imuno-histoquimicas (figura 5).
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Figura 5 - Laminas intervaladas coradas com hematoxilina-eosina provenientes de um dos blocos de TMA
(TO364)

3.4 Reacdes imuno-histoquimicas

Os anticorpos utilizados no estudo compreendem marcadores associados ao
urotélio, como citoqueratina 5 (CK5), citoqueratina 20 (CK20) e fator de transcricdo
GATA3, sendo que a CK5, que € positiva nas células basais do urotélio normal é
associada ao perfil basal (36, 39), e a CK20 e o GATA3 sao associadas ao perfil luminal

(36, 39), sendo que a CK20 marca as células superficiais do urotélio normal (51).

A identificacdo de padrao basal fundamentou-se ainda na pesquisa do filamento
intermediario Vimentina, cujo ganho de expressao pelas células epiteliais tumorais
demonstra que estas adquiriram um fenétipo mesenquimal (36, 52, 53) e do fator de
transcricdo SALL4, oncogene cuja expressdo é fundamental no periodo embrionério,
inexiste nos tecidos diferenciados e quando reativada evidencia um fenétipo de células

progenitoras-simile, associada ao perfil basal (35, 36) e a pior prognostico (54).

Uma lamina de cada um dos 12 TMAs foi submetida a rea¢do imuno-histoquimica
com cada um dos anticorpos listados na tabela 2. Todas as rea¢des imuno-histoquimicas
foram amplamente padronizadas e realizadas no LIM-14, Patologia Hepatica-FMUSP
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(55) pela biomédica Aline Kawasaki sob supervisdo da farmacéutica Alda Wakamatsu,
utilizando inclusive amostras de outros carcinomas uroteliais semelhantes aos que
participam deste estudo. O procedimento imuno-histoquimico esta descrito abaixo e a
tabela 3 resume a padronizacédo das reacdes imuno-histoquimicas para os respectivos

anticorpos.

Tabela 2 - Caracteristicas dos anticorpos utilizados

Anticorpo Fornecedor Clone Espécie

CK5 NCL-L-CK5 Novocastra XM26 Camundongo
CK20 CM062C Biocare Medical Ks20.8 Camundongo
GATA3 72227 Zeta Corp L50-823 Camundongo
SALL4 385M-16 Cell Marque 6E3 Camundongo
Vimentina 347M-16 Cell Margue V9 Camundongo

Tabela 3 - Resumo da padronizacéo das rea¢des imuno-histoquimicas

Antigeno Anticorpo Recuperacgao Titulo Controle positivo | Resultado

CK5 NCL-L-CK5 Panela a vapor 1:800 Células basais Citoplasma e
pH9 3+ prostéticas membrana
Novolink

CK20 CK20 CM062C Panela a vapor 1:100 Mucosa colbnica Citoplasma e
pH9 3+ membrana
Novolink

GATA3 GATA3 72227 Panela a vapor 1:100 Urotélio normal Nucleo
pH9 3+
Novolink

SALL4 SALL4 385M-16 Panela a vapor 1:50 Carcinoma urotelial | Nucleo
pH9 3+ de alto grau
Novolink

Vimentina Vimentina 347M-16 | Panela a vapor 1:300 Parede de vasos Citoplasma
pH9 3+
Novolink

3.4.1 Detalhamento do procedimento imuno-histoquimico

Inicialmente foi realizada a desparafinizacdo dos cortes de 3u de espessura do
material incluido em parafina através de incubacdo com xilol a 602 C por 15 minutos
seguido de outra incubacgéo com xilol a temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir
foi realizada hidratacdo dos cortes em concentragdes de etanol a 100% com 3 banhos
de 30 segundos cada, etanol a 95%, 80% e 70% por 30 segundos, com lavagem em
agua corrente e agua destilada. Sequencialmente foi realizada recuperacao antigénica

mediante incubacdo das laminas em solucdo de acido citrico 10 mM pH 6,0 (Merck,
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E.U.A.) em panela a vapor (ap0s a fervura da 4gua da panela, colocada a cuba com as
laminas em solugéo de recuperacgdo), durante 40 minutos. Apés esfriar por 20 minutos a
temperatura ambiente foram realizadas lavagens em agua corrente e agua destilada. Foi
entdo realizado bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada (H202) a 6%
diluida v/v.em metanol, em trés banhos de 10 minutos cada. Apds este procedimento
foram realizadas lavagens em &gua corrente e agua destilada, além de lavagem com
solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS) 10 mM pH 7,4 por 5 minutos. Em seguida
foi realizado bloqueio de proteinas com Cas Block (Zymed) por 10 minutos a 372 C e
incubacdo das laminas com anticorpo primario (especifico para o antigeno) diluido em
solucao de albumina bovina (BSA) (SIGMA, E.U.A.) a 1,0% e azida sédica NaNs (Inlab,
Sao Paulo) 0,1% em PBS, em camara umida por 30 minutos a 372 C e, em seguida, 18
horas (overnight) a 4° C. A seguir foram realizadas lavagens em tampdo PBS com 3
trocas de 5 minutos cada e incubacdo com o bloqueador pds-primério (Post Primary
Block, NovoLink Max Polymer Detection System, Newcastle, Reino Unido), por 30
minutos a 372 C. Realizadas entdo novas lavagens com tampao PBS com 3 trocas de 3
a 5 minutos cada e incubacdo com NovoLink (Polimer) do mesmo kit por 30 minutos a
37 °C. Realizada entdo revelagdo com solugcdo de substrato cromogénico contendo
diaminobenzidina (Sigma, E.U.A.) a 0,10%, peréxido de hidrogénio a 0,06%, dimetil
sulfoxido (Labsynth) a 1% em PBS, em banho de 5 minutos, a 37 °C. Realizadas
lavagens em agua corrente e agua destilada contra-coloracdo com hematoxilina de
Harris por 1 minuto, seguidas de lavagens em agua corrente e agua destilada. Realizada
imersao rapida em agua amoniacal (sol. de hidréxido de aménia 0,5%) seguido de
lavagens em agua corrente e agua destilada. Finalmente foi realizada desidratacdo dos
cortes em banhos de etanol a 50%, 80%, 95% e etanol absoluto (3 trocas de 1 minuto
cada), diafanizagdo em banhos de xilol e montagem em meio permanente (Entellan
Merck) com laminula. Os controles utilizados nas reac¢des imuno-histoquimicas
compreenderam um controle sabidamente positivo para o anticorpo em estudo e um

controle negativo com incubacéo em PBS e eliminacdo do anticorpo primario.
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3.4.2 Avaliacdo dos estudos imuno-histoquimicos

Todas as avaliagOes foram realizadas pela autora, sob supervisao do orientador,
considerando apenas as células epiteliais neoplasicas dos carcinomas uroteliais. Cada
“spot” de cada caso foi analisado separadamente e anotado em planilhas com a mesma
orientacdo cartesiana de cada TMA. Nao foram considerados validos os “spots” com
representacédo de estroma apenas e aqueles com desgaste completo por artefatos

técnicos.

Na analise dos 717 “spots” do centro do tumor, nos cinco marcadores imuno-
histoquimicos avaliados (total de 3585 “spots”), 28 foram invalidados (0,7% do total), 17

por apresentar apenas estroma e 0s outros 11 por desgaste completo.

Na analise dos 709 “spots” do fronte de invasao tumoral, nos cinco marcadores
imuno-histoquimicos avaliados (total de 3545 “spots”), 240 foram invalidados (6,7% do

total), 227 por apresentar apenas estroma e 0s outros 13 por desgaste completo.

Na analise dos 174 “spots” das metastases linfonodais, nos cinco marcadores
imuno-histoquimicos avaliados (total de 870 “spots”), 8 foram invalidados (0,9% do total),

5 por apresentar apenas estroma e o0s outros 3 por desgaste completo.

Sendo assim, dos 1600 “spots”, nos cinco marcadores imuno-histoquimicos
avaliados (total de 8000 “spots”), 276 ndo foram considerados validos, o que representou
apenas 3,4% de perdas na analise dos TMAs (0 que ocasionou a exclusdo de um unico

caso em apenas uma das andlises subsequentes realizadas).

Os marcadores de membrana e citoplasma (CK5, CK20 e Vimentina) foram
analisados no aumento microscépico de 100 vezes e, quando necessario, no aumento
de 400 vezes. Os marcadores nucleares (GATA3 e SALL4) foram analisados nos

aumentos microscoépicos de 100 vezes e 400 vezes.

Nas amostras de centro tumoral, fronte de invasdo e metastases linfonodais, a
reatividade imuno-histoquimica foi avaliada inicialmente através de uma escala

semiquantitativa de 0 a 100% de células neoplasicas positivas, com incrementos de 10%,
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totalizando uma escala com 11 classes possiveis (0, até 10%; até 20%, até 30%, até
40%, até 50%, até 60%, até 70%, até 80%, até 90% e até 100% de células positivas).

Estudo piloto (vide anexo A), no qual foram feitas comparacgdes entre os valores
de reatividade imuno-histoquimica obtidos nos diferentes “spots” de um mesmo caso
para cada marcador, mostrou ndo haver diferencas estatisticamente significativas entre
os valores de CK20, GATA3, CKS5, Vimentina e SALL4 nos varios “spots” de um mesmo
caso tanto nas amostras do centro do tumor, quanto nas amostras das metastases
linfonodais. Nas amostras do fronte de invasdo tumoral também ndo houve diferencas
significativas entre os valores de GATA3, CK5, Vimentina e SALL4 nos varios “spots” de
um mesmo caso, sendo que apenas nos valores de CK20 houve diferenga significativa
entre os varios “spots” de um mesmo caso. Como na maioria das comparacdes néo
houve diferencas, optou-se por escolher o maior valor obtido dentre os varios “spots” de

um mesmo caso (“hot spot”) para representar o caso.

O valor de corte foi estabelecido em 20% de reatividade imuno-histoquimica nas
células neoplasicas, o mesmo valor de corte estabelecido pelo estudo de Dadhania et al.
(39), que, através de metandlise, objetivou estabelecer os melhores marcadores imuno-
histoquimicos para caracteriza¢do dos subtipos moleculares “basal”’ e “luminal” também
utilizando TMAs em série de carcinomas uroteliais, comparando a expressao proteica

pelo estudo imuno-histoquimico com o perfil de expresséo génica.

Assim, para cada marcador imuno-histoquimico, os casos foram agrupados em
duas categorias, sendo considerados “positivos” aqueles com expressdo imuno-
histoquimica acima de 20% e “negativos” aqueles com expressado imuno-histoquimica

abaixo ou igual a 20%.

Uma vez que acreditamos que o grupo de células progenitoras que da origem a
neoplasia esta melhor caracterizado na amostra do centro do tumor, somado a
dificuldade de representacédo do fronte de invaséo tumoral (onde houve a maior perda de
“spots” para avaliagao), as analises subsequentes foram realizadas a partir dos valores

das expressbes imuno-histoquimicas obtidas nas amostras do centro tumoral. As
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comparagdes entre as expressfes imuno-histoquimicas obtidas no centro e no fronte de
invasao tumoral serdo motivo de estudos futuros.

Todas as laminas dos TMAs foram digitalizadas através do “scanner” de laminas
histologicas Pannoramic Viewer (3D Histech) da DAP-HC-FMUSP (figura 6) para

posterior utilizagdo das imagens como ilustracdo, permitindo ainda trabalhos futuros
eventualmente visando andlises quantitativas.
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Figura 6 - Exemplo da visdo panoramica da lamina HE do TMA T0363 (centro do tumor 2) escaneada a
esquerda e a lamina correspondente da imuno-histoquimica para citoqueratina 20 a direita

3.5 Andlise estatistica

Foram utilizados o programa R verséo 3.5.1 (R Foundation for Statistical Computing,

Vienna, Austria. http://www.R-project.org/) e o programa SPSS versédo 23.0 (SPSS, Inc,
Chicago, IL) para Windows.

Para analisar esta série de carcinomas uroteliais quanto a distribuicdo de
caracteristicas clinicas, anatomopatologicas e imuno-histoquimicas foi realizada uma
analise exploratéria do conjunto de dados, com contagens e porcentagens das variaveis
gualitativas e para as variaveis guantitativas foram calculadas médias, medianas e

desvios padrdo. Para caracterizar a heterogeneidade intratumoral apresentada pelos



42

carcinomas uroteliais foram realizadas contagens e porcentagens das variantes
histoldgicas presentes nas neoplasias. Para avaliar os linfonodos regionais metastaticos
guanto a presenca de variantes histolégicas também foram realizadas contagens e

porcentagens.

Para verificar a associacao entre a expressao dos marcadores imuno-histoquimicos
com as diversas caracteristicas clinico-patolégicas, bem como verificar a associacao
entre as variantes histologicas mais prevalentes e os perfis imuno-histoquimicos com as
diversas caracteristicas clinico-patolégicas foram realizados testes qui-quadrado ou
teste exato de Fisher (quando pelo menos uma frequéncia esperada foi menor que 5)
para as variaveis categoéricas. Para as variaveis numeéricas, foram realizados testes de
normalidade de Shapiro-Wilk e testes de variancia de Levene, seguidos de testes T para
amostras independentes ou testes de Wilcoxon para duas amostras nas tabelas 2x2.
Nas tabelas 3x2, para as variaveis numéricas foram realizados testes de normalidade de
Shapiro-Wilk e testes de variancia de Levene, seguidos de testes ANOVA para um fator

e testes de Kruskal-Wallis.

Para comparar os perfis imuno-histoquimicos caracterizados no centro tumoral com
aqueles caracterizados nas respectivas metastases linfonodais foram realizados testes
de McNemar-Bowker (testes de simetria) seguidos de andlises de concordancia através

do coeficiente Kappa (56), com interpretacdo conforme tabela 4, abaixo.

Para ajustar as curvas de sobrevida utilizou-se o método de Kaplan-Meier. Para

comparar as curvas de sobrevida foi utilizado o teste de Breslow.

Foi utilizado um nivel de significancia de 5% (p-valor < 0,05).

Tabela 4 - Interpretacdo dos valores do coeficiente Kappa

Coeficiente Kappa Classificagao
<0 N&o existe
0-0,20 Minima
0,21 -0,40 Razoavel
0,41 -0,60 Moderada
0,61-0,80 Substancial
0,81-1,0 Perfeita
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4.1 Caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas

Nesta série de 183 casos, cujo detalhamento estd na tabela 5, 71,0% dos
pacientes eram do género masculino e a idade média foi de 66,3 anos. O tamanho médio
do maior foco tumoral foi 4,4cm e os tumores maiores que 3,0cm representaram 63,0%
do total de casos. Apenas 14 casos (7,6%) eram multifocais.

Quanto a configuracdo, 73,8% das neoplasias eram solidas. Dos 48 (26,2%)
casos em que havia formacdo de papilas na superficie, a porcentagem deste
componente foi amplamente variavel, sendo que em apenas 8,2% deles havia mais de
50% de papilas.

Os padrdes de invasao arquitetural infiltrativo (figura 7-A) e trabecular (figura 7-B)
foram os mais frequentemente observados, correspondendo juntos a quase 60% dos
casos.

Invasdes neoplasicas linfovascular (figura 7-C) e perineural (figura 7-D) foram
observadas em 80,9% e 67,3% dos casos, respectivamente. Havia necrose tumoral
(figura 7-E) em 119 (65,0%) casos e a porcentagem da necrose no total da neoplasia
variou de 1 até 30% em cerca de 60% deles. Foi observada a presenca de CIS na
mucosa vesical adjacente (figura 7-F) em 74 (40,4%) casos.

O infiltrado inflamatério linfocitico peritumoral foi considerado moderado/intenso
em cerca da metade dos casos e o infiltrado linfocitico intratumoral foi classificado como
leve a moderado em 71,6% dos casos e intenso em 10,4% deles.

Quanto ao estadiamento tumoral, 44 (24,0%) eram intravesicais (pT2a+pT2b) e
139 (76,0%) extravesicais (pT3a+pT3b+pT4a+pT4b). Nos casos com invasdo de érgaos
adjacentes (pT4a), a invasao do estroma prostéatico e das vesiculas seminais foi a mais
observada nos homens e a invasdo do utero foi a mais observada nas mulheres.

A margem cirargica foi positiva em 28,4% dos casos, sendo que a margem mais
frequentemente acometida foi a circunferencial (61,5% dos casos), por carcinoma
invasivo (77,0% dos casos).

Em 172 casos os linfonodos regionais foram avaliados e a média foi de 21,7
linfonodos por caso. Metastases linfonodais estavam presentes em 76 (44,2%) casos,

sendo que em 31,6% deles apenas um linfonodo estava acometido e em outros 30,3%
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mais de seis linfonodos estavam acometidos. Extensdo neoplasica extranodal foi

observada em 40,8% das metastases.

Adenocarcinoma prostatico sincronico foi diagnosticado em 34,6% dos 130

homens, a maioria (88,8%) confinados a glandula (pT2a+pT2c).

Foram representados em média 38 blocos por caso, com média de 8,9 blocos

representativos da neoplasia vesical.

Tabela 5 - Detalhamento da distribuigdo das caracteristicas clinico-patologicas

Caracteristicas clinico- n % média DP ()
patoldgicas
Idade (anos) 183 66,3 9,3
Género masculino 130 71,0
feminino 53 29,0
total 183 100
Tamanho do tumor (cm) 181 4.4 21
até 3,0cm 67 37,0
maiores que 3,0cm 114 63,0
total 181 100
Multifocalidade ausente 169 92,4
presente 14 7,6
total 183 100
Configuracdo da neoplasia sélidos 135 73,8
com componente papilifero 48 26,2
total 183 100
Porcentagem do componente ausente 135 73,8
papilifero 1-10% 15 8,2
11-20% 12 6,6
21-30% 2 1,1
31-40% 3 1,6
41-50% 1 0,5
51-60% 3 1,6
61-70% 2 1,1
71-80% 4 2,2
81-90% 6 3,3
total 183 100
Padréo de invasao nodular 25 13,7
tumoral trabecular 51 27,9
infiltrativo 58 31,7
misto, trabecular+infiltrativo 31 16,9
misto, trabecular+nodular 18 9,8
total 183 100
Invasao linfovascular ausente 35 19,1
presente 148 80,9
total 183 100
Invaséo perineural ausente 60 32,7
presente 123 67,3
total 183 100
Necrose tumoral ausente 64 35,0
presente 119 65,0
total 183 100

continua
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Tabela 5 - Detalhamento da distribuigdo das caracteristicas clinico-patolégicas

continuacdo

Porcentagem da necrose ausente 64 35,0
tumoral 1-5% 33 18,0
6-10% 25 13,7
11-20% 32 17,5
21-30% 19 10,4
31-40% 7 3,8
41-50% 1 0,5
51-60% 2 11
total 183 100
CIS associado ausente 109 59,6
presente 74 40,4
total 183 100
Infiltrado inflamatério ausente/leve 91 49,7
linfocitico peritumoral moderado/intenso 92 50,3
total 183 100
Infiltrado linfocitico ausente 33 18,0
intratumoral leve a moderado 131 71,6
intenso 19 10,4
total 183 100
Estadiamento patoldgico pT2a 17 9,3
tumoral pT2b 27 14,8
pT3a 37 20,2
pT3b 57 31,1
pT4a 44 24,0
pT4b 1 0,6
total 183 100
intravesical (pT2) 44 24,0
extravesical (pT3+pT4) 139 76,0
Orgao/estrutura acometida estroma prostatico e vesicula seminal | 19 42,2
pela neoplasia estroma prostatico 13 28,9
Utero 4 8,9
vagina 4 8,9
vesicula seminal 3 6,7
Utero e colon 1 2,2
Utero e parede pélvica 1 2,2
total 45 100
Margem cirurgica negativa 131 71,6
positiva 52 28,4
total 183 100
Margem cirurgica positiva circunferencial 32 61,5
circunferencial e ureteral 4 7,7
circunferencial e uretral 2 3,9
ureteral 9 17,3
uretral 5 9,6
total 52 100
Tipo de tumor na margem invasivo 40 77,0
positiva CIS 9 17,3
invasivo e CIS 3 5,7
total 52 100
Linfonodos avaliados nao 11 6,0
sim 172 94,0
total 183 100

continua
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Tabela 5 - Detalhamento da distribuigdo das caracteristicas clinico-patoldgicas

continuacdo

Numero total de linfonodos 21,7 13,1
avaliados
lab 17 9,9
6al0 25 14,5
11a15 14 8,1
16 a 20 28 16,3
21a25 18 10,5
26 a 30 29 16,9
mais que 30 41 23,8
total 172 100
Metastase linfonodal ausente 96 55,8
presente 76 44,2
total 172 100
Numero de linfonodos com 57 8,6
metastase
um 24 31,6
dois 10 13,1
trés 6 7,9
quatro 7 9,2
cinco 5 6,6
seis 1 1,3
mais de seis 23 30,3
total 76 100
Extens&do neoplasica ausente 45 59,2
extranodal presente 31 40,8
total 76 100
Estadiamento linfonodal pNX 11 6,0
pNO 96 52,5
pN1 24 13,1
pN2 32 17,5
pN3 20 10,9
total 183 100
Adenocarcinoma prostético ausente 82 63,8
associado presente 45 34,6
préstata néo retirada 3 2,3
total 130 100
Estadiamento tumoral do pT2a 20 44 4
adenocarcinoma prostatico pT2c 20 44,4
pT3a 1 2,2
pT3b 3 6,7
pT4 1 2,2
total 45 100
Numero de blocos/laminas 183 8,9 3,6
representando a neoplasia
vesical
NUmero de blocos/laminas 183 38 111
representando o caso

conclusao
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Figura 7 - Padrao arquitetural de invaséo infiltrativo (A); padrao arquitetural de invasdo trabecular (B);
invasao neoplasica linfovascular (C); invas@o neoplasica perineural (D); necrose tumoral (E); carcinoma
urotelial “in situ” na mucosa adjacente (F)
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4.2 Variantes histoldgicas

Variantes histolégicas foram observadas em 116 (63,4%) casos. O grupo de casos
com variantes histolégicas apresentou mais pacientes femininas e tumores com mais
invasao linfovascular e com a presenca de variante histolégica na metastase linfonodal.
As demais caracteristicas ndo mostraram associagcao estatisticamente significativa com

a presenca de variantes histologicas na neoplasia (ver valores de p na tabela 6).

Tabela 6 - Associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a presenca de variantes
histolégicas na neoplasia

Caracteristicas clinico- Variantes histolégicas
patoldgicas
presentes ausentes Valor de p
NUumero de pacientes 116 67
Género
masculino 76 (65,5) 54 (80,6) 0,0302
feminino 40 (34,5) 13 (19,4)
Idade média (anos) 66,7 (DP 8,7) 65,6 (DP 10,4) 0,485
Tamanho médio macroscépico
do tumor (cm) 4,5 (DP 2,3) 4,1 (DP 1,8) 0,439¢
Tamanho do tumor
até 3,0cm 44 (38,6) 23 (34,3) 0,5652
maiores que 3,0cm 70 (61,4) 44 (65,7)
Multifocalidade
ausente 106 (91,4) 63 (94,0) 0,578
presente 10 (8,6) 4 (6,0)
Configuracdo da neoplasia
sélidos 83 (71,6) 52 (77,6) 0,3692
com componente papilifero 33 (28,4) 15 (22,4)
Padrao arquitetural de invaséo
nodular 14 (12,1) 11 (16,4)
trabecular 27 (23,3) 24 (35,8) 0,111d
infiltrativo 41 (35,3) 17 (25,4)
misto, trabecular+nodular 15 (12,9) 3(4,5)
misto, trabecular+infiltrativo 19 (16,4) 12 (17,9)
Invaséo linfovascular
ausente 17 (14,7) 18 (26,9) 0,0432
presente 99 (85,3) 49 (73,1)
Invaséao perineural
ausente 39 (33,6) 21 (31,3) 0,7512
presente 77 (66,4) 46 (68,7)
Necrose tumoral
ausente 38 (32,8) 26 (38,8) 0,4082
presente 78 (67,2) 41 (61,2)
CIS associado
ausente 69 (59,5) 40 (59,7) 0,9762
presente 47 (40,5) 27 (40,3)
Infiltrado inflamatério linfocitico
peritumoral
ausente/leve 57 (49,1) 34 (50,7) 0,8342
moderado/intenso 59 (50,9) 33 (49,3)

continua
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Tabela 6 - Associacgédo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a presenca de variantes histoloégicas
na neoplasia
continuacao
Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente 19 (16,4) 14 (20,9)
leve a moderado 83 (71,6) 48 (71,6) 0,5092
intenso 14 (12,1) 5 (7,5
Estadiamento patolégico (pT)
pT2 29 (25,0) 15 (22,4) 0,690
pT3 + pT4 87 (75,0) 52 (77,6)
Margem cirdrgica
negativa 78 (67,2) 53(79,1) 0,0862
positiva 38 (32,8) 14 (20,9)
Metastase em linfonodo
ausente 58 (53,2) 38 (60,3) 0,3652
presente 51 (46,8) 25 (39,7)
Extensé&o extra-nodal
ausente 29 (56,9) 16 (64,0) 0,5512
presente 22 (43,1) 9 (36,0)
Variante histol6gica na
metastase
ausente 21 (41,2) 24 (96,0) <0,001¢
presente 30 (58,8) 1(4,0)
@ Qui-quadrado de Pearson
bTeste T para amostras independentes
¢ Wilcoxon para 2 amostras
dExato de Fisher
conclusdo

Foram ao todo observadas 14 diferentes variantes histologicas (vide gréafico 1) e
exemplos daquelas mais comumente detectadas podem ser observados na figura 8,
estando o detalhamento na tabela 7. Além disso, dentre os 116 casos que apresentavam
variantes histolégicas, 90 (49,2%) apresentavam apenas uma variante e outros 24
(13,1%) apresentavam duas. Um caso apresentava trés e outro caso apresentava cinco
diferentes variantes histolégicas.

A presenca da variante escamosa foi observada em 49 (26,8%) casos, sendo que
em 79,5% deles, esta variante representava de 1 até 40% do total da neoplasia.

A variante micropapilifera foi observada em 39 (21,3%) casos, sendo que em
82,0% deles ela representava de 1% até metade da area tumoral.

Uma vez que as variantes escamosa e micropapilifera foram as mais
frequentemente observadas, a associacdo entre as suas presencas em relacdo as
demais caracteristicas clinico-patologicas foi estudada mais detalhadamente (vide
abaixo, itens 4.2.1 e 4.2.2).

As variantes sarcomatoide, glandular e plasmocitoide foram observadas em 17
(9,3%), 11 (6,0%) e 9 (5,0%) casos, respectivamente.
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Além disso, 8 casos exibiam a variante células claras, sendo que em 5 deles esta
era a de maior porcentagem no total da neoplasia (principal variante histoldgica). Trés
casos apresentavam a variante em ninhos, sendo que em 2 deles esta era a de maior
porcentagem no total da neoplasia. Em 2 casos foi observada a variante linfoepitelioma-
simile, e neles, esta variante era a de maior porcentagem no total da neoplasia. Em
outros 2 casos foi observada a variante com padréo invertido/papiloma invertido-simile,
e em um deles, esta variante era a de maior porcentagem no total da neoplasia. Em 2
casos foi observada a variante com caracteristicas cordoides, e em um deles, esta
variante era a de maior porcentagem no total da neoplasia.

As variantes microcistica, micropapilifera superficial, trofoblastica e
lipoidica/lipoblastos-simile foram observadas em um caso cada, sendo interessante
ressaltar que em cada um desses casos essas foram as principais variantes observadas.
Dentre os 24 casos que apresentavam duas variantes, 8 deles apresentaram a
associagao das variantes escamosa e sarcomatoide e trés apresentaram a associacao

das variantes escamosa e micropapilifera.
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Gréfico 1 - Distribuicdo das 14 diferentes variantes histoldgicas, caracterizadas como as de maior
porcentagem observadas nos 116 casos

Principal variante histologica

Glandular
(7.7%)

Trofobastica (0,9%)
Células claras (4,3%)

Linfoepitelioma-simile (1,7%)
Lipoidicallipoblastos-simile (0,9%)

Caracteristicas
cordoides (0,9%)

Microcistica (0,9%)

Sarcomatoide (9,4%)

lasmocitoide (6,9%)

Padrao invertido (0,9%)
ilifera  Ninhos (1,7%)

Micropapilifera (29,3%)

superficial (0,1%)



Tabela 7 - Detalhamento da distribuicdo das variantes histolégicas identificadas nos 183 casos

Caracteristicas patolégicas n %
Variantes histolégicas ausente 67 36,6
presente 116 63,4
total 183 100
NUmero de variantes nenhuma 67 36,6
por caso uma 90 49,2
duas 24 13,1
trés 1 0,5
cinco 1 0,5
total 183 100
Principal variante histoldgica (a escamosa 39 33,6
de maior porcentagem no total micropapilifera 34 29,3
da neoplasia) sarcomatoide 11 9,4
glandular 9 7,7
plasmocitoide 8 6,9
células claras 5 4.3
ninhos 2 1,7
linfoepitelioma-simile 2 1,7
microcistica 1 0,9
micropapilifera superficial 1 0,9
padrdo invertido/papiloma invertido-simile 1 0,9
caracteristicas cordoides 1 0,9
trofoblastica 1 0,9
lipoidica/lipoblastos-simile 1 0,9
total 116 100
Combinagdes de duas variantes escamosa e sarcomatoide 8 33,3
escamosa e micropapilifera 3 12,5
escamosa e glandular 2 8,3
micropapilifera e plasmocitoide 2 8,3
micropapilifera e células claras 2 8,3
micropapilifera e glandular 1 4,2
glandular e sarcomatoide 1 4,2
glandular e células claras 1 4,2
microcistica e ninhos 1 4,2
micropapilifera superficial e glandular 1 4,2
ninhos e padréo invertido/papiloma invertido-simile | 1 4,2
sarcomatoide e linfoepitelioma-simile 1 42
total 24 100
Variante escamosa ausente 134 73,2
presente 49 26,8
total 183 100
Porcentagem da variante ausente 134 73,2
escamosa 1-5% 12 6,6
6-10% 8 4,4
11-20% 4 2,2
21-30% 8 4,4
31-40% 7 3,8
41-50% 1 0,5
51-60% 4 2,2
61-70% 1 0,5
71-80% 3 1,6
81-90% 1 0,5
total 183 100
Variante micropapilifera ausente 144 78,7
presente 39 21,3
total 183 100

continua
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Tabela 7 - Detalhamento da distribuicdo das variantes histolégicas identificadas nos 183 casos

continuacao
Porcentagem da variante ausente 144 78,7
micropapilifera 1-5% 7 3,8
6-10% 2 11
11-20% 9 49
21-30% 8 4,4
31-40% 3 1,6
41-50% 3 1,6
51-60% 2 11
61-70% 1 0,5
71-80% 1 0,5
81-90% 2 11
91-100% 1 0,5
total 183 100
Variante sarcomatoide ausente 166 90,7
presente 17 9,3
total 183 100
Porcentagem da variante ausente 166 90,7
sarcomatoide 1-5% 4 2,2
11-20% 5 2,7
21-30% 1 0,5
31-40% 2 11
41-50% 2 11
61-70% 1 0,5
71-80% 1 0,5
81-90% 1 0,5
total 183 100
Variante glandular ausente 172 94,0
presente 11 6,0
total 183 100
Porcentagem da variante ausente 172 94,0
glandular 1-5% 2 1,1
21-30% 4 2,2
31-40% 2 11
41-50% 2 11
61-70% 1 0,5
total 183 100
Variante plasmocitoide ausente 174 95,0
presente 9 5,0
total 183 100
Porcentagem da variante ausente 174 95,0
plasmocitoide 6-10% 1 0,5
11-20% 1 0,5
31-40% 1 0,5
41-50% 1 0,5
51-60% 1 0,5
61-70% 1 0,5
71-80% 1 0,5
91-100% 2 11
total 183 100

conclusao
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4.2.1 Associagao entre a variante histologica escamosa e as demais

caracteristicas clinico-patoldgicas

Quarenta e nove casos apresentavam qualquer porcentagem da variante

escamosa. O grupo de casos com variante escamosa apresentou tumores com tamanho

meédio maior, maiores que 3,0cm, mais necrose, variante sarcomatoide e variante

histoldégica na metastase. Ja 0 grupo com casos sem a presenca da variante escamosa

apresentou mais multifocalidade e CIS associado. As demais caracteristicas néo

mostraram associacdo estatisticamente significativa com a presenca da variante

escamosa (ver valores de p na tabela 8).

Tabela 8 - Associagao entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e a variante escamosa

Caracteristicas clinico-

Variante escamosa

patolégicas
presente ausente Valor de p
NUumero de pacientes 49 134
Género
masculino 32 (65,3) 98 (73,1) 0,3012
feminino 17 (34,7) 36 (26,9)
Idade média (anos) 66,1 (DP 8,5) 66,3 (DP 9,7) 0,863
Tamanho médio macroscépico
do tumor (cm) 52 (DP 2,3) 4,1 (DP 2,0) 0,003¢
Tamanho do tumor
até 3,0cm 12 (24,5) 55 (41,7) 0,0332
maiores que 3,0cm 37 (75,5) 77 (58,3)
Multifocalidade
ausente 49 (100,0) 120 (89,6) 0,022
presente 0 (0,0 14 (10,4)
Configuracdo da neoplasia
sélidos 35 (71,4) 100 (74,6) 0,663
com componente papilifero 14 (28,6) 34 (25,4)
Padréo arquitetural de invaséo
nodular 8 (16,3) 17 (12,7) 0,1592
trabecular 11 (22,4) 40 (29,9)
infiltrativo 13 (26,5) 45 (33,6)
misto, trabecular+nodular 9 (18,4) 9 (6,7)
misto, trabecular+infiltrativo 8 (16,3) 23 (17,2)
Invaséo linfovascular
ausente 8 (16,3) 27 (20,1) 0,5602
presente 41 (83,7) 107 (79,9)
Invaséao perineural
ausente 20 (40,8) 40 (29,9) 0,1612
presente 29 (59,2) 94 (70,1)
Necrose tumoral
ausente 9 (18,4) 55 (41,0) 0,0042
presente 40 (81,6) 79 (59,0)
CIS associado
ausente 35 (71,4) 74 (55,2) 0,0472
presente 14 (28,6) 60 (44,8)

continua
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Tabela 8 - Associagéo entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e a variante escamosa

continuacao
Variante glandular
ausente 45 (91,8) 127 (94,8) 0,488
presente 4 (8,2) 75,2
Variante sarcomatoide
ausente 41 (83,7) 125 (93,3) 0,0472
presente 8 (16,3) 9(6,7)
Variante plasmocitoide
ausente 49 (100,0) 125 (93,3) 0,115
presente 0 (0,0) 9 (6,7)
Infiltrado inflamatério linfocitico
peritumoral
ausente/leve 22 (44,9) 69 (51,5) 0,4292
moderado/intenso 27 (55,1) 65 (48,5)
Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente
leve a moderado 9 (18,4) 24 (17,9) 0,0922
intenso 31 (63,3) 100 (74,6)
9(18,4) 10 (7,5
Estadiamento patolégico (pT)
pT2 11 (22,4) 33 (24,6) 0,7602
pT3 + pT4 38 (77,6) 101 (75,4)
Margem cirdrgica
negativa 34 (69,4) 97 (72,4) 0,6902
positiva 15 (30,6) 37 (27,6)
Metastase em linfonodo
ausente 30 (65,2) 66 (52,4) 0,1332
presente 16 (34,8) 60 (47,6)
Extensdo extra-nodal
ausente 11 (68,8) 34 (56,7) 0,3822
presente 5(31,2) 26 (43,3)
Variante histoldgica na
metastase 0,003¢
ausente 4 (25,0) 41 (68,3)
presente 12 (75,0) 19 (31,7)
a@Qui-quadrado de Pearson
bTeste T para amostras independentes
¢ Wilcoxon para 2 amostras
d Exato de Fisher
concluséo

4.2.2 Associacao entre a variante histolégica micropapilifera e as demais

caracteristicas clinico-patolégicas

Trinta e nove casos apresentavam qualquer

porcentagem da variante

micropapilifera. O grupo de casos com variante micropapilifera apresentou mais

multifocalidade, invasdo linfovascular, CIS associado, margem cirdrgica positiva,

metastase linfonodal e variante histolégica na metastase. Ja o grupo com casos sem a

presenca da variante micropapilifera apresentou mais tumores com tamanho médio

maior e variantes escamosa e sarcomatoide. As demais caracteristicas ndo mostraram
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associacao estatisticamente significativa com a presenca da variante micropapilifera (ver

valores de p na tabela 9).

Tabela 9 - Associagao entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e a variante micropapilifera

Caracteristicas clinico-

Variante micropapilifera

patoldgicas
presente ausente Valor de p
NUumero de pacientes 39 144
Género
masculino 29 (74,4) 101 (70,1) 0,6062
feminino 10 (25,6) 43 (29,9)
Idade média (anos) 66,1 (DP 8,8) 66,3 (DP 9,5) 0,908P
Tamanho médio macroscépico
do tumor (cm) 3,9 (DP 2,2) 4,5 (DP 2,1) 0,058¢
Tamanho do tumor
até 3,0cm 20 (54,4) 47 (32,6) 0,016
maiores que 3,0cm 17 (45,9) 97 (67,4)
Multifocalidade
ausente 32 (82,1) 137 (95,1) 0,0062
presente 7 (17,9) 7 (4,9
Configuracdo da neoplasia
sélidos 27 (69,2) 108 (75,0) 0,467
com componente papilifero 12 (30,8) 36 (25,0)
Padrao arquitetural de invaséo
nodular 3(7,7) 22 (15,3)
trabecular 15 (38,5) 36 (25,0) 0,232¢
infiltrativo 9(23,1) 49 (34,0)
misto, trabecular+nodular 3(7,7) 15 (10,4)
misto, trabecular+infiltrativo 9(23,1) 22 (15,3)
Invaséo linfovascular
ausente 1(2,6) 34 (23,6) 0,002
presente 38 (97,4) 110 (76,4)
Invasédo perineural
ausente 10 (25,6) 50 (34,7) 0,2832
presente 29 (74,4) 94 (65,3)
Necrose tumoral
ausente 15 (38,5) 49 (34,0) 0,6062
presente 24 (61,5) 95 (66,0)
CIS associado
ausente 17 (43,6) 92 (63,9) 0,0212
presente 22 (56,4) 52 (36,1)
Variante escamosa
ausente 34 (87,2) 100 (69,4) 0,026
presente 5(12,8) 44 (30,6)
Variante glandular
ausente 36 (92,3) 136 (94,4) 0,703¢
presente 3 (7,7 8 (5,6)
Variante sarcomatoide
ausente 39 (100,0) 127 (88,2) 0,025
presente 0(0,0) 17 (11,8)
Variante plasmocitoide
ausente 37 (94,9) 137 (95,1) >0,9994
presente 2(5,1) 7(4,9
Infiltrado inflamatdrio linfocitico
peritumoral
ausente/leve 22 (56,4) 69 (47,9) 0,3462
moderado/intenso 17 (43,6) 75 (52,1)

continua
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Tabela 9 - Associagédo entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e a variante micropapilifera
continuacao

Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente
leve a moderado 9(23,1) 24 (16,7) 0,160¢
intenso 29 (74,4) 102 (70,8)

1(2,6) 18 (12,5)

Estadiamento patolégico (pT)
pT2 12 (30,8) 32 (22,2) 0,2672
pT3 + pT4 27 (69,2) 112 (77,8)

Margem cirdrgica
negativa 21 (53,8) 110 (76,4) 0,0052
positiva 18 (46,2) 34 (23,6)

Metastase em linfonodo
ausente 9 (25,7) 87 (63,5) <0,0012
presente 26 (74,3) 50 (36,5)

Extensdo extra-nodal
ausente 14 (53,8) 31 (62,0) 0,4922
presente 12 (46,2) 19 (38,0)

Variante histol6gica na

metastase 0,0072
ausente 10 (38,5) 35 (70,0)
presente 16 (61,5) 15 (30,0)

@ Qui-quadrado de Pearson

bTeste T para amostras independentes
¢ Wilcoxon para 2 amostras

dExato de Fisher

conclusao

4.3 Variantes histolégicas nas metastases linfonodais

Variantes histolégicas foram detectadas em 40,7% das metastases linfonodais
(detalhamento descrito na tabela 10), sendo que a mais frequentemente observada foi a
micropapilifera (12 casos, figura 9-A), seguida da escamosa (8 casos, figura 9-B).
Destaca-se ainda que 4 casos apresentaram duas variantes nas metastases, dois deles
a combinacdo das variantes micropapilifera e escamosa e outros dois a combinacao das
variantes sarcomatoide e escamosa. As variantes glandular, plasmocitoide e
trofoblastica foram observadas em um caso cada. Apenas um caso apresentava cinco
diferentes variantes nas metastases linfonodais (escamosa, glandular, micropapilifera,
células claras e cordoide), sendo que este caso também apresentava estas mesmas
cinco variantes no tumor primario.

Apenas um caso exibia variante sarcomatoide na metastase, porém no tumor
primario ndo foi detectada nenhuma variante histoldgica, sendo que neste caso havia 6
blocos representativos da neoplasia primaria vesical, que media 3,7cm. Dentre 0s outros

30 casos (detalhados na tabela 11), em 29 deles houve concordancia entre a(s)
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variante(s) histoldgica(s) observada(s) na(s) metéstase(s) linfonodal(is) e aquela(s)
observada(s) no tumor priméario e um unico caso foi discordante pois apresentou variante
escamosa na metastase e no tumor primario sé foi observada variante sarcomatoide.
Neste Unico caso havia 6 blocos representativos da neoplasia priméaria vesical, que

media 2,7cm.

Tabela 10 - Detalhamento das variantes histoldgicas presentes nas metastases linfonodais

Caracteristicas patolégicas n %

Variante histolégica na metastase ausente 45 59,2
presente 31 40,7
total 76 100

Tipo de variante histolégica na metastase micropapilifera 12 38,7
escamosa 8 25,8
sarcomatoide 3 9,6
micropapilifera e escamosa 2 6,4
sarcomatoide e escamosa 2 6,4
glandular 1 3,2
plasmocitoide 1 3,2
trofoblastica 1 3,2
cinco variantes 1 3,2
total 31 100

Tabela 11 - Detalhamento das variantes histoldégicas presentes nas metastases linfonodais em
comparacdo com as variantes histoldgicas presentes nos respectivos tumores

primarios
Variante histolégica na metastase Variante histolégica no tumor primario
micropapilifera (12 casos) micropapilifera (11 casos)
micropapilifera e plasmocitoide (1 caso)
escamosa (8 casos) escamosa (6 casos)
escamosa e micropapilifera (1 caso)
sarcomatoide (1 caso)
sarcomatoide (3 casos) sarcomatoide (2 casos)
nenhuma variante no tumor priméario (1 caso)
micropapilifera e escamosa (2 casos) micropapilifera e escamosa (1 caso)
micropapilifera (1 caso)
sarcomatoide e escamosa (2 casos) sarcomatoide e escamosa (2 casos)
glandular (1 caso) glandular e escamosa (1 caso)
plasmacitoide (1 caso) plasmacitoide (1 caso)
trofoblastica (1 caso) trofoblastica (1 caso)
cinco variantes — escamosa, glandular, micropapilifera, | cinco variantes — escamosa, glandular, micropapilifera,
células claras, cordoide (1 caso) células claras, cordoide (1 caso)
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Figura 9 - Exemplos das principais variantes histol6gicas observadas nas metastases: micropapilifera (A);
escamosa (B)

4.4 Dados clinicos de seguimento dos 120 pacientes do ICESP

Os 120 pacientes do ICESP tiveram acompanhamento médio de 37,8 meses
(variando de 0 a 106,8 meses). Neste periodo, 56 (46,7%) pacientes apresentaram
recidiva da doenca, diagnosticada através de exames de imagem subsequentes a
cirurgia e 67 (55,8%) evoluiram para 6bito. Vinte e sete (48,2%) pacientes apresentaram
metastases; 24 (42,8%) apresentaram recidiva locorregional e metastase e 5 (8,9%)
apresentaram apenas recidiva locorregional. A pelve foi a localizagcdo mais comum na
recidiva locorregional com 22 (75,9%) casos. Em dois casos a recidiva ocorreu no
peritbnio e em outros 5 pacientes houve recidiva em locais diversos como corpos
cavernosos, cupula vaginal, mesorreto, retroperitdnio e uretra peniana. As metastases
ocorreram principalmente nos linfonodos isoladamente em 16 (31,4%) casos, € nos
linfonodos e ossos simultaneamente em outros 16 (31,4%) pacientes. O detalhamento

destas informacdes esta situado na tabela 12.
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Tabela 12 - Detalhamento das informagdes obtidas no prontuario eletrénico dos 120 pacientes
provenientes do ICESP

Caracteristicas clinicas n %
Recidiva nao 64 53,3
sim 56 46,7
total 120 100
Tipo de recidiva locorregional 5 8,9
metastase 27 48,2
locorregional e metastase 24 42,9
total 56 100
Localizagéo recidiva pelve 22 75,9
locorregional periténio 2 6,9

COrpos cavernosos 1 3,4
cupula vaginal 1 3,4
mesorreto 1 34
retroperitdnio 1 3,4
1

uretra peniana 3,4
total 29 100
Localizagdo metéstases linfonodos 16 314
linfonodos e ossos 16 31,4
linfonodos e pulméo 5 9,8
linfonodos e figado 3 5,9
0SS0S 3 5,9
figado 3 59
0ss0s e pulméao 2 3,9
figado e pulméo 1 1,9
pulmé&o 1 1,9
baco 1 1,9
total 51 100
Obito nao 53 44,2
sim 67 55,8

total 120 100
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4.5 Distribuicdo  semiquantitativa das expressdes imuno-

histoquimicas
4.5.1 Distribuicdo da expresséo imuno-histoquimica de CK20

A distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica de CK20 encontra-se descrita na
tabela 13 e exemplos da marcagdo podem ser observados na figura 10. No centro
tumoral, 124 (67,8%) casos expressaram CK20 e o valor de corte (20%) agrupou 87
casos como negativos e 96 casos como positivos. No fronte de invasédo, 117 (63,9%)
casos expressaram CK20 e o valor de corte (20%) agrupou 91 casos como negativos e
92 casos como positivos. Nas metatases, 59 (78,6%) casos expressaram CK20 e o valor
de corte (20%) agrupou 26 casos como negativos e 49 casos como positivos, com perda
de um caso no qual os dois spots de uma representacdo em duplicata estavam

completamente desgastados.

Tabela 13 - Distribuicdo da expresséo imuno-histoquimica de CK20 no centro tumoral, fronte de
invasao e nas metastases linfonodais dos carcinomas uroteliais

Semiquantificacdo em intervalos de 10% - CK20
Centro do tumor Fronte de invaséo Metastases

Quantidade de células | n % de casos n % de casos n % de casos
positivas
0 59 32,2 66 36,07 16 21,33
10% 14 7,65 12 6,56 9 12,00
20% 14 7,65 13 7,01 1 1,33
30% 9 4,92 5 2,73 6 8,00
40% 5 2,73 12 6,56 2 2,67
50% 1 0,55 2 1,09 1 1,33
60% 8 4,37 12 6,56 4 5,33
70% 6 3,28 3 1,64 0 0
80% 17 9,29 7 3,83 8 10,67
90% 16 8,74 17 9,29 7 9,33
100% 34 18,58 34 18,58 21 28,00
total 183 100 183 100 75 100
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Figura 10 - Exemplos de marcacao imuno-histoquimica para CK20 no centro do tumor: amostra negativa
(A); amostra com 20% de células neopléasicas positivas (B); amostra com 80% de células neoplasicas
positivas (C); amostra com 100% de células neoplasicas positivas (D)



4.5.2 Distribuicdo da expresséo imuno-histoquimica de GATA3

A distribuicdo da expressao imuno-histoquimica de GATA3 encontra-se descrita
na tabela 14 e exemplos da marcacdo podem ser observados na figura 11. No centro
tumoral, apenas 14 casos (7,6%) nao expressaram GATAS3 e o valor de corte (20%)
agrupou 31 casos como negativos e 152 casos como positivos. No fronte de invasao,
apenas 16 casos (8,7%) nao expressaram GATA3 e o valor de corte (20%) agrupou 31
casos como negativos e 152 casos como positivos. Nas metatases, apenas 4 (5,0%)

casos nao expressaram GATA3 e o valor de corte (20%) agrupou 10 casos como

negativos e 66 casos como positivos.

Tabela 14 - Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica de GATA3 no centro tumoral, fronte de

invasdo e nas metastases linfonodais dos carcinomas uroteliais

Semiquantificacdo em intervalos de 10% - GATA3
Centro do tumor Fronte de invaséo Metastases

Quantidade de células | n % de casos n % de casos n % de casos
positivas
0 14 7,65 16 8,72 4 5,06
10% 12 6,56 10 5,64 4 5,06
20% 5 2,73 5 3,59 2 2,53
30% 1 0,55 4 2,05 3 3,80
40% 11 6,01 4 2,05 2 2,53
50% 1 0,55 2 1,03 0 0
60% 5 2,73 8 4,62 1 1,27
70% 11 6,01 3 1,54 2 3,80
80% 16 8,74 7 3,59 8 10,13
90% 37 20,22 49 27,18 18 24,05
100% 70 38,25 75 40,00 32 41,77
total 183 100 183 100 76 100




66

Figura 11 - Exemplos de marcagao imuno-histoquimica para GATA3 no centro do tumor: amostra negativa
(A); amostra com 20% de células neopléasicas positivas (B); amostra com 80% de células neoplasicas
positivas (C); amostra com 100% de células neoplasicas positivas (D)
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4.5.3 Distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica de CK5

A distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica de CK5 encontra-se descrita na
tabela 15 e exemplos da marcagdo podem ser observados na figura 12. No centro
tumoral, 157 (85,7%) casos expressaram CK5 e o valor de corte (20%) agrupou 79 casos
como negativos e 104 casos como positivos. No fronte de invaséo, 148 (81,3%) casos
expressaram CK5 e o valor de corte (20%) agrupou 82 casos como negativos e 100
casos como positivos, com perda de um caso no qual os dois spots de uma
representacdo em duplicata estavam completamente desgastados. Nas metatases, 60
(78,9%) casos expressaram CK5 e o valor de corte (20%) agrupou 41 casos como

negativos e 35 casos como positivos.

Tabela 15 - Distribuicdo da expressd@o imuno-histoquimica de CK5 no centro tumoral, fronte de
invasao e nas metastases dos carcinomas uroteliais

Semiguantificacdo em intervalos de 10% - CK5
Centro do tumor Fronte de invaséo Metastases

Quantidade de células | n % de casos n % de casos n % de casos
positivas
0 26 14,21 34 18,68 16 21,05
10% 33 18,03 31 17,03 17 22,37
20% 20 10,93 17 9,34 8 10,53
30% 7 3,83 4 2,2 4 5,26
40% 15 8,2 11 6,04 6 7,89
50% 1 0,55 2 1,1 0 0
60% 7 3,83 5 2,75 1 1,32
70% 7 3,83 7 3,85 1 1,32
80% 4 2,19 5 2,75 2 2,63
90% 11 3,01 20 10,99 3 3,95
100% 52 28,42 46 25,27 18 23,68
total 183 100 182 100 76 100
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Figura 12 - Exemplos de marcacdo imuno-histoquimica para CK5 no centro do tumor: amostra
negativa (A); amostra com 20% de células neoplasicas positivas (B); amostra com 80% de células
neoplésicas positivas (C); amostra com 100% de células neoplasicas positivas (D)



4.5.4 Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica de SALL4

A distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica de SALL4 encontra-se descrita
na tabela 16 e exemplos da marcacdo imuno-histoquimica podem ser observados na
figura 13. No centro tumoral, 58 (31,6%) casos foram negativos e 51 (27,8%) casos
apresentaram apenas raras ceélulas positivas (até 10%) para SALL4. O valor de corte
(20%) agrupou 144 casos como negativos e 39 casos como positivos. No fronte de
invaséo, 79 (43,1%) casos nao expressaram SALL4 e o valor de corte (20%) agrupou
146 casos como negativos e 37 casos como positivos. Nas metatases, 25 (32,8%) casos

nao expressaram SALL4 e o valor de corte (20%) agrupou 51 casos como hegativos e

25 casos como positivos.

Tabela 16 - Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica de SALL4 no centro tumoral, fronte de

invasdo e nas metastases linfonodais dos carcinomas uroteliais

Semiquantificacdo em intervalos de 10% - SALL4
Centro do tumor Fronte de invaséo Metastases

Quantidade de células | n % de casos n % de casos n % de casos
positivas
0 58 31,69 79 43,17 25 32,89
10% 51 27,87 44 24,04 17 22,37
20% 35 19,13 23 12,57 9 11,84
30% 18 9,84 10 5,46 6 7,89
40% 7 3,83 11 6,01 8 10,53
50% 4 2,19 5 2,73 5 6,58
60% 5 2,73 3 1,64 3 3,95
70% 3 1,64 4 2,19 1 1,32
80% 2 1,09 4 2,19 1 1,32
90% 0 0 0 0 1 1,32
100% 0 0 0 0 0 0
total 183 100 183 100 76 100




70

Sl
o5 121
¥

ST

5
""a"‘yz-

e
x,

Cha

g g
s : P V% _’!?%}:‘j{"&:'\“
e A Rt
: ‘*331- 2

Figura 13 - Exemplos de marcacgado imuno-histoquimica para SALL4 no centro do tumor: amostra negativa
(A); amostra com 10% de células neoplasicas positivas (B); amostra com 20% de células neoplasicas
positivas (C); amostra com 80% de células neoplasicas positivas (D)
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4.5.5 Distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica de Vimentina

A distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica de Vimentina encontra-se
descrita na tabela 17 e exemplos da marcacéo podem ser observados na figura 14. No
centro tumoral, 72 (39,3%) casos foram negativos e 38 (20,7%) apresentaram raras
células positivas (até 10%) para Vimentina. O valor de corte (20%) agrupou 141 casos
como negativos e 42 casos como positivos. No fronte de invaséo, 62 (33,8%) casos foram
negativos para Vimentina e o valor de corte (20%) agrupou 129 casos como negativos e
54 casos como positivos. Nas metéatases, 34 (44,7%) casos ndo expressaram Vimentina

e o valor de corte (20%) agrupou 56 casos como negativos e 20 casos como positivos.

Tabela 17 - Distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica de Vimentina no centro tumoral, fronte
de invasdo e nas metastases linfonodais dos carcinomas uroteliais

Semiguantificacdo em intervalos de 10% - Vimentina
Centro do tumor Fronte de invaséo Metastases

Quantidade de células | n % de casos n % de casos n % de casos
positivas
0 72 39,34 62 33,88 34 44,74
10% 38 20,77 47 25,68 12 15,79
20% 31 16,94 20 10,93 10 13,16
30% 10 5,46 11 6,01 3 3,95
40% 7 3,83 7 3,83 2 2,63
50% 1 0,55 1 0,55 1 1,32
60% 10 5,46 13 7,1 6 7,89
70% 7 3,83 5 2,73 2 2,63
80% 4 2,19 8 4,37 2 2,63
90% 3 1,64 9 4,92 3 3,95
100% 0 0 0 0 1 1,32
total 183 100 183 100 76 100
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Figura 14 - Exemplos de marcag¢do imuno-histoquimica para Vimentina no centro do tumor: amostra
negativa (A); amostra com 20% de células neoplasicas positivas (B); amostra com 60% de células
neoplasicas positivas (C); amostra com 80% de células neoplasicas positivas (D)
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4.6 Distribuicdo das expressfes imuno-histoquimicas em relagcdo as

caracteristicas clinico-patolégicas

4.6.1 Distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica de CK20 em relacéo

as caracteristicas clinico-patologicas

Considerando a expressao imuno-histoquimica no centro do tumor, com o valor
de corte de 20%, 96 (52,5%) casos foram classificados como positivos e 87 (47,5%)
casos como negativos para CK20. O grupo com casos positivos para CK20 apresentou
mais componente papilifero, CIS associado e variantes micropapilifera e plasmocitoide.
Ja& o grupo com casos negativos para CK20 apresentou mais necrose tumoral, variantes
escamosa e sarcomatoide, infiltrado inflamatorio linfocitico intratumoral intenso e
presenca de variante histoloégica na metéastase. As demais caracteristicas ndo mostraram
associacao estatisticamente significativa (ver valores de p na tabela 18).

Tabela 18 - Associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a expressdo imuno-
histoquimica de CK20 (centro do tumor) — n (%)

Caracteristicas clinico- CK 20 positivo CK20 negativo Valor de p
patolégicas
Nimero de pacientes 96 (52,5) 87 (47,5)
Género
masculino 71 (74,0) 59 (67,8) 0,3602
feminino 25 (26,0) 28 (32,2)
Idade média (anos) 66,4 (DP 9,2) 66,2 (DP 9,6) 0,893
Tamanho médio macroscopico
do tumor (cm) 4,0 (DP 1,8) 4,8 (DP 2,4) 0,087¢
Tamanho do tumor
até 3,0cm 39 (41,5) 28 (32,2) 0,1952
maiores que 3,0cm 55 (58,5) 59 (67,8)
Multifocalidade
ausente 85 (88,5) 84 (96,6) 0,052¢
presente 11 (11,5) 3334
Configuracdo da neoplasia
sélidos 65 (67,7) 70 (80,5) 0,0502
com componente papilifero 31 (32,3) 17 (19,5)
Padrao arquitetural de invaséo
nodular 15 (15,6) 10 (11,5) 0,0592
trabecular 32 (33,3) 19 (21,8)
infiltrativo 22 (22,9) 36 (41,4)
misto, trabecular+nodular 8 (8,3) 10 (11,5)
misto, trabecular+infiltrativo 19 (19,8) 12 (13,8)
Invaséo linfovascular
ausente 19 (19,8) 16 (18,4) 0,8092
presente 77 (80,2) 71 (81,6)
continua
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CK20 (centro do tumor) — n (%)

Tabela 18 - Associagao entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e a expressao imuno-histoquimica de

continuacao

Invaséo perineural
ausente 28 (29,2) 32 (36,8) 0,2732
presente 68 (70,8) 55 (63,2)

Necrose tumoral
ausente 41 (42,7) 23 (26,4) 0,0212
presente 55 (57,3) 64 (73,6)

CIS associado
ausente 46 (47,9) 63 (72,4) <0,0012
presente 50 (52,1) 24 (27,6)

Variante escamosa
ausente 81 (84,4) 53 (60,9) <0,0012
presente 15 (15,6) 34 (39,1)

Variante glandular
ausente 92 (95,8) 80 (92,0) 0,355¢
presente 4(4,2) 7 (8,0

Variante micropapilifera
ausente 66 (68,8) 78 (89,7) <0,0012
presente 30 (31,2) 9 (10,3)

Variante sarcomatoide
ausente 94 (97,9) 72 (82,8) <0,001¢
presente 2(21) 15 (17,2)

Variante plasmocitoide
ausente 88 (91,7) 86 (98,9) 0,036¢
presente 8(8,3) 1(1,1)

Infiltrado inflamatério linfocitico

peritumoral 0,1192
ausente/leve 53 (55,2) 38 (43,7)
moderado/intenso 43 (44,8) 49 (56,3)

Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente 14 (14,6) 19 (21,8) 0,0032
leve a moderado 78 (81,4) 53 (60,9)
intenso 4 (4,2) 15 (17,2)

Estadiamento patologico (pT)
pT2 25 (26,0) 19 (21,8) 0,5062
pT3 + pT4 71 (74,0) 68 (78,2)

Margem cirurgica
negativa 67 (69,8) 64 (73,6) 0,5722
positiva 29 (30,2) 23 (26,4)

Metastase em linfonodo
ausente 45 (50,0) 51 (62,2) 0,1072
presente 45 (50,0) 31 (37,8)

Extenséo extra-nodal
ausente 26 (57,8) 19 (61,3) 0,759
presente 19 (42,2) 12 (38,7)

Variante histoldgica na

metastase 0,0102
ausente 32 (71,1) 13 (41,9)
presente 13 (28,9) 18 (58,1)

aQui-quadrado de Pearson

b Teste T para amostras independentes
¢ Wilcoxon para 2 amostras

dExato de Fisher

conclusao
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4.6.2 Distribuicdo da expressédo imuno-histoquimica de GATA3 em relagao
as caracteristicas clinico-patoldgicas

Considerando a expressdo imuno-histoquimica no centro do tumor, com o valor
de corte de 20%, 152 (83,0%) casos foram classificados como positivos e 31 (16,9%)
casos como negativos para GATA3. O grupo com casos positivos para GATA3
apresentou mais variante micropapilifera. J& o grupo com casos negativos para GATA3
apresentou mais pacientes do género feminino, tumores com tamanho meédio maior e
maiores que 3,0cm, mais necrose tumoral, variantes escamosa e sarcomatoide, infiltrado
inflamatorio linfocitico peritumoral moderado/intenso e infiltrado linfocitico intratumoral
intenso. As demais caracteristicas ndo mostraram associacdo estatisticamente
significativa (ver valores de p na tabela 19).

Tabela 19 - Associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a expressdo imuno-
histoquimica de GATAS3 (centro do tumor) — n (%)

Caracteristicas clinico- GATA3 positivo GATA3 negativo Valor de p
patoldgicas
NUumero de pacientes 152 (83,0) 31 (16,9)
Género
masculino 115 (75,7) 15 (48,4) 0,0022
feminino 37 (24,3) 16 (51,6)
Idade média (anos) 66,5 (DP 9,2) 65,0 (DP 10,2) 0,459°
Tamanho médio macroscépico
do tumor (cm) 4,1 (DP 1,9) 5,8 (DP 2,6) <0,001¢
Tamanho do tumor
até 3,0cm 62 (41,3) 5(16,1) 0,0082
maiores que 3,0cm 88 (58,7) 26 (83,9)
Multifocalidade
ausente 139 (91,4) 30 (96,8) 0,470
presente 13 (8,6) 13,2
Configuracdo da neoplasia
sélidos 108 (71,1) 27 (87,1) 0,0744
com componente papilifero 44 (28,9) 4(12,9
Padrao arquitetural de invaséo
nodular 21 (13,8) 4(12,9) 0,195
trabecular 46 (30,3) 5(16,1)
infiltrativo 46 (30,3) 12 (38,7)
misto, trabecular+nodular 12 (7,9) 6 (19,4)
misto, trabecular+infiltrativo 27 (17,8) 4 (12,9)
Invaséo linfovascular
ausente 27 (17,8) 8 (25,8) 0,2992
presente 125 (82,2) 23 (74,2)
Invaséo perineural
ausente 48 (31,6) 12 (38,7) 0,4402
presente 104 (68,4) 19 (61,3)
Necrose tumoral
ausente 60 (39,5) 4(12,9) 0,003¢
presente 92 (60,5) 27 (87,1)
continua
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Tabela 19 - Associagao entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e a expressao imuno-histoquimica de
GATA3 (centro do tumor) —n (%)

continuacao

CIS associado
ausente 87 (57,2) 22 (71,0) 0,1552
presente 65 (42,8) 9 (29,0)

Variante escamosa
ausente 120 (78,9) 14 (45,2) <0,0012
presente 32(21,1) 17 (54,8)

Variante glandular
ausente 142 (93,4) 30 (96,8) 0,693¢
presente 10 (6,6) 1(3,2

Variante micropapilifera
ausente 113 (74,3) 31 (100) <0,001¢
presente 39 (25,7) 0 (0,0

Variante sarcomatoide
ausente 144 (94,7) 22 (71,0) <0,0012
presente 8 (5,3 9 (29,0

Variante plasmocitoide
ausente 143 (94,1) 31 (100) 0,360
presente 9 (5,9 0 (0,0

Infiltrado inflamatério linfocitico

peritumoral
ausente/leve 83 (54,6) 8 (25,8) 0,0032
moderado/intenso 69 (45,4) 23 (74,2)

Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente 31 (20,4) 2 (6,5) <0,0014
leve a moderado 112 (73,7) 19 (61,3)
intenso 9(5,9) 10 (32,3)

Estadiamento patoldgico (pT)
pT2 36 (23,7) 8 (25,8) 0,8012
pT3 + pT4 116 (76,3) 23 (74,2)

Margem cirurgica
negativa 108 (71,1) 23 (74,2) 0,723
positiva 44 (28,9) 8 (25,8)

Metastase em linfonodo
ausente 78 (54,5) 18 (62,1) 0,4562
presente 65 (45,5) 11 (37,9)

Extenséo extra-nodal
ausente 38 (58,5) 7 (63,6) >0,999¢
presente 27 (41,5) 4 (36,4)

Variante histolégica na

metastase 0,3152
ausente 40 (61,5) 5 (45,5)
presente 25 (38,5) 6 (54,5)

aQui-quadrado de Pearson

b Teste T para amostras independentes

¢ Wilcoxon para 2 amostras
d Exato de Fisher

conclusao
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4.6.3 Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica de CK5 em relacéo as
caracteristicas clinico-patoldgicas

Considerando a expressdo imuno-histoquimica no centro do tumor, com o valor
de corte de 20%, 104 (56,8%) casos foram classificados como positivos e 79 (43,2%)
casos como negativos para CK5. O grupo com casos positivos para CK5 apresentou
mais tumores com tamanho médio maior, maiores que 3,0cm, com mais necrose tumoral,
variante escamosa e infiltrado inflamatério linfocitico intratumoral intenso. J4 o grupo com
casos negativos para CK5 apresentou mais multifocalidade, variantes micropapilifera e
plasmocitoide, CIS associado e metastases linfonodais. As demais caracteristicas ndo

mostraram associacao estatisticamente significativa (ver valores de p na tabela 20).

Tabela 20 - Associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a expressdo imuno-
histoquimica de CK5 (centro do tumor) — n (%)

Caracteristicas clinico- CK 5 positivo CK5 negativo Valor de p
patoldgicas
NUumero de pacientes 104 (56,8) 79 (43,2)
Género
masculino 70 (67,3) 60 (75,9) 0,2012
feminino 34 (32,7) 19 (24,1)
Idade média (anos) 66,0 (DP 9,9) 66,7 (DP 8,6) 0,604
Tamanho médio macroscépico
do tumor (cm) 4,7 (DP 2,2) 3,9 (DP 2,0) 0,010¢
Tamanho do tumor
até 3,0cm 31 (29,8) 36 (46,8) 0,0192
maiores que 3,0cm 73 (70,2) 41 (53,2)
Multifocalidade
ausente 101 (97,1) 68 (86,1) 0,009¢
presente 3(2,9) 11 (13,9)
Configuracdo da neoplasia
sélidos 77 (74,0) 58 (73,4) 0,9242
com componente papilifero 27 (26,0) 21 (26,6)
Padrao arquitetural de invaséo
nodular 17 (16,3) 8 (10,1)
trabecular 24 (23,1) 27 (34,2) 0,3792
infiltrativo 32 (30,8) 26 (32,9)
misto, trabecular+nodular 11 (10,6) 7(8,9)
misto, trabecular+infiltrativo 20 (19,2) 11 (13,9)
Invaséo linfovascular
ausente 20 (19,2) 15 (19,0) 0,9662
presente 84 (80,8) 64 (81,0)
Invaséo perineural
ausente 33 (31,7) 27 (34,2) 0,7262
presente 71 (68,3) 52 (65,8)
Necrose tumoral
ausente 28 (26,9) 36 (45,6) 0,0082
presente 76 (73,1) 43 (54,4)
CIS associado
ausente 69 (66,3) 40 (50,6) 0,0312
presente 35 (33,7) 39 (49,4)
continua
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Tabela 20 - Associagdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a expresséo imuno-histoquimica de
CKS5 (centro do tumor) — n (%)

continuacao

Variante escamosa
ausente 63 (60,6) 71 (89,9) <0,0012
presente 41 (39,4) 8 (10,1)

Variante glandular
ausente 95 (91,3) 77 (97,5) 0,117¢
presente 9(8,7) 2 (2,5

Variante micropapilifera
ausente 92 (88,5) 52 (65,8) <0,0012
presente 12 (11,5) 27 (34,2)

Variante sarcomatoide
ausente 92 (88,5) 74 (93,7) 0,2292
presente 12 (11,5) 5(6,3)

Variante plasmocitoide
ausente 103 (99,0) 71 (89,9) 0,005¢
presente 1(1,0 8 (10,1)

Infiltrado inflamatério linfocitico

peritumoral 0,8302
ausente/leve 51 (49,0) 40 (50,6)
moderado/intenso 53 (51,0) 39 (49,4)

Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente 19 (18,3) 14 (17,7) 0,027
leve a moderado 69 (66,3) 62 (78,5)
intenso 16 (15,4) 3(3,8)

Estadiamento patolégico (pT)
pT2 21 (20,2) 23 (29,1) 0,1612
pT3 + pT4 83 (79,8) 56 (70,9)

Margem cirurgica
negativa 74 (71,2) 57 (72,2) 0,8822
positiva 30 (28,8) 22 (27,8)

Metastase em linfonodo
ausente 62 (62,6) 34 (46,6) 0,0362
presente 37 (37,4) 39 (53,4)

Extenséo extra-nodal
ausente 24 (64,9) 21 (53,8) 0,3282
presente 13 (35,1) 18 (46,2)

Variante histolégica na

metastase 0,3732
ausente 20 (54,1) 25 (64,1)
presente 17 (45,9) 14 (35,9)

a@Qui-quadrado de Pearson

bT para amostras independentes
¢ Wilcoxon para 2 amostras

4 Exato de Fisher

conclusao
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4.6.4 Distribuicdo da expressédo imuno-histoquimica de SALL4 em relacéo
as caracteristicas clinico-patoldgicas

Considerando a expressdo imuno-histoquimica no centro do tumor, com o valor
de corte de 20%, 39 (21,3%) casos foram classificados como positivos e 144 (78,7%)
casos como negativos para SALL4. O grupo com casos positivos para SALL4 apresentou
mais linfonodos livres de neoplasia. J& 0 grupo com casos negativos para SALL4
apresentou mais tumores com tamanho médio maior, maiores que 3,0cm. As demais
caracteristicas ndo mostraram associacao estatisticamente significativa (ver valores de

p na tabela 21).

Tabela 21 - Associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a expressdo imuno-
histoquimica de SALL4 (centro do tumor) —n (%)

Caracteristicas clinico- SALLA4 positivo SALL4 negativo Valor de p
patoldgicas
Numero de pacientes 39 (21,3) 144 (78,7)
Género
masculino 25 (64,1) 105 (72,9) 0,2812
feminino 14 (35,9) 39 (27,1)
Idade média (anos) 65,3 (DP 9,4) 66,5 (DP 9,4) 0,459°
Tamanho médio macroscépico
do tumor (cm) 3,9 (DP 2,3) 4,5 (DP 2,1) 0,022¢
Tamanho do tumor
até 3,0cm 20 (51,3) 47 (33,1) 0,0372
maiores que 3,0cm 19 (48,7) 95 (66,9)
Multifocalidade
ausente 35 (89,7) 134 (93,1) 0,501¢
presente 4(10,3) 10 (6,9)
Configuracdo da neoplasia
sélidos 28 (71,8) 107 (74,3) 0,7512
com componente papilifero 11 (28,2) 37 (25,7)
Padréo arquitetural de invaséo
nodular 3(7,7) 22 (15,3) 0,315¢
trabecular 14 (35,9) 37 (25,7)
infiltrativo 9(23,1) 49 (34,0)
misto, trabecular+nodular 4(10,3) 14 (9,7)
misto, trabecular+infiltrativo 9(23,1) 22 (15,3)
Invaséo linfovascular
ausente 9(23,1) 26 (18,1) 0,4792
presente 30 (76,9) 118 (81,9)
Invaséao perineural
ausente 14 (35,9) 46 (31,9) 0,6402
presente 25 (64,1) 98 (68,1)
Necrose tumoral
ausente 15 (38,5) 49 (34,0) 0,6062
presente 24 (61,5) 95 (66,0)
CIS associado
ausente 21 (53,8) 88 (61,1) 0,4122
presente 18 (46,2) 56 (38,9)
continua
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SALL4 (centro do tumor) — n (%)

Tabela 21 - Associagao entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e a expressao imuno-histoquimica de

continuacao

Variante escamosa
ausente 28 (71,8) 106 (73,6) 0,8202
presente 11 (28,2) 38 (26,4)

Variante glandular
ausente 36 (92,3) 136 (94,4) 0,703d
presente 3(7,7) 8 (5,6)

Variante micropapilifera
ausente 31 (79,5) 113 (78,5) 0,8902
presente 8 (20,5) 31 (21,5)

Variante sarcomatoide
ausente 35 (89,7) 131 (91,0) 0,762d
presente 4(10,3) 13 (9,0)

Variante plasmocitoide
ausente 39 (100,0) 135 (93,8) 0,208¢
presente 0(0,0) 9(6,2)

Infiltrado inflamatério linfocitico

peritumoral
ausente/leve 16 (41,0) 75 (52,1) 0,220
moderado/intenso 23 (59,0) 69 (47,9)

Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente 6 (15,4) 27 (18,8)
leve a moderado 30 (76,9) 101 (70,1) 0,769¢
intenso 3.7 16 (11,1)

Estadiamento patolégico (pT)
pT2 11 (28,2) 33 (22,9) 0,493
pT3 + pT4 28 (71,8) 111 (77,1)

Margem cirdrgica
negativa 29 (74,4) 102 (70,8) 0,6652
positiva 10 (25,6) 42 (29,2)

Metastase em linfonodo
ausente 25 (71,4) 71 (51,8) 0,0372
presente 10 (28,6) 66 (48,2)

Extenséo extra-nodal
ausente 6 (60,0) 39 (59,1) >0,999¢
presente 4 (40,0) 27 (40,9)

Variante histoldgica na

metastase
ausente 5 (50,0) 40 (60,6) 0,5242
presente 5 (50,0) 26 (39,4)

a@Qui-quadrado de Pearson

bTeste T para amostras independentes
¢ Wilcoxon para 2 amostras

4 Exato de Fisher

conclusao
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4.6.5 Distribuicdo da expressao imuno-histoquimica de Vimentina em
relacdo as caracteristicas clinico-patoldgicas

Considerando a expressdo imuno-histoquimica no centro do tumor, com o valor
de corte de 20%, 42 (23,0%) casos foram classificados como positivos e 141 (77,0%)
casos como negativos para Vimentina. O grupo com casos positivos para Vimentina
apresentou mais tumores multifocais e mais variante micropapilifera. J& o grupo com
casos negativos para Vimentina apresentou mais variante escamosa e tumores
extravesicais (estadiamento pT3 + pT4). As demais caracteristicas ndo mostraram

associagao estatisticamente significativa (ver valores de p na tabela 22).

Tabela 22 - Associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a expressdo imuno-
histoquimica de Vimentina (centro do tumor) — n (%)

Caracteristicas clinico- Vimentina positivo Vimentina negativo Valor de p
patolégicas
NUumero de pacientes 42 (23,0) 141 (77,0)
Género
masculino 32 (76,2) 98 (69,5) 0,4012
feminino 10 (23,8) 43 (30,5)
Idade média (anos) 63,8 (DP 9,8) 67,0 (DP 9,1) 0,061°
Tamanho médio macroscopico
do tumor (cm) 4,3 (DP 1,9) 4,4 (DP 2,2) 0,902°¢
Tamanho do tumor
até 3,0cm 17 (41,5) 50 (35,7) 0,5022
maiores que 3,0cm 24 (58,5) 90 (64,3)
Multifocalidade
ausente 35 (83,3) 134 (95,0) 0,0122
presente 7 (16,7) 7 (5,0
Configuracdo da neoplasia
sélidos 30 (71,4) 105 (74,5) 0,6942
com componente papilifero 12 (28,6) 36 (25,5)
Padrao arquitetural de invaséo
nodular 6 (14,3) 19 (13,5) 0,818
trabecular 13 (31,0) 38 (27,0)
infiltrativo 14 (33,3) 44 (31,2)
misto, trabecular+nodular 2(4,8) 16 (11,3)
misto, trabecular+infiltrativo 7 (16,7) 24 (17,0)
Invaséo linfovascular
ausente 10 (23,8) 25 (17,7) 0,3792
presente 32 (76,2) 116 (82,3)
Invaséao perineural
ausente 13 (31,0) 47 (33,3) 0,7722
presente 29 (69,0) 94 (66,7)
Necrose tumoral
ausente 16 (38,1) 48 (34,0) 0,6282
presente 26 (61,9) 93 (66,0)
CIS associado
ausente 21 (50,0) 88 (62,4) 0,1502
presente 21 (50,0) 53 (37,6)
continua
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Tabela 22 - Associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a expresséo imuno-histoquimica de

Vimentina (centro do tumor) — n (%)

continuacao

Variante escamosa
ausente 37 (88,1) 97 (68,8) 0,0132
presente 5(11,9) 44 (31,2)

Variante glandular
ausente 41 (97,6) 131 (92,9) 0,4614
presente 1(2,4 10 (7,1)

Variante micropapilifera
ausente 26 (61,9) 118 (83,7) 0,0022
presente 16 (38,1) 23 (16,3)

Variante sarcomatoide
ausente 36 (84,7) 130 (92,2) 0,2032
presente 6 (14,3) 11 (7,8)

Variante plasmocitoide
ausente 41 (97,6) 133 (94,3) 0,686¢
presente 12,4 8 (5,7)

Infiltrado inflamatério linfocitico

peritumoral
ausente/leve 17 (40,5) 74 (52,5) 0,1712
moderado/intenso 25 (59,5) 67 (47,5)

Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente 6 (14,3) 27 (19,1)
leve a moderado 30 (71,4) 101 (71,6) 0,5422
intenso 6 (14,3) 13(9,2)

Estadiamento patolégico (pT)
pT2 15 (35,7) 29 (20,6) 0,0432
pT3 + pT4 27 (64,3) 112 (79,4)

Margem cirurgica
negativa 30 (71,4) 101 (71,6) 0,9792
positiva 12 (28,6) 40 (28,4)

Metastase em linfonodo
ausente 18 (48,6) 78 (57,8) 0,3212
presente 19 (51,4) 57 (42,2)

Extenséo extra-nodal
ausente 15 (78,9) 30 (52,6) 0,059¢
presente 4(21,1) 27 (47,4)

Variante histolégica na

metastase
ausente 11 (57,9) 34 (59,6) 0,8922
presente 8(42,1) 23 (40,4)

a@Qui-quadrado de Pearson

bTeste T para amostras independentes
¢ Wilcoxon para 2 amostras

4 Exato de Fisher

conclusao
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4.7 Caracterizacdo de perfis imuno-histoquimicos relacionados aos
subtipos moleculares “basal” e “luminal” e associagao entre estes

perfis e as caracteristicas clinico-patoldgicas

Além da andlise da associacdo da expressdo dos marcadores imuno-
histoquimicos individualmente com as caracteristicas clinico-patologicas, foram testadas
combinacdes em pares dos marcadores imuno-histoquimicos, visando estratificar os
casos com perfil “basal” e com perfil “luminal”, de acordo com a expressao de anticorpos
associados a estes perfis nos estudos moleculares, como proposto por Dadhania et al.
(39).

A combinacdo da expressao imuno-histoquimica de CK20 (marcador de perfil
“luminal”) e CK5 (marcador de perfil “basal”’) agrupou 66 casos como perfil “basal” (CK20
negativo e CK5 positivo); 58 casos como perfil “luminal” (CK20 positivo e CK5 negativo)
e os demais 59 casos (CK20 e CK5 positivos ou CK20 e CK5 negativos) foram agrupados
como perfil “indeterminado”.

A combinacdo da expressao imuno-histoquimica de CK20 (marcador de perfil
‘luminal”) e Vimentina (marcador de perfil “basal”) agrupou 13 casos como perfil “basal’
(CK20 negativo e Vimentina positivo); 67 casos como perfil “luminal” (CK20 positivo e
Vimentina negativo) e os demais 103 casos (CK20 e Vimentina positivos ou CK20 e
Vimentina negativos) foram agrupados como perfil “indeterminado”.

A combinacdo da expressao imuno-histoquimica de CK20 (marcador de perfil
‘luminal”) e SALL4 (marcador de perfil “basal”’) agrupou19 casos como perfil “basal’
(CK20 negativo e SALL4 positivo); 76 casos como perfil “luminal” (CK20 positivo e SALL4
negativo) e os demais 88 casos (CK20 e SALL4 positivos ou CK20 e SALL4 negativos)
foram agrupados como perfil “indeterminado”.

A combinacdo da expressao imuno-histoquimica de GATAS3 (marcador de perfil
‘luminal”) e CK5 (marcador de perfil “basal’) agrupou 25 casos como perfil “basal’
(GATAS negativo e CK5 positivo); 73 casos como perfil “luminal” (GATA3 positivo e CK5
negativo) e os demais 85 casos (GATA3 e CK5 positivos ou GATA3 e CK5 negativos)

foram agrupados como perfil “indeterminado”.
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A combinacdo da expressao imuno-histoquimica de GATA3 (marcador de perfil
‘luminal”) e Vimentina (marcador de perfil “basal”) agrupou 7 casos como perfil “basal’
(GATA3 negativo e Vimentina positivo); 117 casos como perfil “luminal” (GATAS3 positivo
e Vimentina negativo) e os demais 59 casos (GATA3 e Vimentina positivos ou GATA3 e
Vimentina negativos) foram agrupados como perfil “indeterminado”.

A combinacdo da expressado imuno-histoquimica de GATA3 (marcador de perfil
‘luminal”) e SALL4 (marcador de perfil “basal’) agrupou 7 casos como perfil “basal’
(GATA3 negativo e SALL4 positivo); 120 casos como perfil “luminal” (GATAS3 positivo e
SALL4 negativo) e os demais 56 casos (GATA3 e SALL4 positivos ou GATA3 e SALL4
negativos) foram agrupados como perfil “indeterminado”.

O detalhamento destes resultados, na tabela 23, evidencia que as combina¢des
de marcadores imuno-histoquimicos que mais discriminaram os casos entre os trés perfis
foram CK20 com CK5 e GATA3 com CK5, sendo que esta ultima combinacéo foi
caracterizada como o melhor par de marcadores para classificar os tumores nos subtipos
moleculares “basal” e “luminal” no estudo de Dadhania et al. (39), com 91% de acuracia.
Esses achados levaram-nos a selecdo destas duas duplas de marcadores para 0s

estudos de associagdo com as caracteristicas clinico-patologicas.

Tabela 23 - Caracterizacdo de perfis imuno-histoquimicos relacionados aos subtipos moleculares
“basal”; “luminal” e “indeterminado” através da combinagdo da expressdao dos
marcadores imuno-histoquimicos em pares

perfil “basal” perfil “luminal” perfil “indeterminado”

CK20 e 66 casos (CK20-/CK5+) 58 casos (CK20+/CK5-) 59 casos:

CK5 38 casos duplo positivos (CK20+/CK5+)
21 casos duplo negativos (CK20-/CK5-)

CK20 e 13 casos (CK20-/Vim+) 67 casos (CK20+/Vim-) 103 casos:

Vimentina 29 casos duplo positivos (CK20+/Vim+)
74 casos duplo negativos (CK20-/Vim-)

CK20 e 19 casos (CK20-/SALLA4+) 76 casos (CK20+/SALL4-) 88 casos:

SALL4 20 casos duplo positivos (CK20+/SALL4+)
68 casos duplo negativos (CK20-/SALL4-)

GATA3 e 25 casos (GATA3-/CK5+) 73 casos (GATA3+/CK5-) 85 casos:

CK5 79 casos duplo positivos (GATA3+/CK5+)
6 casos duplo negativos (GATA3-/CK5-)

GATA3 e 7 casos (GATA3-/Vim+) 117 casos (GATA3+/Vim-) 59 casos:

Vimentina 35 casos duplo positivos (GATA3+/Vim+)
24 casos duplo negativos (GATA3-/Vim-)

GATA3 e 7 casos (GATAS3-/SALL4+) 120 casos (GATA3+/SALL4-) | 56 casos:

SALL4 32 casos duplo positivos (GATA3+/SALL4+)

24 casos duplo negativos (GATA3-/SALL4-)
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4.7.1 Associacéao entre os perfis imuno-histoquimicos “basal”, “luminal”
ou “indeterminado” e as caracteristicas clinico-patoldgicas utilizando CK5 e
CK20

Considerando a expressao imuno-histoquimica no centro do tumor, 0s casos
positivos para CK5 e negativos para CK20 foram agrupados no perfil imuno-histoquimico
“basal”, totalizando 66 (36,1%) casos neste subgrupo. Os casos negativos para CK5 e
positivos para CK20 foram agrupados no perfil imuno-histoquimico “luminal”, totalizando
58 (31,7%) casos neste subgrupo. Os casos duplo-negativos e os casos duplo-positivos
para estes dois marcadores foram agrupados no perfil imuno-histoquimico

“‘indeterminado”, totalizando 59 (32,2%) casos neste subgrupo.

Conforme resultados inferenciais, o grupo com casos de perfil imuno-histoquimico
“‘basal” apresentou maior tamanho do tumor, porém menos multifocalidade quando

comparado aos demais grupos.

O grupo com casos de perfil imuno-histoquimico “luminal” apresentou mais CIS
associado, variante plasmocitoide, infiltrado linfocitico intratumoral leve a moderado,
metastase em linfonodo; porém, menos necrose tumoral, variantes glandular e

sarcomatoide quando comparado aos demais grupos.

O grupo com casos de perfil imuno-histoquimico “indeterminado” apresentou
menos infiltrado inflamatorio linfocitico peritumoral de grau moderado/intenso quando

comparado aos demais grupos.

E importante dizer que a presenca de variante escamosa foi diferente nos trés
grupos, sendo maior no basal (47,0%), seguido do indeterminado (22,0%), e esse ultimo

maior que o luminal (8,6%).

De outra parte, a variante micropapilifera mostrou-se mais frequente no luminal

(39,7%), seguido do indeterminado (18,6%), e esse ultimo maior que o basal (7,6%).
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As demais caracteristicas ndo mostraram associacdo estatisticamente
significativa (ver valores de p na tabela 24). A figura 15 ilustra exemplos de casos
agrupados nos perfis imuno-histoquimicos “basal” e “luminal” de acordo com a expresséo

imuno-histoquimica de CK5 e CK20.

Tabela 24 - Associagao entre as caracteristicas clinico-patologicas e os perfis imuno-histoquimicos
“basal” (CK5+/CK20-); “luminal” (CK5-/CK20+) e “indeterminado” (CK5+/CK20+ ou

CK5-/CK20-) = n (%)

Caracteristicas clinico- perfil “basal” | perfil “luminal” perfil Valor de p
patolégicas “indeterminado”

Nlmero de pacientes 66 (36,1) 58 (31,7) 59 (32,2)

Género
masculino 43 (65,2) 44 (75,9) 43 (72,9) 0,3932
feminino 23 (34,8) 14 (24,1) 16 (27,1)

Idade média (anos) 65,7 (DP 9,9) 66,3 (DP 8,6) 67,0 (DP 9,6) 0,742°

Tamanho médio macroscépico

do tumor (cm) 5,0 (DP 2,3) 3,9 (DP 1,6) 4,1 (DP 2,3) 0,006¢

Tamanho do tumor
até 3,0cm 16 (24,2) 24 (42,9) 27 (45,8) 0,0252
maiores que 3,0cm 50 (75,8) 32 (57,1) 32 (54,2)

Multifocalidade
ausente 66 (100,0) 50 (86,2) 53 (89,8) 0,001¢
presente 0 (0,0 8 (13,8) 6 (10,2)

Configuracdo da neoplasia
sélidos 52 (78,8) 40 (69,0) 43 (72,9) 0,4552
com componente papilifero 14 (21,2) 18 (31,0) 16 (27,1)

Invasédo linfovascular
ausente 12 (18,2) 11 (19,0) 12 (20,3) 0,953
presente 54 (81,8) 47 (81,0) 47 (79,7)

Invaséo perineural

ausente 24 (36,4) 19 (32,8) 17 (28,8) 0,6682
presente 42 (63,6) 39 (67,2) 42 (71,2)

Necrose tumoral
ausente 16 (24,2) 29 (50,0) 19 (32,2) 0,0092
presente 50 (75,8) 29 (50,0) 40 (67,8)

CIS associado
ausente 48 (72,7) 25 (43,1) 36 (61,0) 0,003
presente 18 (27,3) 33 (56,9) 23 (39,0)

Variante escamosa
ausente 35 (53,0) 53 (91,4) 46 (78,0) <0,0012
presente 31 (47,0) 5 (8,6) 13 (22,0)

Variante glandular
ausente 61 (92,4) 58 (100,0) 53 (89,8) 0,033¢
presente 5(7,6) 0 (0,0 6 (10,2)

Variante micropapilifera
ausente 61 (92,4) 35 (60,3) 48 (81,4) <0,0012
presente 5(7,6) 23 (39,7) 11 (18,6)

Variante sarcomatoide
ausente 56 (84,8) 58 (100,0) 52 (88,1) 0,003¢
presente 10 (15,2) 0 (0,0 7(11,9

Variante plasmocitoide
ausente 66 (100,0) 51 (87,9) 57 (96,6) 0,0034
presente 0 (0,0) 7(12,1) 23,4

continua
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Tabela 24 - Associacado entre as caracteristicas clinico-patolégicas e os perfis imuno-histoquimicos
“pasal” (CK5+/CK20-); “luminal” (CK5-/CK20+) e “indeterminado” (CK5+/CK20+ ou CK5-/CK20-)

- n (%)
continuacao
Infiltrado inflamatério linfocitico
peritumoral
ausente/leve 26 (39,4) 28 (48,3) 37 (62,7) 0,0322
moderado/intenso 40 (60,6) 30 (51,7) 22 (37,3)
Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente 13 (19,7) 8 (13,8) 12 (20,3)
leve a moderado 41 (62,1) 50 (86,2) 40 (67,8) 0,002
intenso 12 (18,2) 0 (0,0) 7 (11,9)
Estadiamento patologico (pT)
pT2 12 (18,2) 16 (27,6) 16 (27,1) 0,3782
pT3 +pT4 54 (81,8) 42 (72,4) 43 (72,9)
Margem cirdrgica
negativa 47 (71,2) 40 (69,0) 44 (74.6) 0,7942
positiva 19 (28,8) 18 (31,0) 15 (25,4)
Metastase em linfonodo
ausente 39 (62,9) 22 (41,5) 35 (61,4) 0,0412
presente 23 (37,1) 31 (58,5) 22 (38,6)
Extensdo extra-nodal
ausente 16 (69,6) 18 (58,1) 11 (50,0) 0,4042
presente 7 (30,4) 13 (41,9) 11 (50,0)
Variante histolégica na
metastase
ausente 10 (43,5) 22 (71,0) 13 (59,1) 0,126
presente 13 (56,5) 9 (29,0) 9 (40,9)
@ Qui-quadrado de Pearson
5 ANOVA com um fator fixo
¢ Kruskal-Wallis
d Exato de Fisher ou sua extens&o
concluséo
perfil imuno-histoquimico basal perfil imuno-histoquimico luminal
CK20 % MY
e
cks |y “»

Figura 15 - Exemplos de casos agrupados nos perfis imuno-histoquimicos “basal”’ e “luminal” de acordo
com a expressao imuno-histoquimica de CK20 e CK5
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4.7.2 Associacéao entre os perfis imuno-histoquimicos “basal”, “luminal”
ou “indeterminado” e as caracteristicas clinico-patoldgicas utilizando CK5 e
GATA3

Considerando a expressao imuno-histoquimica no centro do tumor, 0s casos
positivos para CK5 e negativos para GATA3 foram agrupados no perfil imuno-
histoquimico “basal”, totalizando 25 (13,7%) casos neste subgrupo. Os casos negativos
para CK5 e positivos para GATA3 foram agrupados no perfil imuno-histoquimico
“luminal’, totalizando 73 (39,9%) casos neste subgrupo. Os casos duplo-negativos e 0s
casos duplo-positivos para estes marcadores foram agrupados no perfil imuno-

histoquimico “indeterminado”, totalizando 85 (46,4%) casos neste subgrupo.

Conforme resultados inferenciais, o grupo com casos de perfil imuno-histoquimico
“‘basal” € composto mais por mulheres, com infiltrado inflamatério linfocitico peritumoral
moderado/intenso e infiltrado linfocitico intenso quando comparados aos outros dois
grupos.

O grupo perfil imuno-histoquimico “luminal” apresentou mais multifocalidade e

variante plasmocitoide quando comparados aos demais grupos.

O tamanho do tumor foi maior no perfil imuno-histoquimico “basal" quando
comparado aos demais grupos. O perfil imuno-histoquimico “luminal” teve maior tamanho

gue o perfil imuno-histoquimico “indeterminado”.

Necrose tumoral, variantes escamosa e sarcomatoide foram mais frequentes no
grupo perfil imuno-histoquimico “basal” quando comparado ao perfil imuno-histoquimico
“‘indeterminado”; e este ultimo, maior quando comparado ao perfil imuno-histoquimico

“luminal”.

A variante micropapilifera foi mais frequente no grupo perfil imuno-histoquimico
“luminal” quando comparado ao perfil imuno-histoquimico “indeterminado”; e este ultimo,

maior quando comparado ao perfil imuno-histoquimico “basal”.

As demais caracteristicas ndo mostraram associacdo estatisticamente

significativa (ver valores de p na tabela 25). A figura 16 ilustra exemplos de casos
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agrupados nos perfis imuno-histoquimicos “basal” e “luminal” de acordo com a expressao
imuno-histoquimica de CK5 e GATA3.

Tabela 25 - Associacdo entre as caracteristicas clinico-patoldgicas e os perfis imuno-histoquimicos
“basal” (CK5+/GATAS3-); “luminal” (CK5-/GATA3+) e “indeterminado” (CK5+/GATA3+ ou
CK5-/GATA3-) — n (%)

Caracteristicas clinico- perfil “basal” perfil “luminal” perfil Valor de p
patolégicas “indeterminado”

NUumero de pacientes 25 (13,7) 73 (39,9) 85 (46,4)

Género
masculino 11 (44,0) 56 (76,7) 63 (74,1) 0,0052
feminino 14 (56,0) 17 (23,3) 22 (25,9)

Idade média (anos) 65,3 (DP 10,3) 66,9 (DP 8,5) 66,0 (DP 9,8) 0,722

Tamanho médio macroscépico

do tumor (cm) 5,8 (DP 2,5) 3,8 (DP 1,8) 4,4 (DP 2,1) <0,001°

Tamanho do tumor
até 3,0cm 4 (16,0) 35 (49,3) 28 (32,9) 0,006
maiores que 3,0cm 21 (84,0) 36 (50,7) 57 (67,1)

Multifocalidade
ausente 25 (100,0) 63 (86,3) 81 (95,3) 0,032
presente 0 (0,0 10 (13,7) 4(4,7)

Configuracdo da neoplasia
sélidos 21 (84,0) 52 (71,2) 62 (72,9) 0,486¢
com componente papilifero 4 (16,0) 21 (28,8) 23 (27,1)

Invaséo linfovascular
ausente 7 (28,0) 14 (19,2) 14 (16,5) 0,4362
presente 18 (72,0) 59 (80,8) 71 (83,5)

Invaséo perineural
ausente 10 (40,0) 25 (34,2) 25 (29,4) 0,5762
presente 15 (60,0) 48 (65,8) 60 (70,6)

Necrose tumoral
ausente 3(12,0) 35 (47,9) 26 (30,6) 0,0024
presente 22 (88,0) 38 (562,1) 59 (69,4)

CIS associado
ausente 18 (72,0) 36 (49,3) 55 (64,7) 0,0572
presente 7 (28,0) 37 (50,7) 30 (35,3)

Variante escamosa
ausente 9 (36,0) 66 (90,4) 59 (69,4) <0,0012
presente 16 (64,0) 7(9,6) 26 (30,6)

Variante glandular
ausente 24 (96,0) 71 (97,3) 77 (90,6) 0,187¢
presente 1(4,0) 22,7 8 (9,4

Variante micropapilifera
ausente 25 (100,0) 46 (63,0) 73 (85,9) <0,001¢
presente 0(0,0) 27 (37,0) 12 (14,1)

Variante sarcomatoide
ausente 19 (76,0) 71 (97,3) 76 (89,4) 0,0062
presente 6 (24,0) 22,7 9 (10,6)

Variante plasmocitoide
ausente 25 (100,0) 65 (89,0) 84 (98,8) 0,011
presente 0(0,0) 8 (11,0 1(1,2)

Infiltrado inflamatério linfocitico

peritumoral 0,0042
ausente/leve 5 (20,0) 37 (50,7) 49 (57,6)
moderado/intenso 20 (80,0) 36 (49,3) 36 (42,4)

continua
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Tabela 25 - Associagao entre as caracteristicas clinico-patolégicas e os perfis imuno-histoquimicos “basal”
(CK5+/GATAS3-); “luminal” (CK5-/GATA3+) e “indeterminado” (CK5+/GATA3+ ou CK5-/GATAS-) —

n (%)
continuacao
Infiltrado linfocitico intratumoral
ausente 1(4,0) 13 (17,8) 19 (22,4) <0,001¢
leve a moderado 15 (60,0) 58 (79,5) 58 (68,2)
intenso 9 (36,0) 22,7 8 (9,4
Estadiamento patologico (pT)
pT2 6 (24,0) 21 (28,8) 17 (20,0) 0,437
pT3 + pT4 19 (76,0) 52 (71,2) 68 (80,0)
Margem cirdrgica
negativa 18 (72,0) 52 (71,2) 61 (71,8) 0,9962
positiva 7 (28,0 21 (28,8) 24 (28,2)
Metastase em linfonodo
ausente 16 (66,7) 32 (47,1) 48 (60,0) 0,1472
presente 8 (33,3) 36 (52,9) 32 (40,0)
Extensdo extra-nodal
ausente 6 (75,0) 20 (55,6) 19 (59,4) 0,632¢
presente 2 (25,0) 16 (44,4) 13 (40,6)
Variante histol6gica na
metéstase
ausente 3(37,5) 23 (63,9) 19 (59,4) 0,418¢
presente 5 (62,5) 13(36,1) 13 (40,6)
@ Qui-quadrado de Pearson
5 ANOVA com um fator fixo
¢ Kruskal-Wallis
d Exato de Fisher ou sua extensdo
conclusao

perfil imuno-histoquimico basal perfil imuno-histoquimico luminal

GATA3

i@
CK5 ""“%
2

Figura 16 - Exemplos de casos agrupados nos perfis imuno-histoquimicos “basal”’ e “luminal” de acordo
com a expressao imuno-histoquimica de GATA3 e CK5
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4.8 Comparacdo dos perfis imuno-histoquimicos relacionados aos
subtipos moleculares “basal”, “luminal” ou “indeterminado” do
carcinoma urotelial caracterizados no centro tumoral com aqueles

caracterizados nas suas respectivas metastases linfonodais

Nos 76 casos com metastase linfonodal foram realizadas as mesmas
combinacdes em pares dos marcadores imuno-histoquimicos.

A combinacdo da expressdo imuno-histoquimica de CK20 (marcador de perfil
‘luminal”) e CK5 (marcador de perfil “basal”) agrupou 17 metastases como perfil “basal”
(CK20 negativo e CK5 positivo); 31 metastases como perfil “luminal” (CK20 positivo e
CK5 negativo) e as demais 27 metastases (CK20 e CK5 positivos ou CK20 e CK5
negativos) foram agrupadas como perfil “indeterminado”, sendo que apenas um caso nao
foi categorizado por desgaste completo dos dois spots nos quais havia a marcagao de
CK20 no TMA.

Da mesma maneira, em todos os 76 casos com metastase linfonodal, a
combinacao da expressao imuno-histoquimica de GATA3 (marcador de perfil “luminal”)
e CK5 (marcador de perfil “basal”) agrupou 6 metastases como perfil “basal” (GATA3
negativo e CK5 positivo); 37 metastases como perfil “luminal” (GATA3 positivo e CK5
negativo) e as demais 33 metastases (GATA3 e CK5 positivos ou GATA3 e CK5
negativos) foram agrupadas como perfil “indeterminado”.

Os perfis obtidos nas amostras do centro do tumor foram entdo comparados
agueles obtidos nas amostras das respectivas metastases linfonodais, como descrito nas

tabelas 26 e 27, abaixo.

Tabela 26 - Comparacdo entre os perfis imuno-histoquimicos “basal” (CK5+/CK20-); “luminal”
(CK5-/ICK20+) e “indeterminado” (CK5+/CK20+ ou CK5-/CK20-) no centro tumoral e nas
suas respectivas metastases linfonodais

Perfil imuno-histoquimico na metéstase linfonodal Total
basal indeterminado luminal

Perfil imuno-histoquimico no centro

tumoral
basal 16 (21,3%) 6 (8%) 0 (0%) 22 (29,3%)
indeterminado 1 (1,3%) 14 (18,7%) 7 (9,3%) 22 (29,3%)
luminal 0 (0%) 7 (9,3%) 24 (32%) 31 (41,3%)
Total de pacientes 17 (22,7%) 27 (36%) 31 (41,3%) 75 (100%)

Teste de Simetria: p-valor = 0,1677
Kappa = 0,57
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Nesta tabela 26 observa-se que ndo ha diferenca em relagéo a distribuicdo entre
os trés perfis obtidos nas duas diferentes regides tumorais observadas. O grau de

concordancia entre os dois locais de coleta € moderado.

Tabela 27 - Comparacédo entre os perfis imuno-histoquimicos “basal” (CK5+/GATA3-); “luminal”
(CK5-/IGATA3+) e “indeterminado” (CK5+/GATA3+ ou CK5-/GATA3-) no centro tumoral
e nas suas respectivas metastases linfonodais

Perfil imuno-histoquimico na metéastase linfonodal Total
basal indeterminado luminal
Perfil imuno-histoquimico no centro
tumoral
basal 4 (5,3%) 4 (5,3%) 0 (0%) 8 (10,5%)
indeterminado 2 (2,6%) 21 (27,6%) 9 (11,8%) 32 (42,1%)
luminal 0 (0%) 8 (10,5%) 28 (36,8%) 36 (47,4%)
Total de pacientes 6 (7,9%) 33 (43,4%) 37 (48,7%) 76 (100%)
Teste de Simetria: p-valor = 0,6958
Kappa = 0,48

Nesta tabela 27 observa-se que ndo ha diferenca em relacéo a distribui¢cdo entre
os trés perfis obtidos nas duas diferentes regides tumorais observadas. O grau de
concordancia entre os dois locais de coleta € moderado. A concordéancia esta
concentrada nos indeterminados e luminais.

Destaca-se ainda que nas duas comparac¢des, nenhum caso categorizado como
“perfil luminal” no centro do tumor foi categorizado como “perfil basal’ na sua metastase
linfonodal. Da mesma maneira, nas duas comparacfes, nenhum caso categorizado
como “perfil basal” no centro do tumor foi categorizado com “perfil luminal” na sua

metastase lindonodal.
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4.9 Sobrevida

4.9.1 Variantes histoldgicas e sobrevida

4.9.1.1 Sobrevida livre de doenca

Tabela 28 - Sobrevida livre de doenca por variantes histoldgicas — Frequéncia

Variantes histolégicas N Eventos Censura (%)
ausente 49 24 25 (51%)
presente 71 32 39 (54,9%)

Total 120 56 64 (53,3%)

Tabela 29 - Sobrevida livre de doenca por variantes histoldgicas — Média e Mediana

Média Mediana
Variantes histolégicas Estimativa
(EP) IC de 95% | Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 53,35 (7,47) [38,7; 68] 18,6 (-) -
presente 41,38 (5,04) [31,5; 51,3] 16,4 (15,44) [0; 46,7]
Total 52,55 (4,94)  [42,9: 62,2] 18,6 (-) -

Tabela 30 - Sobrevida livre de doencga por variantes histoldgicas — Teste de Breslow

Comparacdao entre curvas

p-valor

Breslow (Generalized Wilcoxon)

0,9836

N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida livre de doenca na

comparacao entre pacientes com e sem variantes histologicas.
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Grafico 2 - Curva de sobrevida livre de doenca, ajustada por Kaplan-Meier, por variantes histolégicas
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4.9.1.2 Sobrevida doenca especifica

Tabela 31 - Sobrevida doenca especifica por variantes histolégicas — Frequéncia

Variantes histologicas N Eventos Censura (%)
ausente 49 17 32 (65,3%)
presente 71 26 45 (63,4%)

Total 120 43 77 (64,2%)

Tabela 32 - Sobrevida doencga especifica por variantes histolégicas — Média e Mediana

Média Mediana
Variantes histolégicas Estimativa
(EP) IC de 95% | Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 73,12 (6,53) [60,3; 85,9] - -
presente 54,17 (5,13) [44,1; 64,2] 45,1 (5 -
Total 67,38 (4,55)  [58,5; 76,3] - -

Tabela 33 - Sobrevida doenga especifica por variantes histoldgicas — Teste de Breslow

Comparacdo entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,2861

N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida doenca especifica na
comparacao entre pacientes com e sem variantes histologicas.
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Grafico 3 - Curva de sobrevida doenca especifica, ajustada por Kaplan-Meier, por variantes histolégicas
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4.9.1.3 Sobrevida global

Tabela 34 - Sobrevida global por variantes histologicas — Frequéncia

Variantes histologicas N Eventos Censura (%)
ausente 49 24 25 (51%)
presente 71 43 28 (39,4%)

Total 120 67 53 (44,2%)

Tabela 35 - Sobrevida global por variantes histolégicas — Média e Mediana

Média Mediana
Variantes histologicas Estimativa
(EP) IC de 95% | Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 63,35 (6,47) [50,7; 76] 68,5 (17,04) [35,1; 101,9]
presente 41,15 (4,68) [32; 50,3] 20,7 (7,2) [6,6; 34,8]
Total 53,4 (4,33) [44,9; 61,9] 35,7 (14,85) [6,6; 64,8]

Tabela 36 - Sobrevida global por variantes histol6gicas — Teste de Breslow

Comparacao entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,0431
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Em pacientes com variantes histoldgicas a sobrevida global é significativamente
menor quando comparada com a dos pacientes que n&o apresentam variantes
histolégicas.

Grafico 4 - Curva de sobrevida global, ajustada por Kaplan-Meier, por variantes histolégicas
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4.9.2 Variantes histoldégicas nas metastases linfonodais e sobrevida

4.9.2.1 Sobrevida livre de doenca

Tabela 37 - Sobrevida livre de doenca por variante histoldgica na metastase — Frequéncia

Variante histologica

. N Eventos Censura (%)
na metastase
ausente 31 20 11 (35,5%)
presente 17 7 10 (58,8%)

Total 48 27 21 (43,8%)




Tabela 38 - Sobrevida livre de doenca por variante histolégica na metastase — Média e Mediana

Variante histolégica Estimatixedia Mediana
na metastase
(EP) IC de 95% | Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 31,72 (7,48) [17; 46,4] 5,2 (1,48) [2,3; 8,1]
presente 30,25 (10,52) [9,6; 50,9] 15,7 (3,1) [9,6; 21,8]
Total 34,32 (6,45) [21,7; 46,9] 10,8 (5,02) [0,96; 20,6]

Tabela 39 - Sobrevida livre de doenca por variante histoldgica na metastase — Teste de Breslow

Comparacédo entre curvas

p-valor

Breslow (Generalized Wilcoxon)

0,0511
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N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida livre de doenca na
comparacao entre pacientes com e sem variantes histolégicas nas metastases

linfonodais.

Grafico 5 - Curva de sobrevida livre de doenca, ajustada por Kaplan-Meier, por variante histolégica na
metastase
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4.9.2.2 Sobrevida doenca especifica

Tabela 40 - Sobrevida doencga especifica por variante histolégica na metastase — Frequéncia

Variante histolégica

na metastase N Eventos Censura (%)
ausente 31 14 17 (54,8%)
presente 17 7 10 (58,8%)
Total 48 21 27 (56,3%)

Tabela 41 - Sobrevida doencga especifica por variante histolégica na metastase — Média e Mediana

Variante histolégica Estimati\l/\fleledia Mediana
na metastase
(EP) IC de 95% | Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 52,08 (7,43) [37,5; 66,6] 41,8 (-) -
presente 35,79 (8,73)  [18,7;52,9] 23,6 (6,72) [10,4; 36,8]
Total 49,09 (6,17) [37; 61,2] 39,8 (11,96) [16,4; 63,2]

Tabela 42 - Sobrevida doenca especifica por variante histolégica na metastase — Teste de Breslow

Comparacao entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,7844

N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida doenca especifica na
comparacao entre pacientes com e sem variantes histolégicas nas metastases
linfonodais.



Grafico 6 - Curva de sobrevida doenca especifica, ajustada por Kaplan-Meier, por variante histolégica na
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4.9.2.3 Sobrevida global

Tabela 43 - Sobrevida global por variante histolégica na metastase — Frequéncia

Variante histologica

na metastase N Eventos Censura (%)
ausente 31 18 13 (41,9%)
presente 17 15 2 (11,8%)
Total 48 33 15 (31,3%)

Tabela 44 - Sobrevida global por variante histol6gica na metastase — Média e Mediana

Variante histologica - - Media Mediana
na metastase Estimativa L
(EP) IC de 95% | Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 45,71 (7,05)  [31,9; 59,5] 39,8 (15,16) [10,1; 69,5]
presente 20,65 (5,78) [9,3; 32] 11,7 (2,4) [7; 16,4]
Total 37,04 (5,36)  [26,5; 47,5] 20,2 (7,28) [5,9; 34,5]

Tabela 45 - Sobrevida global por variante histolégica na metastase — Teste de Breslow

Comparacio entre curvas

p-valor

Breslow (Generalized Wilcoxon)

0,0496




100

Em pacientes com variantes histologicas nas metastases linfonodais a sobrevida
global é significativamente menor quando comparada com a dos pacientes que nao

apresentam variantes histologicas nas metastases linfonodais.

Grafico 7 - Curva de sobrevida global, ajustada por Kaplan-Meier, por variante histolégica na metastase
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4.9.3 Variante escamosa do carcinoma urotelial e sobrevida

4.9.3.1 Sobrevida livre de doenca

Tabela 46 - Sobrevida livre de doenga por variante escamosa — Frequéncia

Variante escamosa N Eventos Censura (%)
ausente 87 42 45 (51,7%)
presente 33 14 19 (57,6%)

Total 120 56 64 (53,3%)

Tabela 47 - Sobrevida livre de doenca por variante escamosa — Média e Mediana

. Média Mediana
Variante escamosa
Estimativa (EP) IC de 95% Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 51,75 (5,72) [40,5; 63] 16,4 (13,64) [0; 43,1]
presente 43,47 (7,46) [28,9; 58,1] 415 ()
Total 52,55 (4,94) [42,9; 62,2] 18,6 (1)

Tabela 48 - Sobrevida livre de doenca por variante escamosa — Teste de Breslow

Comparacdo entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,7572




101

Nao héa diferenca estatisticamente significativa na sobrevida livre de doenga na

comparacao entre pacientes com e sem variante escamosa.

Grafico 8 - Curva de sobrevida livre de doenga, ajustada por Kaplan-Meier, por variante escamosa
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4.9.3.2 Sobrevida doenca especifica

Tabela 49 - Sobrevida doenca especifica por variante escamosa — Frequéncia

Variante escamosa N Eventos Censura (%)
ausente 87 32 55 (63,2%)
presente 33 11 22 (66,7%)

Total 120 43 77 (64,2%)

Tabela 50 - Sobrevida doencga especifica por variante escamosa — Média e Mediana

. Média Mediana
Variante escamosa
Estimativa (EP) IC de 95% Estimativa(EP) IC de 95%
ausente 68,89 (5,11) [58,9; 78,9]
presente 51,08 (7,27) [36,8; 65,3]
Total 67,38 (4,55) [58,5; 76,3]

Tabela 51 - Sobrevida doenca especifica por variante escamosa — Teste de Breslow

Comparacdo entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,3053

N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida doenca especifica

na comparacao entre pacientes com e sem variante escamosa.
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Grafico 9 - Curva de sobrevida doenca especifica, ajustada por Kaplan-Meier, por variante escamosa
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4.9.3.3 Sobrevida global

Tabela 52 - Sobrevida global por variante escamosa — Frequéncia

Variante escamosa N Eventos Censura (%)
ausente 87 47 40 (46%)
presente 33 20 13 (39,4%)

Total 120 67 53 (44,2%)

Tabela 53 - Sobrevida global por variante escamosa — Média e Mediana

. Média Mediana
Variante escamosa
Estimativa (EP) IC de 95% Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 56,85 (4,96) [47,1; 66,6] 45,1 (16,19) [13,4; 76,8]
presente 36,73 (6,52) [23,9; 49,5] 12,3 (4,18) [4,1; 20,5]
Total 53,4 (4,33) [44,9; 61,9] 35,7 (14,85) [6,6; 64,8]

Tabela 54 - Sobrevida global por variante escamosa — Teste de Breslow

Comparacdo entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,0642

N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida global na
comparacao entre pacientes com e sem variante escamosa.
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Grafico 10 - Curva de sobrevida global, ajustada por Kaplan-Meier, por variante escamosa
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4.9.4 Variante micropapilifera do carcinoma urotelial e sobrevida

4.9.4.1 Sobrevida livre de doenca

Tabela 55 - Sobrevida livre de doenca por variante micropapilifera — Frequéncia

Variante
micropapilifera N Eventos Censura (%)
ausente 104 a7 57 (54,8%)
presente 16 9 7 (43,8%)
Total 120 56 64 (53,3%)

Tabela 56 - Sobrevida livre de doenca por variante micropapilifera — Média e Mediana

. . L Média Mediana
Variante micropapilifera
Estimativa (EP) IC de 95% Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 55,53 (5,26) [45,2; 65,8] 40 (-)
presente 17,03 (6,5) [4,3; 29,8] 14,8 (4,45) [6,1; 23,5]
Total 52,55 (4,94) [42,9; 62,2] 18,6 (1)

Tabela 57 - Sobrevida livre de doenca por variante micropapilifera — Teste de Breslow

Comparacéo entre curvas

p-valor

Breslow (Generalized Wilcoxon)

0,3967
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N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida livre de doenca na
comparacao entre pacientes com e sem variante micropapilifera.

Grafico 11 - Curva de sobrevida livre de doenca, ajustada por Kaplan-Meier, por variante micropapilifera
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4.9.4.2 Sobrevida doenca especifica

Tabela 58 - Sobrevida doencga especifica por variante micropapilifera — Frequéncia

Variante
micropapilifera N Eventos Censura (%)
ausente 104 34 70 (67,3%)
presente 16 9 7 (43,8%)
Total 120 43 77 (64,2%)

Tabela 59 - Sobrevida doenca especifica por variante micropapilifera — Média e Mediana

. ) - Média Mediana
Variante micropapilifera
Estimativa (EP) IC de 95% Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 71,64 (4,76) [62,3; 81] - -
presente 26,74 (5,76) [15,5; 38] 23,6 (7,24) [9,4; 37,8]
Total 67,38 (4,55) [58,5; 76,3]

Tabela 60 - Sobrevida doenca especifica por variante micropapilifera — Teste de Breslow

Comparacao entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,0167
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Em pacientes com variante micropapilifera a sobrevida doenca especifica é
significativamente menor quando comparada com a dos pacientes que nao apresentam
variante micropapilifera.

Gréfico 12 - Curva de sobrevida doenca especifica, ajustada por Kaplan-Meier, por variante

micropapilifera
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4.9.4.3 Sobrevida global

Tabela 61 - Sobrevida global por variante micropapilifera — Frequéncia

Variante
micropapilifera N Eventos Censura (%)
ausente 104 53 51 (49%)
presente 16 14 2 (12,5%)
Total 120 67 53 (44,2%)

Tabela 62 - Sobrevida global por variante micropapilifera — Média e Mediana

. . . Média Mediana
Variante micropapilifera
Estimativa (EP) IC de 95% Estimativa (EP) IC de 95%
ausente 58,23 (4,69) [49; 67,4] 66,4 (18,97) [29,2; 103,6]
presente 18,74 (4,65) [9,6; 27,9] 11,7 (4,02) [3,8; 19,6]
Total 53,4 (4,33) [44,9; 61,9] 35,7 (14,85) [6,6; 64,8]

Tabela 63 - Sobrevida global por variante micropapilifera — Teste de Breslow

Comparacio entre curvas

p-valor

Breslow (Generalized Wilcoxon)

0,0056
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Em pacientes com variante micropapilifera a sobrevida global é significativamente
menor quando comparada com a dos pacientes que nao apresentam variante
micropapilifera.

Grafico 13 - Curva de sobrevida global, ajustada por Kaplan-Meier, por variante micropapilifera
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4.9.5 Perfis “basal’; “luminal” e “indeterminado” do carcinoma urotelial
utilizando a combinacdo da expressao imuno-histoquimica de CK5 e CK20 e
sobrevida

4.9.5.1 Sobrevida livre de doenca

Tabela 64 - Sobrevida livre de doenca por perfil imuno-histoquimico com a combinacédo de CK5 e
CK20 - Frequéncia

Perfil imuno-histoquimico

com a combinacéo de CK5 e N Eventos Censura (%)
CK20
basal 45 21 24 (53,3%)
indeterminado 43 18 25 (58,1%)
luminal 32 17 15 (46,9%)

Total 120 56 64 (53,3%)
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Tabela 65 - Sobrevida livre de doencga por perfil imuno-histoquimico com a combinacédo de CK5 e
CK20 - Média e Mediana

- . i Média Mediana
Perfil imuno-histoquimico com a
combinacédo de CK5 e CK20 Estimativa (EP) I1C de 95% | Estimativa (EP) IC de 95%
basal 47,01 (7,45) [32,4; 61,6] 18,6 (18,06) [0; 54]
indeterminado 50,63 (7,42) [36,1; 65,2] 16,4 (-)
luminal 49,72 (9,17) [31,7; 67,7] 14,8 (18,02) [0; 50,1]
Total 52,55 (4,94) [42,9; 62,2] 18,6 (-)

Tabela 66 - Sobrevida livre de doenca por perfil imuno-histoquimico com a combinacédo de CK5 e
CK20 - Teste de Breslow

Comparacédo entre curvas

p-valor

Breslow (Generalized Wilcoxon)

0,7041

N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida livre de doenca na
comparacao entre pacientes com carcinomas uroteliais exibindo perfis imuno-

histoquimicos basal, indeterminado ou luminal pela combinacdo de CK5 e CK20.

Gréfico 14 - Curva de sobrevida livre de doenga, ajustada por Kaplan-Meier, por perfil imuno-histoquimico
com a combinagdo de CK5 e CK20
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4.9.5.2 Sobrevida doenca especifica

Tabela 67 - Sobrevida doenca especifica por perfil imuno-histoquimico com a combinacgdo de CK5
e CK20 - Frequéncia

Perfil imuno-histoquimico com a

combinacdo de CK5 e CK20 N Eventos Censura (%)
basal 45 16 29 (64,4%)
indeterminado 43 16 27 (62,8%)
luminal 32 11 21 (65,6%)
Total 120 43 77 (64,2%)

Tabela 68 - Sobrevida doenca especifica por perfil imuno-histoquimico com a combinacgdo de CK5
e CK20 — Média e Mediana

Perfil imuno-histoquimico com a Média Mediana
combinagdo de CK5 e CK20 Estimativa (EP) IC de 95% Estimativa (EP) IC de 95%
basal 59,99 (7,15) [46; 74]
indeterminado 59,39 (6,62) [46,4; 72,4]
luminal 73,51 (7,96) [57,9: 89,1]
Total 67,38 (4,55) [58,5; 76,3]

Tabela 69 - Sobrevida doenca especifica por perfil imuno-histoquimico com a combinacédo de CK5
e CK20 — Teste de Breslow

Comparacdo entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,5565

N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida doenca especifica na
comparacao entre pacientes com carcinomas uroteliais exibindo perfis imuno-
histoquimicos basal, indeterminado ou luminal pela combinacédo de CK5 e CK20.
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Grafico 15 - Curva de sobrevida doenca especifica, ajustada por Kaplan-Meier, por perfil imuno-
histoquimico com a combinacao de CK5 e CK20
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4.9.5.3 Sobrevida Global

Tabela 70 - Sobrevida global por perfil imuno-histoquimico com a combina¢ao de CK5 e CK20 —

Frequéncia
i s a ety N Evenos  Censura(9
basal 45 29 16 (35,6%)
indeterminado 43 24 19 (44,2%)
luminal 32 14 18 (56,3%)
Total 120 67 53 (44,2%)

Tabela 71 - Sobrevida global por perfil imuno-histoquimico com a combinacao de CK5 e CK20 —
Média e Mediana

Perfil imuno-histoquimico com a Média Mediana
combinagdo de CKS e CK20 Estimativa (EP) IC de 95% Estimativa (EP) IC de 95%
basal 42,67 (6,25) [30,4; 54,9] 20,5 (11,38) [0; 42,8]
indeterminado 48,31 (6,37) [35,8; 60,8] 31,4 (13,04) [5,8; 57]
luminal 66,51 (8,07) [50,7; 82,3] - -
Total 53,4 (4,33) [44,9; 61,9] 35,7 (14,85) [6,6; 64,8]

Tabela 72 - Sobrevida global por perfil imuno-histoquimico com a combinacdo de CK5 e CK20 —
Teste de Breslow

Comparacdo entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,0999
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N&do ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida global
comparacao entre pacientes com carcinomas uroteliais exibindo perfis imuno-
histoquimicos basal, indeterminado ou luminal pela combinacdo de CK5 e CK20.

na

Grafico 16 - Curva de sobrevida global, ajustada por Kaplan-Meier, por perfil imuno-histoquimico com a

combinagéo de CK5 e CK20
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4.9.6 Perfis “basal’; “luminal” e “indeterminado” do carcinoma urotelial

utilizando a combinacado da expressdo imuno-histoquimica de CK5 e GATA3 e

sobrevida

4.9.6.1 Sobrevida livre de doenca

Tabela 73 - Sobrevida livre de doenca por perfil imuno-histoquimico com a combinacédo de CK5 e

GATA3 - Frequéncia

Perfil imuno-histoquimico com

a combinacdo de CK5 e GATA3 N Eventos Censura (%)
basal 18 7 11 (61,1%)
indeterminado 59 28 31 (52,5%)
luminal 43 21 22 (51,2%)
Total 120 56 64 (53,3%)
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Tabela 74 - Sobrevida livre de doencga por perfil imuno-histoquimico com a combinacédo de CK5 e
GATA3 — Média e Mediana

Perfil imuno-histoquimico com a Média Mediana
combinagéo de CKS e GATA3 Estimativa (EP)  ICde95% | Estimativa (EP) IC de 95%
basal 55,91 (11,88) [32,6; 79,2] - -
indeterminado 45,61 (6,23) [33,4;57,8] 16,4 (16,71) [0; 49,2]
luminal 51,64 (8,1) [35,8; 67.5] 14,8 (20,88) [0; 55,7]
Total 52,55 (4,94) [42,9; 62,2] 18,6 (-)

Tabela 75 - Sobrevida livre de doenca por perfil imuno-histoquimico com a combinacédo de CK5 e
GATA3 - Teste de Breslow

Comparacao entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,9667

N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida livre de doenca na
comparacao entre pacientes com carcinomas uroteliais exibindo perfis imuno-
histoquimicos basal, indeterminado ou luminal pela combinacdo de CK5 e GATAS.

Gréfico 17 - Curva de sobrevida livre de doenga, ajustada por Kaplan-Meier, por perfil imuno-histoquimico
com a combinagdo de CK5 e GATA3
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4.9.6.2 Sobrevida doenca especifica

Tabela 76 - Sobrevida doenca especifica por perfil imuno-histoquimico com a combinacgéo de CK5
e GATA3 - Frequéncia

Perfil imuno-histoquimico com a

combinacdo de CK5 e GATA3 N Eventos Censura (%)
basal 18 5 13 (72,2%)
indeterminado 59 23 36 (61%)
luminal 43 15 28 (65,1%)
Total 120 43 77 (64,2%)

Tabela 77 - Sobrevida doenca especifica por perfil imuno-histoquimico com a combinagéo de CK5
e GATA3 - Média e Mediana

Perfil imuno-histoquimico com a Média Mediana
combinacdo de CKS e GATA3 Estimativa (EP) IC de 95% Estimativa (EP) IC de 95%
basal 67,58 (11,05) [45,9; 89,2]
indeterminado 55,74 (5,91) [44,1; 67,3]
luminal 72,84 (6,86) [59,4; 86,3]
Total 67,38 (4,55) [58,5; 76,3]

Tabela 78 - Sobrevida doenca especifica por perfil imuno-histoquimico com a combinacéo de CK5
e GATA3 - Teste de Breslow

Comparacao entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,3827
N&o ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida doenca especifica na

comparacao entre pacientes com carcinomas uroteliais exibindo perfis imuno-
histoquimicos basal, indeterminado ou luminal pela combinacdo de CK5 e GATAS.
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Grafico 18 - Curva de sobrevida doenca especifica, ajustada por Kaplan-Meier, por perfil imuno-
histoquimico com a combinagdo de CK5 e GATA3
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4.9.6.3 Sobrevida global

Tabela 79 - Sobrevida global por perfil imuno-histoquimico com a combinac&o de CK5 e GATA3 —

Frequéncia
Perfil imuno-histoquimico
com a combinacéo de CK5 e N Eventos Censura (%)
GATA3
basal 18 11 7 (38,9%)
indeterminado 59 35 24 (40,7%)
luminal 43 21 22 (51,2%)
Total 120 67 53 (44,2%)

Tabela 80 - Sobrevida global por perfil imuno-histoquimico com a combinacdo de CK5 e GATA3 -
Média e Mediana

Perfil imuno-histoquimico Média Mediana
com a combinacédo de CK5 e
GATA3 Estimativa (EP) IC de 95% | Estimativa (EP) IC de 95%
basal 44,85 (10,03) [25,2; 64,5] 20,5 (18,56) [0; 56,9]
indeterminado 44,24 (5,41) [33,6; 54,8] 20,7 (7,96) [5,1; 36,3]
luminal 62,63 (7) [48,9; 76,4] - -
Total 53,4 (4,33) [44,9; 61,9] 35,7 (14,85) [6,6; 64,8]
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Tabela 81 - Sobrevida global por perfil imuno-histoquimico com a combinacdo de CK5 e GATA3 -
Teste de Breslow

Comparacdao entre curvas p-valor
Breslow (Generalized Wilcoxon) 0,3183

Ndo ha diferenca estatisticamente significativa na sobrevida global na
comparacado entre pacientes com carcinomas uroteliais exibindo perfis imuno-
histoquimicos basal, indeterminado ou luminal pela combinacéo de CK5 e GATAS.

Gréfico 19 - Curva de sobrevida global, ajustada por Kaplan-Meier, por perfil imuno-histoquimico com a
combinacdo de CK5 e GATA3

Sobrevida Global

| Perfil imuno-
10 1 histoguimico com a
combinagdo de CKA
| e GAT,

—hasal

l_ Mindeterminado
05 q luminal

0,6

0,2

Sobrevida Acumulada

T T T T T T T
i 200 400 0,0 800 1000 1200

Tempo (meses)



115

5. Discussao



116

5.1 Caracterizacéo clinico-patoldgica da casuistica

Nesta série de carcinomas uroteliais de alto grau submetidos a cistectomia radical,
a maior parte dos pacientes era do género masculino na segunda metade da sexta
década de vida, como também observado em outros estudos com grandes casuisticas.
Em estudo multicéntrico internacional com revisdo de 1502 cistectomias radicais por
carcinoma urotelial, da Silva et al. (57) relataram que 78,4% dos pacientes eram homens
e a idade média era de 65,5 anos. Na analise de 888 pacientes consecutivamente
submetidos a cistectomia radical com linfadenectomia para carcinoma urotelial em trés
centros académicos americanos entre 1984 e 2003, Shariat et al. (58) encontraram
porporcdo semelhante de pacientes masculinos (81,0%) e idade média de 66,2 anos.

Na maioria dos pacientes do presente estudo os tumores eram maiores que
3,0cm, unifocais e sélidos, com 65% apresentando necrose tumoral, o que € em grande
parte explicado pela pré-selecdo dos casos (tumores musculo-invasivos de alto grau

histol6gico submetidos a cistectomia).

Em um universo de 64 cistectomias radicais por carcinoma urotelial englobando
apenas casos de estadiamento pT2 (tumores musculo-invasivos), Cheng et al. (18)
observaram gque o tamanho do tumor variou entre 0,3 e 11,0cm, com média de 3,7cm e
gue em analise multivariada, o tamanho tumoral (maior que 3,0cm), uma caracteristica
facilmente avaliavel, foi fator preditivo de sobrevida livre de metastase e de sobrevida

cancer especifica.

Ao revisar 517 cistectomias radicais por carcinoma urotelial sem quimioterapia
neoadjuvante, Soave et al. (59) observaram que 30% dos casos apresentaram tumores
maiores que 3,0cm e que 30,2% apresentaram necrose tumoral. Esses dois fatores
foram associados a idade maior, estadiamento avancado, alto grau histoldgico,
metastase linfonodal, margem cirargica positiva, invasao angiolinfatica, recorréncia e
mortalidade cancer especifica. Além disso, o tamanho tumoral maior que 3,0cm
permaneceu como fator independente de mortalidade céncer especifica em analise
multivariada. No entanto, aquele trabalho incluiu 36,1% de casos com estadiamento

inferior a pT2, sendo que 57 pacientes apresentaram estadiamento pTO (sem tumor
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residual) e 45 pacientes apresentaram estadiamento pTis (apenas carcinoma “in situ”),
nos quais a andlise destes dois fatores (medida do tumor e necrose tumoral) ndo é

pertinente.

Hodgson et al. (60) ao analisar 235 cistectomias radicais por carcinoma urotelial
de alto grau com apenas 17 casos de estadiamento pT1 e todos os demais musculo-
invasivos, mostraram que 60,0% dos casos mediam mais que 3,0cm. Necrose, detectada
em 36,2% dos casos, foi associada a tumores de tamanho maior e a menores sobrevidas
livre de recorréncia e doenca especifica em analise univariada, e, em analise
multivariada, também foi fator preditivo independente de sobrevidas livre de recorréncia
e doenca especifica. Além disso, aqueles autores também mostraram que o tamanho do
tumor (maior que 3,0cm) foi fator preditivo independente de sobrevida livre de recorréncia

em analise multivariada.

Apesar da maior parte dos nossos casos se apresentarem como nheoplasias
sélidas, 26,2% apresentavam também um componente histolégico papilifero na
superficie. Este fato corrobora a teoria de que estes tumores teriam se iniciado a partir
de carcinomas uroteliais papiliferos de baixo grau superficiais que, ao adquirir novas
mutacdes genéticas, dentre as quais € especialmente relatada a mutacdo do TP53,

progrediram para um carcinoma de alto grau, com capacidade de invasao (30).

A pré-selecéo da nossa casuistica, com inclusdo de apenas carcinomas uroteliais
de alto grau e musculo-invasivos, na qual 76% dos casos ja apresentavam invasao
extravesical (estadiamento patolégico pT3 ou pT4), bem como a revisao histopatoldgica
de todas as laminas analisando os critérios especificos da Tese, justificam a alta
ocorréncia de invasdes neoplasicas linfovascular (80,9%) e perineural (67,3%) nos
NOSS0S casos, uma vez que a presenca destas invasdes esta associada a estadiamento
maior. Tal fato também havia sido demonstrado por Muppa et al. (61) que ao revisar 1504
cistectomias radicais, observaram que dentre os 306 pacientes com invasao linfatica,
apenas 4,2% tiveram estadiamento pT1; 26,8% estadiamento pT2 e 69,0% estadiamento
pT3/pT4. O mesmo comportamento foi observado na invasao perineural: nenhum dos 54
casos com esta invasao tinha estadiamento pT1, 18,5% apresentavam estadiamento

pT2, enquanto 81,5% foram classificados como pT3/4. Aqueles autores demonstraram
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ainda que a invasao linfatica, e também a invasado vascular sanguinea, foram associadas
a sobrevida cancer especifica em andlise multivariada e no entanto, a invaséo perineural
nao mostrou esta associacdo tanto em analise univariada quanto multivariada. Em
metanalise (19) que incluiu 21 publicacdes envolvendo 12527 pacientes submetidos a
cistectomia radical por carcinoma urotelial, 34,6% apresentaram invasao linfovascular e
sua frequéncia era maior conforme aumentava também o estadiamento, o grau
histologico e as metastases linfonodais, e apesar da heterogeneidade dos estudos
incluidos, a invaséao linfovascular foi associda as sobrevidas livre de recorréncia, cancer

especifica e global.

A presencga de carcinoma urotelial “in situ” concomitante ao carcinoma invasivo,
detectada em 40,4% dos nossos casos, é referida entre 24,6% até 59,2% dos casos em
outros trabalhos com cistectomias radicais por carcinoma urotelial (57, 58, 62-66), que
também avaliaram a presenca desta lesdo de alto grau, tida como precursora dos
carcinomas uroteliais invasivos (30). Moschini et al. (62) ao avaliar 1128 cistectomias
radicais sem quimioterapia neoadjuvante, observaram carcinoma urotelial “in situ”
concomitante em 24,6% dos casos, sendo tal presenca associada a maior risco de
recorréncia e a pior sobrevida cancer especifica em casos de estadiamentos pTO a pT2
em analise multivariada. Entretanto, outros autores ndo observaram efeito da presenca
de carcinoma urotelial “in situ” nos desfechos clinicos dos pacientes submetidos a
cistectomia (63, 64).

O infiltrado inflamatério linfocitico peritumoral foi caracterizado como
moderado/intenso na metade dos nossos casos. Ja o infiltrado linfocitico intratumoral foi
caracterizado como leve a moderado em 71,6% dos casos e em 10,4% como intenso.
Hodgson et al. (60) em estudo ja referido acima, também avaliou o infiltrado inflamatério
tanto do fronte de invasao tumoral quanto o intratumoral, mostrando que a presenca de
infiltrado inflamatério mais intenso no fronte de invasao tumoral exibe significativamente
melhores sobrevidas livre de recorréncia e doenca especifica em comparagdo com 0s
casos que exibem inflamacdo focal ou ausente tanto em analises uni quanto
multivariadas, enquanto que o infiltrado intratumoral ndo provocou impacto nas

sobrevidas. O estudo dos subtipos de infiltrag&o linfocitaria peri e intratumoral, que por
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ocasido do planejamento desta Tese ndo foi objetivo especifico, ganhou, mais
recentemente, grande importancia devido a valorizagdo do conceito de TILs (“tumor
infiltrating lymphocytes”) e a aprovagao pelo FDA (“US Food and Drug Administration”)
de terapia baseada em bloqueio da resposta imune por drogas anti-PD1/PDL1 e anti-
CTLA-4 (67). Temos expectativa de que estudos imuno-histoquimicos para identificacao
destes marcadores tumorais venham a ser feitas nesta nossa casuistica e que a
distribuicdo desses antigenos possa ser comparada com os dados clinicos, morfologicos

e imuno-histoquimicos ja disponiveis a partir desta Tese.

Em 28,4% dos nossos casos, a margem cirdrgica era positiva, e dentre eles, a
margem circunferencial foi a mais frequentemente acometida por carcinoma invasivo.
Em analise retrospectiva dos dados de 4410 pacientes submetidos a cistectomia radical
em 12 centros académicos americanos realizada por Novara et al. (68), a margem
circunferencial estava acometida em 6,3% deles e foi associada a estadiamento
avancado, alto grau, invasdo linfovascular e metastase linfonodal e em andlise
multivariada ajustada para efeitos das caracteristicas clinico-patologicas e de uso de
guimioterapia adjuvante, a margem positiva foi um fator preditivo independente de
recorréncia local e mortalidade cancer especifica. A ampla diferenca no indice de
positividade observado na nossa casuistica pode ser explicada também pela selecéo dos
casos, uma vez que todos eram de alto grau e musculo-invasivos, sendo que 76%

atingiam até planos extravesicais.

Quanto ao estadiamento, 24,0% dos casos foram classificados como pT2
(invasivos até o musculo detrusor) sendo que os demais (76%) invadiam até
compartimentos extravesicais, com 51,5% classificados como pT3 (atingindo até o tecido
adiposo perivesical) e 24,6% classificados como pT4 (invadindo 6rgdos adjacentes),
sendo que apenas uma paciente feminina foi classificada com pT4b, por invasdo da
parede pélvica. Tilki et al. (69) em um universo de 4257 cistectomias radicais de 12
instituicbes internacionais encontraram 14% de pacientes com estadiamento pT4 e em
analise multivariada, o género feminino, margem de partes moles positiva, presenca de
invasédo linfovascular, subestadiamento pT4b e acometimento linfonodal foram fatores

preditivos independentes de recorréncia e mortalidade cancer especifica nestes casos,
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mostrando que mesmo em doencas localmente avancadas, a presenca destes outros
fatores de mal progndstico conhecidos no carcinoma vesical influenciam a sobrevida

deste grupo de pacientes.

Das 53 pacientes do sexo feminino desta série, 10 (18,8%) apresentaram invasao
dos 6rgaos genitais pelo carcinoma urotelial vesical (estadiamento pT4), sendo o utero
0 6rgdo mais acometido, seguido da vagina. Estudo de Choi et al. (70) mostrou uma
menor propor¢do de envolvimento dos 6rgédos genitais femininos em cistectomias por
carcinoma urotelial (11 dentre 112 pacientes coreanas; 9,8%), porém os critérios de
selecdo foram diferentes dos nossos, com 33 das 112 pacientes apresentado
estadiamentos pTO, pTa, pTis e pT1, categorias que foram excluidas do nosso trabalho.
Considerados apenas os casos de estadiamentos pT2, pT3 e pT4, a propor¢cao de
envolvimento de O6rgads genitais femininos naquele estudo sobe para 13,9%,
assemelhando-se com os achados em nossa série. Destaca-se ainda que no estudo
coreano, o Utero foi o 6érgdo mais acometido, seguido da vagina, como observado
também nos nossos casos. Em outra série com 411 pacientes com carcinoma urotelial
vesical, 20 (7,5%) apresentaram comprometimento dos 6érgaos reprodutivos femininos,
porém a casuistica também englobou 37,9% de pacientes com estadiamento inferior a
pT2 e o 6rgdo mais acometido foi a vagina, seguido do acometimendo de mudltiplos

orgaos femininos simultaneamente (71).

Nos pacientes masculinos, além da bexiga, a prOstata e as vesiculas seminais
sdo também retiradas na cirurgia e suas analises anatomopatolégicas devem ser
realizadas ndo so para avaliar se ha invasdo do carcinoma urotelial no estroma prostatico
e nas vesiculas, mas também para avaliar a presenca de adenocarcinoma prostatico
concomitante. Dos 130 pacientes masculinos da nossa casuistica, 35 (26,9%)
apresentaram invasao da prostata e/ou das vesiculas seminais pelo carcinoma urotelial.
Em revisdo de 214 cistoprostatectomias radicais, Shen et al. (72) detectaram que 32%
dos casos apresentavam envolvimento prostatico, que impactou significativamente na
sobrevida global. May et al.(73) mostraram ainda que o acometimento concomitante da

vesicula seminal nestes casos piora a sobrevida cancer especifica.
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A ocorréncia de adenocarcinoma prostatico concomitante em produtos de
cistoprostatectomia radical € amplamente variavel, ocorrendo entre 6,8% até 49,6% dos
casos (74-79). Em nossa série, esta segunda neoplasia foi observada em 34,6% dos
pacientes, proporcdo parecida com a encontrada por Bruins et al. (79) que
diagnosticaram adenocarcinoma prostatico em 37,9% dentre 1476 homens submetidos
a cistectoprostatectomia por carcinoma urotelial vesical. Incidéncia um pouco menor foi
encontrada por Pignot et al. (77) que em estudo com 4299 pacientes de vinte e cinco
centros franceses num periodo de 16 anos, diagnosticaram adenocarcinoma prostatico
em 21,7%, sendo que em 90,1% dos casos a neoplasia era confinada a prostata
(estadiamento pT2), com apenas 9,9% de casos localmente avancados (estadiamento
maior ou igual a pT3). Além disso, no seguimento, houve recorréncia do carcinoma
prostatico em apenas 1,9% dos casos e ndo houve nenhum Obito relacionado ao
adenocarcinoma. Na presente casuistica houve também uma propor¢do muito menor de

adenocarcinomas prostaticos localmente avancados (apenas 5 dos 45 casos).

O menor indice de adenocarcinoma prostatico em cistoprostatectomias, de 6,8%,
foi observado em uma série de 504 pacientes chineses, na qual também a maioria dos
casos eram Orgao-confinados (estadiamento pT2), sem impacto na sobrevida dos
pacientes (74). Além da influéncia da raca, com maiores propor¢des de adenocarcinoma
prostatico em pacientes ocidentais, ha também influéncia da idade nestes altos indices,
visto que o carcinoma da bexiga ocorre em pacientes entre a sexta e sétima décadas de
vida, e a prevaléncia do carcinoma prostatico também aumenta conforme a idade, o que
€ observado em estudos de autdpsias (80). Diferentes formas de representacao
histolégica da prostata (inclusdo parcial versus total) também influenciam esta
variabilidade (81) e, nos nossos casos, a representacdo da prostata foi parcial (com
inclusdo de toda a regido posterior e inclusdo parcial da regido anterior nos casos do
ICESP e com inclusdo de toda a zona periférica posterior e anterior nos casos do
CICAP/HAOC). No entanto, independentemente do método de representacdo da
préstata nestas cistoprostatectomias, € fundamental que seja sempre seguido um
protocolo, visando o correto e preciso diagnéstico dos dois carcinomas. A coexisténcia

de adenocarcinoma prostatico e carcinoma urotelial vesical € altamente intrigante,
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devendo estudos futuros abordar mais especificamente esta comorbidade nesta nossa

casuistica.

Linfonodos foram avaliados em 172 dos 183 casos, e destes, 76 (44,2%)
apresentaram metastase, sendo que 31,6% deles apresentaram apenas um linfonodo
acometido e outros 30,3% apresentaram mais de seis linfonodos acometidos. Em estudo
de Tarin et al. (82), 19% dos 591 pacientes submetidos a cistectomia apresentavam
metéstases linfonodais e em analise multivariada, o nimero de linfonodos positivos foi
associado a mortalidade cancer especifica. A menor propor¢cdo de metastases em
comparacao com a nossa série pode ser explicada pela sele¢éo dos casos, uma vez que
mais da metade (52,7%) daqueles casos ndo eram musculo invasivos (estadiamento
inferior a pT2) e aqueles mesmos autores demonstraram que para este grupo de

pacientes, foram encontradas apenas 6% de metastases.

Dos 76 casos com metastase linfonodal, 40,8% apresentaram extensao
neoplasica extranodal. Propor¢cdo semelhante foi observada por Fajkovic et al. (83) que
em analise retrospectiva de 748 pacientes submetidos a cistectomia radical com
linfadenectomia por carcinoma urotelial que apresentavam metastase linfonodal, 50,1%
exibiram extensdo extranodal, que foi fator preditivo independente de recorréncia e

mortalidade cancer especifica.
5.1.1 Caracterizacédo das variantes histologicas

O presente estudo valorizou a andlise das variantes histolégicas como um dos
possiveis indicadores de caracteristicas individuais, interessando-nos especialmente sua
distribuicdo eventualmente heterogénea nos diversos sitios da apresentacdo da
neoplasia.

Em 63,4% dos casos, alguma variante histologica foi observada. Em estudos
publicados previamente, esta porcentagem variou entre 7% e 81% dos casos (65, 66,
84-89). Diferentes critérios de sele¢cdo dos pacientes, metodologia variavel de
representacdo histoldégica dos tumores, tipo de material utilizado para a andlise

(resseccao transuretral ou cistectomia), a presenca ou ndo de revisao histopatologica
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com critérios definidos para a pesquisa e realizada por uropatologista experiente podem
explicar esta ampla variacao (66).

Neste estudo, todas as laminas de todos os casos foram revisados pela pés-
graduanda e a analise foi baseada no produto de cistectomia, com representacdo média
de 8,9 (2 a 19) blocos de tumor vesical por caso. Ressalta-se também que qualquer
porcentagem de variante histolégica no total do tumor foi considerada valida, justificando
o0 alto indice encontrado.

Foram ao todo aqui observadas 14 diferentes variantes, sendo a escamosa a mais
comum, seguida da micropapilifera. Resultados parecidos foram obtidos por
Domanowska et al. (85) que ao revisarem 93 cistectomias sem quimioterapia
neoadjuvante e com estadiamento patologico entre pT2 e pT4, baseados em critérios de
selecdo semelhantes aos nossos, observaram variantes histologicas em 81% dos casos,
sendo caracterizadas 11 diferentes variantes, predominando também a escamosa,
seguida da microcistica e da micropapilifera. Naquele estudo, a variante deveria ocupar
a partir de 6,5% da extensao tumoral em pelo menos uma lamina, critério estabelecido

em estudo prévio do mesmo grupo de pesquisadores (90).

Monn et al. (87) em revisdo de 624 pacientes submetidos a cistectomia,
encontraram 9 diferentes variantes histol6gicas em 26% dos casos, sendo a escamosa
a mais comum, também seguida da micropapilifera. Ndo foi estabelecida uma
porcentagem minima de variante histolégica, uma vez que Monn et al. (87), assim como
nds, também assumiram que qualquer componente de variante histolégica no tumor
poderia guiar os resultados patolégicos. A menor proporcao de variantes histolégicas em
alguns estudos pode em parte ser explicada pela inclusdo de casos com estadiamento
inferior a pT2, devendo-se considerar que a maior parte das variantes histolégicas sao
observadas em tumores musculo-invasivos (estadiamento patoldgico igual ou maior que
pT2). Tal explicacdo levanta a hipétese de que o desenvolvimento das variantes
histol6gicas seria uma etapa mais tardia, refletindo a progressiva heterogeneidade

acumulada na progressao da neoplasia.
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Em revisdo de 485 pacientes submetidos a cistectomia radical sem quimioterapia
ou radioterapia neoadjuvantes, Soave et al. (65) observaram 5 diferentes variantes
histologicas em 19,8% dos casos, sendo a escamosa a mais comum, seguida das
sarcomatoide, pequenas células, glandular e micropapilifera, em ordem decrescente.
Aquele trabalho também incluiu casos ndo musculo-invasivos (estadiamento patolégico
inferior a pT2) e casos com componente de carcinoma de pequenas células, que foram
excluidos da nossa andlise, uma vez que a OMS (6, 13) recomenda que qualquer
componente de pequenas células no carcinoma urotelial, mesmo que focal, seja
diagnosticado como “carcinoma de pequenas células”, outra entidade patolégica que
apresenta pior progndstico e tratamento diferente. Ao comparar 0S casos compostos
apenas por carcinoma urotelial convencional versus aqueles com variantes histolégicas
agueles autores observaram associacdo com o género feminino (assim como nés) e com
estadiamento avancado, uso de quimioterapia adjuvante, além de menos presenca de
CIS concomitante. Além disso, presenca de variantes histoldégicas ndo impactou na
sobrevida livre de recorréncia, porém impactou na sobrevida cancer especifica, que foi
pior em pacientes com variantes em analise univariada. Ja em analise multivariada, nem
a presenca, nem a extensdo da variante histoldgica no tumor afetou as sobrevidas livre
de recorréncia ou cancer especifica. Na nossa casuistica, apenas a sobrevida global
mostrou-se pior para pacientes com variantes histoldgicas, sendo que as sobrevidas livre

de doenca e doenca especifica ndo foram impactadas pela presenca de variantes.

Ao analisar o produto de cistectomia radical em 1983 pacientes provenientes de
cinco centros de referéncia internacionais sem quimio ou radioterapia neoadjuvantes,
Xylinas et al. (66) contabilizaram 6 diferentes variantes histolégicas em 24,6% dos casos,
sendo a escamosa também a mais comum, seguida da glandular. A inclusdo de casos
nao musculo-invasivos e a falta de revisao patoldgica centralizada pode justificar a menor
proporcdo de variantes nesta casuistica, que também incluiu casos com a variante de
pequenas ceélulas. Aqueles autores mostraram que a presenca de variantes histologicas
foi associada a estadiamento avancado, metastase linfonodal, margem cirdrgica positiva,
uso de quimioterapia adjuvante, invasdo linfovascular (como na nossa casuistica), e
menos CIS concomitante. Além disso, pacientes com variantes histolégicas (excluindo-

se a variante escamosa) apresentaram um risco significativamente maior de recorréncia
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e mortalidade céancer-especifica quando comparados com aqueles pacientes com
carcinomas urotelias puros (sem variantes) ou com aqueles que apresentaram variante
escamosa, em analise univariada. No entanto, em analise multivariada, a presenca de

variantes histolégicas ndo afetou a recorréncia nem a sobrevida cancer-especifica.

Ressalta-se ainda o estudo de Chen et al. (91) que, em metanalise contendo 13
pesquisas totalizando 1823 casos com variantes e 7710 casos controle relataram que a
presenca de variantes histoldgicas ndo representou fator de pior progndstico nos

pacientes submetidos a cistectomia radical.

O estudo das variantes histoldgicas traz a luz a presenca de um contingente nao
desprezivel de casos apresentando mais de uma destas variantes, o que podera vir a
ser compreendido como expressdao morfolégica de heterogeneidade tumoral, com
eventuais reflexos progndésticos. No presente estudo, 24 casos (20,7% dos 116 casos
com variantes histolégicas) apresentaram duas variantes histoldgicas, além das areas
de carcinoma urotelial convencional e outros dois casos apresentaram mais de duas
variantes. Esta heterogeneidade intratumoral foi também observada na casuistica de
Domanowska et al. (85) na qual 20 casos (26,6% dos 75 casos com variantes
histol6gicas) apresentaram duas variantes e outros 14 casos (18,6% dos 75 casos com
variantes histoldgicas) apresentaram mais de duas variantes. Nos outros estudos, houve
uma proporcdo menor, porém expressiva de tumores mistos (mais de uma variante
histolégica por caso), que variou entre 10% e 14% dos casos com variantes (66, 87, 92,
93), e no entanto, estes autores nao explicitam quais variantes apareceram
concomitantemente, e, no nosso estudo, a combinacdo mais comum foi a variante

escamosa associada a sarcomatoide.

No presente estudo, assim como em outras séries de casos, a variante escamosa
foi a mais comumente observada (presente em 26,8% dos 183 casos), e a sua presenca
e relatada em 10,9% até 60% dos carcinomas uroteliais (65, 66, 85-87, 92, 93). Em nosso
estudo, a variante escamosa mostrou-se associada a tumores com tamanho maior, com
mais necrose tumoral, com a presenca de outra variante histolégica no tumor
(sarcomatoide), com encontro de variante histologica na metastase linfonodal, além de

menos CIS e menos multifocalidade. Xylinas et al. (66), ao comparar 1495 carcinomas
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uroteliais puros com 227 carcinomas uroteliais exibindo variante escamosa, mostrou que
estes Ultimos apresentaram associagdo com estadiamento mais avancado, metastase
linfonodal, invasao linfovascular, margem cirdrgica positiva e, assim como no Nosso

caso, menos CIS associado.

Resultados similares, porém em casuistica menor, foram obtidos por Minato et al.
(94) em analise de cistectomias radicais com carcinomas uroteliais masculo-invasivos,
gue ao comparar 20 casos com variante escamosa com 81 carcinomas uroteliais puros,
mostrou que agueles com variante escamosa apresentaram mais estadiamento pT3,

invasao linfovascular e metastase linfonodal.

No presente estudo, ndo evidenciamos diferencas significativas nas sobrevidas
livre de doenca, doenca especifica e global na comparacéo entre casos com e sem a
presenca da variante escamosa, 0 que poderia decorrer da sele¢cdo, como critério de
inclusdo, apenas dos casos de carcinomas uroteliais de alto grau, classe em que
sistematicamente se inserem 0s casos de variante escamosa. Este achado é
corroborado por outros estudos similares prévios, como de Xylinas et al. (66) e de Soave
et al. (65) que também ndo mostraram diferencas significativas nas sobrevidas livre de
recorréncia e cancer especifica na comparacdo entre casos com variante escamosa e

0s carcinomas uroteliais puros.

Sefik et al. (95), analisando 146 cistectomias radicais por carcinoma urotelial
musculo-invasivo, das quais 17 apresentaram variante escamosa, também nao
mostraram diferencas nas sobrevidas global e cancer especifica. J& o estudo de Minato
et al. (94), embora também com casuistica menor, mas formada apenas por carcinomas
uroteliais musculo-invasivos, mostraram que as sobrevidas livre de recorréncia e global
em 5 anos foram menores para pacientes com variante escamosa, € em analise

multivariada, a presenca da variante escamosa foi associada a menor sobrevida global.

A variante glandular, presente entre 6 e 18% dos carcinomas uroteliais vesicais
(96), foi a principal variante histoldgica em 7,7% da nossa série de casos e acredita-se
gue também esteja associada a um pior progndéstico, porém, o pequeno numero de casos

impede conclusdes definitivas (86).
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Ao analisar as cistectomias radicais de 2444 pacientes, Mitra et al. (97)
encontraram 141 casos com variante escamosa, 97 com variante glandular e 21 com
associacao das variantes escamosa e glandular. Ao comparar tais casos com 0s que
apresentavam apenas carcinoma urotelial convencional, pareando todos quanto ao
estadiamento, terapias intravesical, neoadjuvante e adjuvante, além de dados
demograficos como idade, género e raca, ndo observaram diferencas significativas nas
sobrevidas livre de recorréncia e global entre os casos com estas variantes e 0s
respectivos controles pareados. No entanto, foi observado que casos com variantes
escamosa e glandular apresentavam estadiamentos mais avancados, o que explica o

seu curso clinico mais agressivo.

Na comparagdo entre 827 carcinomas uroteliais puros com 186 carcinomas
uroteliais exibindo variantes escamosa, glandular ou as duas simultaneamente, Kim et
al. (98) também mostraram nao haver diferencas significativas nas sobrevidas cancer
especifica e livre de recorréncia, e, em andlise multivariada a presenca destas variantes
nao foi associada ao aumento do risco de 6bito pelo carcinoma vesical. No entanto, casos
com estas variantes apresentaram mais doenca extravesical e mais metastases

linfonodais.

A variante micropapilifera, a segunda mais encontrada na presente série de casos
(principal variante histolégica em 29,3% dos casos), foi relatada em outros estudos em
0,7% até 21% dos casos (66, 85-87, 92, 93). Ha evidéncias de que esta configuracdo
peculiar de carcinoma seja derivada de um clone mais agressivo de células neoplasicas,
pois estes tumores sdo invariavelmente de alto grau, geralmente de alto estadio e
frequentemente associados a invasédo linfovascular, como também observado nesta
casuistica (20). Além da associacdo com invasao linfovascular, a presenca da variante
micropapilifera em nossos casos foi associada a multifocalidade, CIS concomitante,
margem cirargica positiva, metastase linfonodal e variante histolégica na metastase
linfonodal, e, inversamente, a auséncia desta variante foi associada a tumores com

tamanho maior e com a presenca das variantes escamosa e sarcomatoide.

Apenas 4,5% das 624 cistectomias revisadas por Monn et al. (87) apresentaram

variante micropapilifera, que apresentaram mais margens positivas e mais metastases
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linfonodais, como nos nossos casos, além do dobro de risco de 6btito por qualquer causa
guando comparados aos casos com carcinoma urotelial convencional ou demais

variantes.

Em nossa casuistica, os casos contendo a variante micropapilifera apresentaram
sobrevidas doenca especifica e global menores que as dos pacientes sem esta variante,
0 que é corroborado pelo estudo de Kamat et al. (99) que ao revisar 100 casos
consecutivos exibindo esta variante no MD Anderson Cancer Center, concluiu que o
prognostico desta variante € desfavoravel, com sobrevida global em 5 e 10 anos de 51%
e 24%, respectivamente. Os autores demonstraram ainda que a imunoterapia
intravesical com bacilo Calmette-Guérin é ineficaz para este subtipo de neoplasia, uma
vez que na maioria dos pacientes houve progressao da doenca e até alguns que
desenvolveram doenca metastatica, o que alterou a conduta de tratamento naquele
servico, que passou a realizar cistectomias precoces, mesmo para casos sem invasao

da camada muscular propria (99), o que é motivo de debate até os dias atuais (96).

Em estudo comparando 33 casos exibindo variante micropapilifera com outros
1347 casos de carcinoma urotelial puro submetidos a cistectomia, Fairey et al. (100)
demonstraram que apesar de casos com esta variante estarem associados a
estadiamentos clinico e patolégico mais avancados, ndo houve diferencas nas
sobrevidas livre de recorréncia e global em analises uni e multivariadas. No entanto,
assim como no nosso estudo, foi demonstrada associagcédo da variante micropapilifera

com multifocalidade.

Metandlise de Abufaraj et al. (101) analisando sete pesquisas contendo mais de
50 participantes, num total de 838 pacientes submetidos a cistectomia, mostraram que
dentre os pacientes com variante micropapilifera, 84% eram masculinos, 53%
apresentaram estadiamento maior ou igual a pT3, 51% tinham invasao linfovascular e
43% apresentavam metastases linfonodais, e, na comparac¢ao com carcinomas uroteliais
puros, ndo houve diferencas significativas nas sobrevidas livre de doenga, cancer
especifica e global, ressaltando-se o nivel intermediario a elevado de viés devido a

heterogeneidade dos estudos incluidos na analise.
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Uma vez que a associagdo desta variante com doenc¢a musculo invasiva é alta,
diante de amostra superficial contendo a variante micropapilifera sem representacdo da
camada muscular prépria, Amin (20) recomenda que o patologista possa sugerir re-

bidpsia para nova avaliacao e melhor estadiamento.

Publicacdes prévias mostram que a variante sarcomatoide foi observada em 0,2%
até 11% dos casos (66, 86, 87, 92, 93). No presente estudo, esta foi a terceira variante
mais observada, sendo a predominante em 9,4% dos casos. Embora relativamente rara,
€ mais comum que 0s sarcomas primarios da bexiga e o progndstico destes tumores
com e sem elementos heterélogos é similar (20). Estudos moleculares mostraram uma
origem clonal comum dos componentes carcinomatosos e sarcomatoides (102, 103) de
modo que esta transformagédo sarcomatoide representaria uma etapa final comum da
diferenciacdo urotelial (49). Além disso, neoplasias com componente sarcomatoide
frequentemente exibem metéstases linfonodais ou a distancia e apresentam prognostico
ruim (20, 86) e quando comparados com carcinomas uroteliais puros, 0s pacientes se
apresentam com estadiamento mais avangado e possuem alto risco de ébito pela doenca
(104).

A variante plasmocitoide, caracterizada como a principal variante histolégica em
6,9% da nossa casuistica, foi observada em outros estudos em 0,4% até 4% dos casos
(66, 87, 92, 93). E uma variante rara e agressiva que geralmente coexiste com carcinoma
urotelial convencional ou carcinoma “in situ” (96). Apenas 4,0% das 624 cistectomias
revisadas por Monn et al. (87) apresentaram variante plasmocitoide, e assim como a
variante micropapilifera, apesar de uma menor proporcdo de casos, 0S autores
observaram que estes casos apresentavam estadiamento mais avancado, margens
positivas e mais metéstases linfonodais, além do dobro de risco de 6btito por qualquer
causa quando comparados aos casos com carcinoma urotelial convencional ou demais

variantes.

Na comparacao entre 30 carcinomas uroteliais exibindo variante plasmocitoide
com outros 278 carcinomas uroteliais sem variantes histolégicas na cistectomia,
Kaimakliotis et al. (105) demonstraram que 0S casos com variante plasmocitoide

apresentaram estadiamento mais avancado (pT3/pT4), mais linfonodos positivos e mais
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margens cirlrgicas positivas e piores sobrevidas global e cancer especifica, concluindo
gue qualquer evidéncia desta variante na resseccéo transuretral pode justificar uma

terapia mais agressiva.

Estudo recente de Li et al. (106) comparando 98 casos com variante plasmocitoide
com 1312 carcinomas uroteliais puros na cistectomia, mostrou gque casos com esta
variante apresentaram estadiamento mais avancado, mais linfonodos positivos e cinco
vezes mais margens cirdrgicas de partes moles positivas. Além disso, a sobrevida global
foi menor em analise univariada, porém a significancia estatistica ndo foi mantida na

analise multivariada, quando ajustados os parametros clinico-patoldgicos.

A variante de células claras (ricas em glicogénio) observada em 8 dos nossos
casos, ocorre tipicamente em tumores de alto grau, e os principais diagndsticos
diferenciais incluem adenocarcinoma de células claras, carcinoma de células renais
metastatico e invasdo secundéaria de adenocarcinoma prostatico na bexiga, sendo que
nestes casos, o0 estudo imuno-histoquimico se faz necessario (20). Mai et al. (107) ao
analisarem 10 casos exibindo a variante de células claras num universo de 872
carcinomas uroteliais e ao revisarem a literatura concluiram que esta variante ocorre
predominantemente em homens, apresentam um curso clinico agressivo com rapida
progressédo para estadiamento pT3, com metastases e 0bito em 50% dos pacientes em

seguimento médio de 20 meses.

A maioria dos carcinomas uroteliais invasivos sdo diagnosticados com relativa
facilidade do ponto de vista histologico devido a suas Gbvias atipias citoldgicas e seu
padrdo infiltrativo. No entanto, nos ultimos anos, h4 uma crescente atencao para algumas
variantes, como ninhos, padrédo invertido/papiloma invertido-simile e microcistica,
identificadas em apenas 3, 2 e 1 casos, respectivamente, na nossa casuistica, que por
apresentarem poucas atipias ctiolégicas, podem ser confundidas com lesdes nao
neoplasicas da bexiga. Diante da variante ninhos deve-se excluir, por exemplo, a
possibilidade de hiperplasia/proliferacdo de ninhos de von Brunn. Na variante
microcistica deve-se excluir cistite cistica/glandular, e diante da variante com padréo
invertido/ papiloma invertido-simile deve-se excluir um papiloma invertido, sobretudo em

bidpsias ou ressecc¢des superficiais (20).
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Wasco et al. (108) em uma série de 30 casos contendo a variante ninhos mostrou
gue a sua presenca, quando comparada com carcinomas uroteliais convencionais puros
foi associada a doenca musculo-invasiva na ressecao transuretral, doenca extravesical
na cistectomia e presenca de metastases. Linder et al. (103) ao revisarem 52
cistectomias radicais apresentando a variante ninhos, mostraram que apesar de ela estar
associada a doenca localmente avancada (estadiamentos pT3-pT4) e a metastase
linfonodal, ao comparar com casos de carcinoma urotelial convencional pareados quanto
a caracteristicas clinico-patologicas ndo houve diferencas significativas nas sobrevidas

livre de recorréncia e cancer especifica em 10 anos.

Ja a variante linfoepitelioma-simile, observada em apenas dois casos neste
estudo, deve ser reconhecida uma vez que, quando encontrada em sua forma pura,
geralmente responde a quimioterapia como tratamento primario. No entanto, quando
esta variante € observada como componente de carcinoma urotelial convencional, o
progndstico é similar ao do carcinoma urotelial convencional puro, e seu progndstico
depende do estadiamento. Também nao ha associacdo desta variante com o virus

Epstein-Barr, como ocorre em outros sitios anatémicos (20, 109).

Em apenas um caso foi identificada a variante micropapilifera superficial, que nao
estd associda a um comportamento mais agressivo como observado na variante
micropapilifera invasiva (110). Atualmente é reconhecido que um carcinoma ndo musculo
invasivo e até mesmo um carcinoma urotelial “in situ” podem apresentar arquitetura
micropapilifera-simile, semelhante ao carcinoma seroso ovariano, porém deve-se ter
cautela para reportar esta caracteristica, uma vez que estes casos nao devem ser

classificados como carcinomas micropapiliferos (96).

A variante exibindo caracteristicas cordoides foi caracterizada em um caso e
estudos prévios mostram que ela sempre ocorre associada ao carcinoma urotelial
convencional, o fendtipo imuno-histoquimico caracteriza origem urotelial e a
agressividade parece estar relacionada ao estadiamento avangado dos casos nos quais
ela ocorre, salientado-se a importancia do diagnéstico diferencial desta variante com

adenocarcinomas primarios ou secundarios envolvendo a bexiga (47, 96).
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Um caso da nossa série exibiu variante trofoblastica, caracterizada pela presenca
de células gigantes sinciciotrofobasticas, produtoras de beta-HCG, e a presenca destas
células é relatada em 28 a 35% dos carcinomas uroteliais. O numero destas células
reativas para beta-HCG € associado a grau e estadiamento avancados e em pacientes
com metéstases, a elevacdo do beta-HCG sérico tem sido relacionada a uma resposta

pobre a quimioterapia (96).

A variante lipoidica/lipoblastos-simile observada também em apenas um caso €
geralmente vista associada a componente de carcinoma urotelial convencional ou
misturada a outras variantes e o estudo imuno-histoquimico confirma a origem urotelial,
e a microscopia eletronica confirma a presenca de lipides no citoplasma (96). Lopez-
Beltran et al. (111) em estudo com 27 casos, mostrou padrdes idénticos de perda da
heterozigosidade entre as areas com esta variante e areas de carcinoma urotelial

convencional, sugerindo uma origem clonal comum.

Apesar de critérios patolégicos bem estabelecidos para a caracterizacdo das
variantes histologicas, os diagndsticos permanecem desafiadores na pratica diaria,
sendo frequentemente necesséria a consulta de um patologista especializado. Diante
disso, o estudo imuno-histoquimico pode ser utilizado para confirmar o diagnéstico das
variantes e reduzir a frequente variabilidade interobservador existente. Outro fator de
confusdo pode ser o fato de que parte dos pacientes pode apresentar diversas variantes
simultaneamente, como discutido acima, provavelmente devido a um processo de
transdiferenciacdo, como observado também em outros 6rgaos e, deve-se ter em mente
gue o fendtipo destas variantes histologicas provavelmente reflete uma diversidade da

composicdo molecular daquela neoplasia.

Nos ultimos anos, o aumento do reconhecimento e o entendimento clinico destas
entidades abriu um novo paradigma no manejo do cancer de bexiga, baseado no
entendimento atual de como variantes histoldgicas distintas podem afetar o prognostico
do paciente e esta nova abordagem tem impactado no processo de selecao terapéutica.
Portanto, a identificagdo das variantes do carcinoma urotelial tem importantes
implicacdes clinicas pois um erro diagnoéstico pode resultar em tratamentos improprios

ou desnecessariamente agressivos (96).
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5.1.2 Caracterizagao das variantes histolégicas nas metastases linfonodais

A presenca de variantes histologicas foi reconhecida em 40,7% das metastases
linfonodais nesta série de casos, sendo a variante micropapilifera a mais encontrada
nestas metastases. Rice et al. (89) que ao revisarem as cistectomias de 57 pacientes
gue apresentavam metastases linfonodais, verificaram que os carcinomas vesicais que
continham as variantes micropapilifera, plasmocitoide e células claras apresentaram as
mais altas taxas de metastases linfonodais. Além da variante micropapilifera ter sido a
mais observada nas metastases linfonodais, como na nossa casuistica, 88% dos casos
gue apresentaram tal variante na metastase também a apresentavam no tumor primario
vesical. Comportamento semelhante foi detectado quanto a variante de células claras,
encontrada nos tumores primarios de todos os casos que também a apresentavam nas

metastases.

Diante disso, Rice et al. (89) concluiram que as variantes micropapilifera e células
claras sdo as mais agressivas em termos de disseminacéo linfatica, uma vez que elas
foram as variantes mais frequentemente encontradas nos linfonodos, mesmo quando
estas variantes ndo eram predominantes no tumor primario da bexiga. Por outro lado,
Rice et al. mostraram que, mesmo que a presenca de variante plasmocitoide no tumor
primario esteja associada a alta taxa de metastase linfonodal, esta variante foi
reconhecida em apenas 52,9% das metastases. Na nossa série, apenas um caso exibiu

variante plasmocitoide na metastase.

Destaca-se ainda que em todos 0S NnoOSSOS casos, exceto um, a variante
histolégica detectada na metastase também estava presente no tumor primario. De outra
parte, a heterogeneidade intermetastatica quanto a variantes pareceu-nos pequena,
detectada por nés em apenas cinco casos, dois que exibiram as variantes micropapilifera
e escamosa, outros dois que exibiram as variantes sarcomatoide e escamosa e um caso
gue exibiu cinco diferentes variantes nas metastases linfonodais, coincidentes com as
mesmas cinco variantes detectadas no tumor primario vesical. Alinhados com a hipétese
de que o surgimento de variantes reflita heterogeneidade tumoral possivelmente
ocorrendo tardiamente na progressdo do tumor primario, especulamos aqui a

possibilidade de que as metastases venham a corresponder a sub-clones derivados dos
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tumores primarios mas que evoluam com curso proprio, e que s6 mais tardiamente
desenvolveriam sua propria heterogeneidade. Tal hipotese tem paralelismo com recente
publicacdo de Martins-Filho et al. (112) que, em nosso laboratdrio, compararam aspectos
da heterogeneidade em amostras primarias de carcinoma hepatocelular com as

respectivas metastases pulmonares.

No nosso estudo observamos ainda que os pacientes que apresentaram variantes
histolégicas nas metastases linfonodais tiveram pior sobrevida global quando
comparados aos pacientes sem variantes nas respectivas metastases. Ja nas sobrevidas
livre de doenca e cancer especifica ndo houve diferencas significativas. Nao

encontramos na literatura outros trabalhos que abordem este tema, para comparacao.

A analise conjunta dos nossos presentes achados e das evidéncias disponiveis
na literatura corrobora a recomendacdo de Amin (20) para que o patologista cirdrgico
esteja ciente deste potencial de diferenciacdo multidirecional do carcinoma urotelial, uma
vez que a correta caracterizacdo pode ter implicacbes diagnosticas, terapéuticas e
prognodsticas. Acrescentamos ainda que a presenca das variantes histolégicas deva ser
documentada no relatério anatomopatoldgico, pois tumores metastaticos costumam
continuar exibindo seu padrao histoldgico distinto, como observado neste estudo, e saber

da existéncia da variante facilita a associacdo da metastase com o tumor primario.
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5.2 Estudo imuno-histoquimico, caracterizacdo de perfis imuno-
histoquimicos relacionados aos subtipos moleculares do carcinoma

urotelial e sobrevida

Estudos moleculares realizados nos ultimos anos analisando o perfil de expressao
génica dos carcinomas da bexiga identificaram ao menos 5 subtipos, sendo a divisdo
entre basais e luminais a mais fundamental (113). Estes dois subtipos sao
compreendidos como extremos opostos hum espectro de alteracdes genéticas. Apesar
das diferentes nomenclaturas usadas pelos diversos grupos que estudaram este tema,
hd uma marcada concordancia nos subtipos moleculares, sugerindo caracteristicas

biol6gicas comuns entre os tumores de um mesmo subtipo.

Uma vez que o tratamento sistémico para o carcinoma urotelial da bexiga é
limitado a quimioterapia baseada em cisplatina h& véarias décadas, com poucos
progressos neste periodo, estes novos estudos trazem a perspectiva de novas e mais
individualizadas opc¢des terapéuticas, com base nas vias moleculares alteradas em cada
subtipo molecular, gerando a expectativa de melhora da qualidade de vida e da sobrevida
destes pacientes (113).

Os subtipos moleculares propostos para o carcinoma urotelial recordam aqueles
estabelecidos para o carcinoma mamario, para o qual os padrées de expressao génica
nos ultimos 15 anos resultaram na descoberta de quatro subtipos (luminal A, luminal B,
hiperexpressdo de HER-2 e basal), que apresentam diferentes respostas a terapia
enddcrina, terapia anti-HER2 ou quimioterapia. Estes subtipos do cancer de mama
atualmente séo diagnosticados por conveniente aproximag¢ao com a expressao imuno-
histoquimica tecidual com apenas quatro marcadores (receptores de estrogeno e
progesterona, HER2 e Ki-67). Estes achados revolucionaram o tratamento do carcinoma
mamario e um impacto similar pode ser esperado para o carcinoma vesical, uma vez que

subtipos moleculares muito parecidos foram identificados (114).

Partindo dos novos conceitos adquiridos destes estudos moleculares prévios (33-
37, 39) e buscando analisar a utilidade da expressdo imuno-histoquimica para estas

subclassificacbes propostas, nos verificamos as associagfes de alguns marcadores
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imuno-histoquimicos relacionados aos subtipos luminal e basal com as diversas
caracteristicas clinico-patolégicas aqui analisadas. Destaca-se ainda que no nosso
estudo as sobrevidas livre de doenca, doenca especifica e global ndo diferiram entre os
trés perfis imuno-histoquimicos caracterizados (basal, luminal e indeterminado) tanto

utilizando a combinacao de CK5/CK20 quanto com a combinagédo de CK5/GATAS.

A presenga de componente papilifero nos casos do subtipo luminal (observada no
nosso estudo pela positividade de CK20) € corroborada pelo estudo do projeto “The
Cancer Genome Atlas” que observou ainda que estes casos exibem mais mutacdes de
FGFR3 (37). Dado que esta mutacdo ocorre na maioria dos carcinomas uroteliais
papiliferos de baixo grau ndo invasivos, a presenca de componente papilifero neste
subtipo luminal de carcinoma mausculo-invasivo sugere que eles possivelmente
representem neoplasias ndo invasivas que progrediram e se tornaram musculo-invasivas
(38).

A associacao da variante micropapilifera com o subtipo luminal, observada no
nosso estudo pela positividade de CK20 e GATA3 e negatividade de CK5 e nos dois
perfis imuno-histoquimicos propostos, foi também observada por Guo et al. (115) que
obtiveram o perfil de expressdo de RNA mensageiro em uma coorte de 43 carcinomas
uroteliais com a variante micropapilifera e compararam com o perfil de outros 89
carcinomas uroteliais convencionais obtido de material fixado em formalina e embebido
em parafina do MD Anderson Cancer Center. Aqueles autores mostraram que, de acordo
com o algoritmo previamente estabelecido pelo mesmo grupo (36), todos exceto um caso
da variante micropapilifera foram classificados como subtipo luminal e no TMA composto
pelos mesmos casos, 0s tumores micropapiliferos foram consistentemente positivos na
imuno-histoquimica para GATA3 e uroplaquina 2 e negativos para CD44 e citoqueratina
14. Além disso, nos 8 casos em que tanto o componente de carcinoma urotelial
convencional quanto o componente concomitante de variante micropapilifera foram
analisados, ambos apresentaram as mesmas alteracdes genéticas e 0 componente de
carcinoma urotelial convencional também foi classificado como subtipo luminal. Na

analise de sobrevida, os carcinomas micropapiliferos que exibiam também expressao
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ativada do gene p53 tipo selvagem foram 0s que apresentaram comportamento mais

agressivo.

A associagéo da variante plasmocitoide com o subtipo luminal, aqui observada
pela positividade de CK20, negatividade de CK5 e nos dois perfis imuno-histoquimicos
propostos, foi sugerida pela primeira vez por Warrick et al. (116) em 2017. Aqueles
autores revisaram 309 carcinomas uroteliais submetidos a cistectomia radical, dos quais
270 eram invasivos e 35% deles exibiam variantes histoldgicas (sendo 19% escamosa;
10% micropapilifera; 3% plasmocitoide e 3% ninhos). A positividade imuno-histoquimica
para FOXAL, escolhido como marcador do subtipo luminal e a positividade imuno-
histoquimica para citoqueratina 14, escolhida como marcador do subtipo basal foram
analisadas em TMAs. Aqueles autores demonstraram que a variante escamosa tende a
ser basal (baixa positividade para FOXAL e alta positividade para CK14) e que a variante
micropapilifera tende a ser luminal (alta positividade para FOXAL e baixa positividade
para CK14), corroborando os nossos achados. As variantes plasmocitoide e ninhos
tendem a expressar altos niveis de FOXAL, sugerindo que elas apresentem
caracteristicas luminais. Porém a pequena amostra e o achado de que metade dos casos
da variante plasmocitoide também expressou altos niveis de CK14 né&o permitiu

conclusoes, indicando serem necessarios novos estudos.

A associac¢ao da variante escamosa com o subtipo basal demonstrada no nosso
estudo pela positividade de CK5, negatividade de CK20 e GATA3 e nos dois perfis
imuno-histoquimicos propostos ja havia sido descrita nos primeiros trabalhos sobre a
classificacdo molecular dos carcinomas uroteliais (34, 36, 37). No trabalho de Choi et al.
(36), o perfil de expresséo génica obtido tanto na coorte com 73 carcinomas musculo-
invasivos em material de resseccao transuretral congelado quanto o obtido em coorte de
validagdo com outros 57 carcinomas uroteliais macrodissecados de material parafinado
mostrou que o perfil basal era enriquecido com caracteristicas escamosas e que as
sobrevidas global e cancer epecificas eram menores nas duas coortes estudadas. Além
disso, aqueles autores realizaram também um TMA contendo 332 carcinomas uroteliais
todos de estadiamento pT3 no qual foram realizados estudos imuno-histoquimicos para

CK5/6 e CK20. Observaram que os niveis médios de expresséo imuno-histoquimica de
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CK5/6 foram significativamente maiores naqueles carcinomas que exibiam variante
escamosa, enquanto que a expressdo imuno-histoquimica de CK20 era maior nos
carcinomas uroteliais convencionais, sendo que a expressao de CK5/6 foi inversamente
correlacionada com a expressao de CK20 em todos os casos. Adam e DeGraff (117)
destacam que apesar de nem todos os tumores classificados como subtipo basal nos
diferentes estudos moleculares exibirem variante escamosa na histologia (e que tumores
com variante escamosa também estavam presentes nos outros subtipos), ha um
significativo aumento da histologia escamosa no subtipo basal, sugerindo que este
fenétipo escamoso é indicativo de caracteristicas moleculares especificas que podem
predizer o eventual desenvolvimento do fenétipo escamoso naqueles tumores que ainda
nao o apresentam e que, além disso, estas alteracBes especificas podem se tornar

potenciais alvos terapéuticos futuros.

O perfil de expressdo génica dos 73 carcinomas uroteliais muasculo-invasivos de
Choi et al. (36) também associou a variante sarcomatoide ao perfil basal, apesar da
pequena amostra (os 3 casos de variante sarcomatoide se enquadraram no perfil basal).,
sendo que na nossa casuistica, esta variante foi associada ao perfil basal pela
negatividade de CK20 e GATAS3 e pelo perfil imuno-histoquimico CK5/GATAS3.

A presenca de metastase linfonodal no nosso estudo foi associada ao perfil
luminal pela negatividade de CK5 e pelo perfil imuno-histoquimico CK5/CK20, o que
pode ser explicado pela presenca da variante micropapilifera neste subtipo, que, como
demonstrando no nosso estudo, apresenta associa¢do com invasdo angiolinfatica e com
metastase linfonodal. Tal hipotese é corroborada por dois estudos realizados pelo MD
Anderson Cancer Center, o primeiro, de Choi et al. (36), mostrou que 23 (40%) dos 57
casos submetidos a cistectomia apresentavam metastase linfonodal e a maioria deles foi
significativamente mais agrupada no subtipo “p53-like”, que representa uma subdiviséo
dos luminais porém com expressao ativada do gene p53 tipo selvagem na comparacao
com os demais subtipos basal e luminal. O segundo estudo mostrou que a variante
micropapilifera (115), além de ser associada ao subtipo luminal, teve 20 dos 43 casos

sendo classificados como “p53-like”.
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A associacdo do género feminino com o subtipo basal, aqui detectada pela
negatividade de GATA3 e pelo perfil imuno-histoquimico CK5/GATAS3, havia sido
primeiramente observada no estudo de Sjodahl et al. (34) que realizou o perfil de
expressao génica em 308 carcinomas uroteliais em amostras de resseccao transuretral
e o subtipo designado “carcinoma de células escamosas-simile” exibiu propor¢do maior
de pacientes femininas, de 1:1, na comparagao com os demais subtipos, proporc¢ao esta
semelhante a do carcinoma de células escamosas primario da bexiga, sugerindo que as
mulheres sdo mais propensas a desenvolver carcinomas uroteliais com fendtipo
gueratinizante/escamoso. Uma proporcdo significativamente maior de pacientes
femininas foi detectada no subtipo basal também no estudo de Damrauer et al. (35) que
analisou o perfil de expressdo génica em tumores de alto grau musculo-invasivos,
sugerindo que esta associa¢do pode em parte explicar a pior sobrevida cancer epecifica
das mulheres em relagdo aos homens ja observada em outros estudos, uma vez que
agueles autores também demonstraram uma pior sobrevida no subtipo basal em relacao
ao subtipo luminal em uma coorte de validacdo com tumores de alto grau musculo-

invasivos mas que continha apenas 38 casos.

Nosso encontro de infiltrado inflamatorio linfocitico tanto peritumoral como
intratumoral mais intenso no subtipo basal, observado no nosso estudo pela negatividade
de CK20 e GATAS, positividade de CK5 e pelo perfil imuno-histoquimico CK5/GATAS3, é
corroborado pelo estudo de Robertson et al. com participagdo do “TCGA Research
Network” (118) que ao avaliarem amostras de 412 carcinomas vesicais musculo-
invasivos em mudltiplas plataformas analiticas observaram que o subtipo basal
demonstrou a mais forte assinatura de expressdo imune, incluindo marcadores de
linfécitos T e genes de inflamacéo, com significativa presenca de infiltrado linfocitico,
sendo possivel que estes casos se beneficiem com a imunoterapia com anti-PD1/PDL1,
recentemente aprovada como tratamento de segunda linha para o carcinoma urotelial
metastatico. Aqueles autores observaram ainda que, em analises multivariadas, as
piores sobrevidas foram observadas nos subtipos neuronal (que agrupa casos de
histologia neuroendécrina) e luminal, obtidos por expressdo de RNA mensageiro, € no
grupo designado 4 por expressao de micro-RNA que é um subtipo dos casos

basais/escamosos.
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Robertson et al. (118) relataram ainda que muitos dos tumores do subtipo basal
apresentaram forte expressdo de genes associados ao CIS, sugerindo que estas
neoplasias poderiam se desenvolver a partir desta lesdo precursora. No nosso estudo,
entretanto, a presenca de CIS avaliada histologicamente, mostrou-se associada ao
subtipo luminal, pela positividade de CK20, negatividade de CK5 e pelo perfil imuno-
histoquimico CK5/CK20).

Dentre as associa¢gfes por nés observadas e ndo encontradas nas referéncias
bibliograficas pesquisadas destacamos tumores maiores, com necrose e com variante
histol6gica ha metastase associados ao perfil basal e a multificalidade associada ao perfil

luminal.

Uma vez que o perfil de expressao génica de Choi et al. (36) mostrou que 0s casos
do subtipo basal também continham biomarcadores mesenquimais e associados a
transicao epitélio-mesénquima, sendo a Vimentina um deles, nds testamos a associacao
da sua expressdo imuno-histoquimica com as caracteristicas clinico-patologicas. No
entanto, a positividade imuno-histoquimica para Vimentina foi associada a
multifocalidade e a variante micropapilifera, esta ultima relacionada ao subtipo luminal,
e 0S casos negativos para Vimentina foram associados a presenca de neoplasia
extravesical e com a presenca da variante escamosa, esta Ultima associada ao perfil

basal, revelando entdo o oposto do esperado.

Damrauer et al. (35) demonstraram que o0s casos do subtipo basal apresentavam
também caracteristicas de células progenitoras-simile e entdo a associacdo da
expressao imuno-histoquimica do fator de transcricdo SALL4 com as caracteristicas
clinico-patolégicas foi testada. No entanto, a positividade para este marcador foi
associada no nosso estudo a linfonodos livres de neoplasia enquanto que a negatividade

foi associada a tumores maiores, também o inverso do esperado.

Esta diferenca entre a expressdo molecular daquela esperada no nivel proteico
foi observada por Sjodahl et al. (119) da Lund University, que ao analisar 307 resseccdes
transuretrais de material parafinado tanto por expressdo de mRNA quanto por imuno-

histoquimica com 28 anticorpos mostraram que ha uma consideravel discordancia entre
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0 subtipo molecular obtido por perfil de expressado génica e o obtido por expressao
proteica por imuno-histoquimica. Aqueles autores ressaltam que os tumores sdo uma
comunidade de células tumorais e ndo tumorais e que a proporcdo destas diferentes
populacdes celulares pode afetar o perfil de expressdo génica, sobretudo nos casos
invasivos que sabidamente induzem uma maior e mais proeminente resposta do tecido
ndo tumoral adjacente, concluindo que possivelmente para uma satisfatéria
subclassificacdo dos carcinomas musculo-invasivos da bexiga seja necessario uma

combinacéo dos resultados destes dois tipos de analise.

Assim como nds, outros autores também procuraram caracterizar os subtipos
moleculares do carcinoma urotelial a partir da imuno-histoquimica. Estudando 222
carcinomas uroteliais do trato urinério superior submetidos a nefroureterectomia, Sikic et
al. (114) realizaram andlise de agrupamento hierarquico baseado na expressao imuno-
histoquimica de sete marcadores que agrupou 23,9% dos casos como subtipo basal
(expresséao aumentada de CK5, EGFR e CD44); 13,1% dos casos como subtipo luminal
(expressao aumentada de CK20, GATAS3, p63 e FOXAl); 60,8% dos casos com
expressdo de nenhum ou poucos marcadores e 2,2% dos casos expressando
marcadores dos dois subtipos. Analisando a combinacdo da expressao de apenas dois
marcadores, com a CK5 representando o marcador de subtipo basal e a CK20
representando o marcador de subtipo luminal, obtiveram 4 grupos, sendo que o grupo
exibindo positividade apenas para CK20 (CK20+/CK5-) apresentou pior sobrevida cancer
especifica quando comparado aos outros trés grupos (CK20-/CK5+; CK20-/CK5- e
CK20+/CK5+). Os quatro grupos também diferiram quanto ao estadiamento patoldgico e
guanto ao grau histolégico, sendo que o grupo de casos com positividade apenas para
CK20 apresentou uma maior proporcao de casos musculo-invasivos na comparagédo com
0S outros trés grupos, o que pode justificar a pior sobrevida. A comparacdo com nossos
achados é prejudicada porque aqueles autores, além de incluirem casos ndo musculo-
invasivos e de baixo grau histologico, ndo avaliaram a presenca de variantes
histologicas, principalmente neste subgrupo com menor sobrevida e a neoplasia é

primaria do trato urinério superior.
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Guo et al. (120) do MD Anderson Cancer Center em p0ster recentemente
apresentado no Encontro Anual USCAP 2019 dividiu 132 carcinomas uroteliais da
bexiga, sendo 98 deles invasivos, em luminais (94 casos), basais (34 casos) e duplo
negativos (4 casos) através de analise de expressdo génica. Aqueles autores
observaram que o estudo imuno-histoquimico para GATA3 como marcador luminal e
CK5 como marcador basal realizado nos cortes histolégicos de rotina destes mesmos
casos identificou o subtipo molecular com mais de 90% de acuracia, demonstrando que
a imuno-histoquimica, de 6timo custo-benefico, pode contribuir para a classificacdo dos

carcinomas uroteliais.

Em metanalise que combinou os resultados do perfil de expressdo génica em
2411 amostras de carcinomas vesicais de 19 bancos de dados publicamente disponiveis,
Tan et al. (121) caracterizaram 6 subtipos moleculares, com caracteristicas
superponiveis aos subtipos caracterizados previamente na literatura. Denominados de
“‘Neural”, “Luminal”, “Papilifero simile”, “Her-2 simile”, “Carcinoma de células escamosas
simile” e “Mesenquimal’, estes subtipos diferiram quanto a sobrevida global média,
sendo que a menor (20,6 meses) foi caracterizada no grupo “Carcinoma de células
escamosas simile” que também apresentou uma maior propor¢cdo de pacientes
femininas, maior propensdo para metastase linfonodal e a distancia, além de mais
variantes escamosa, sarcomatoide e glandular. Ja a variante micropapilifera esteve
presente nos subtipos “Her-2 simile” e “Mesenquimal” e os casos com diferenciacéo
neuroendocrina no subtipo “Neural”. Deve-se considerar no entanto que nesta
metandlise, embora tenham sido utilizados métodos de correcdo estatistica, a grande
variabilidade da amostra, como inclusdo de cerca de 30% de casos ndo musculo-
invasivos, 24% de casos sem estadiamento, 13% de casos de baixo grau histologico
(dentre os quais casos diagnosticados como neoplasia urotelial papilifera de baixo
potencial de malignidade) além de 52% de casos sem anotag&o do grau histolégico e o

uso de diferentes plataformas para obter o perfil génico, pode enviesar os resultados.

Dyrskjot (122) salienta também que a heterogeneidade tumoral acrescenta um
desafio adicional e ainda ndo esta claro o quanto ela afeta nas classificacbes dos

subtipos moleculares e, em Utlima instancia nas decisdes quanto ao tratamento. A maior
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parte dos estudos de carcinoma de bexiga utiliza uma amostra do tumor para representa-
lo e 0 agrupamento em algum subtipo € baseado nesta amostra, uma vez que € provavel
gue existam tumores que de fato pertencam a mais de um subtipo, devido a
heterogeneidade tumoral. No nosso estudo, o carcinoma urotelial exibiu grande
heterogeneidade intratumoral, sob a perspectiva das variantes histologicas, e tal
caracteristica foi considerada na construgdo dos nossos TMAS uma vez que na maioria
dos casos, quatro amostras de tumor provenientes de dois blocos diferentes foram
amostrados, na tentativa de ampliar a representacdo tumoral objetivando minimizar este

efeito.

A heterogeneidade intratumoral dos carcinomas vesicais também foi demonstrada
por Thomsen et al. (123) que ao analisar 0 sequenciamento genético de 17 amostras
provenientes de neoplasia multifocal sendo uma invasiva e demais superficiais e de sua
metastase linfonodal de um paciente, neoplasia multifocal invasiva e de sua recorréncia
local de um segundo paciente e de tumores unifocais invasivos de outros dois pacientes
demonstraram co-existéncia de regides tumorais de perfis basal e luminal nos
carcinomas multifocais. Portanto, se tumores basais e luminais podem responder de
maneiras diferentes aos tratamentos quimioterapicos e imunoterapicos, analises
multiregionais dos tumores podem ser necessarias para identificar os subtipos relevantes

para selecionar o tratamento para cada paciente.

A heterogeneidade intratumoral dos carcinomas da bexiga quanto aos subtipos
moleculares e sua relacdo com a presenca das variantes histolégicas foi estudada
recentemente também por Warrick et al. (124). Tanto o componente de carcinoma
urotelial convencional quanto o componente de variante histolégica identificados em
cistectomias radicais foram amostrados em TMAS. A classificacdo molecular foi baseada
em combinacgdes de expressdes imuno-histoquimicas realizadas nestes TMAs com 12
anticorpos, conforme método da Lund University (119). Dentre os 41 casos que
apresentavam variantes histolégicas além do carcinoma convencional, 39% deles
exibiram diferentes subtipos moleculares nestas diferentes apresentacdes histolégicas,
mostrando mais uma vez que diferentes areas de um mesmo tumor podem ser
molecularmente diversas, e, portanto, esta variabilidade deve ser considerada na

interpretacéo dos testes moleculares baseados em amostras limitadas.
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Dyrskjot (122) adiciona ainda que a classificacao do subtipo molecular deve incluir
tecido do sitio metastéatico para avaliar se houve mudanca do subtipo devido a selecao
clonal durante a evolucdo do tumor, para determinar corretamente o alvo terapéutico

nesta nova condicéo clinica de doenca metastatica.

Nota-se, portanto, que h4 um longo caminho a ser percorrido para que estas
classificacdes de subtipos moleculares sejam utilizadas na pratica clinica. Estudos
futuros baseados em coortes de pacientes com anotacdes detalhadas das caracteristicas
clinico-patolégicas sdo necessarios para refinar os subtipos do carcinoma urotelial para
qgue eles tenham ndo somente um significado biol6gico mas para que se tornem

clinicamente uteis (122).

5.2.1 Comparacdes dos perfis imuno-histoquimicos no centro do tumor e

nas suas respectivas metastases linfonodais

Em consonéancia com Dyrskjot (122) que salienta a importancia de avaliar também
o perfil do sitio metastatico, n6s comparamos os perfis obtidos no centro do tumor com
aqueles obtidos nos 76 casos que apresentavam metastases linfonodais. O grau de
concordancia no perfil imuno-histoquimico obtido entre estes dois locais foi moderado
tanto nos perfis obtidos pela combinacdo de CK5/CK20 quanto no obtido pela
combinacdo de CK5/GATA3, destacando-se que nas duas comparacdes, nenhum caso
categorizado como “perfil luminal” no centro do tumor foi categorizado como “perfil basal”

na sua metastase linfonodal e vice-versa.

Sjodahl et al. da Lund University (125) realizaram recentemente esta comparacéo,
com imuno-histoquimica em amostras dispostas em TMA de 67 carcinomas uroteliais da
bexiga em produto de ressecc¢ao transuretral e das respectivas metastases linfonodais
obtidas na cistectomia com linfadenectomia e também por perfil de expressao génica em
57 destes tumores primarios e em 28 das respectivas metastases linfonodais. Aqueles
autores demonstraram que os tumores primarios classificados como “urotelial-simile” e
‘genomicamente instaveis”, que sao luminais, apresentaram grande concordancia com
a amostra linfonodal, porém o0s tumores primarios classificados como basais
apresentaram substancial discrepancia no subtipo identificado na metastase linfonodal,

sendo observado que em parte destes casos discrepantes havia uma heterogeneidade
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intratumoral no tumor primério, demonstrada por imuno-histoquimica realizada no corte
histoldégico completo do bloco doador, que mostrava expressées proteicas diferentes em
areas proximas no mesmo tumor. Aqueles autores discutem também que nos demais
casos discrepantes pode também haver heterogeneidade intratumoral que nao foi
observada, uma vez que mesmo analisando um corte histolégico completo, ele
representa apenas uma parte da neoplasia, além da possibilidade de que realmente haja
uma mudanca do subtipo no sitio anatbmico metastatico por interacbes das células
tumorais com novo microambiente.

Tais achados reforgcam ainda mais o conceito da heterogeneidade intratumoral e
destacam a importancia de analisar também como a neoplasia se apresenta fora do
orgdo de origem, para que futuros tratamentos sejam também efetivos nos sitios

metastaticos.
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6. Conclusdes
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1. Os carcinomas uroteliais de alto grau musculo-invasivos vesicais exibiram
grande propensao para gerar variantes histolégicas, o que Ihes conferiu uma importante
heterogeneidade intratumoral, que deve ser considerada tanto nas analises diagndsticas

guanto em futuras pesquisas de alteracdes moleculares para a busca de terapias-alvo.

2. A presenca de variante histolégica no carcinoma urotelial foi associada ao
género feminino, invaséo linfovascular, presenca de variante histologica na metastase

linfonodal e a menor sobrevida global.

3. Em todos os casos da presente casuistica, exceto um, as mesmas variantes
histolégicas encontradas nas metastases linfonodais estavam presentes no tumor
primario e a presenca de variantes histolégicas nas metastases linfonodais associou-se

a menor sobrevida global.

3. Pacientes com a variante micropapilifera apresentaram mais multifocalidade,
invasdo linfovascular, CIS, margens positivas, metastases linfonodais, variante
histoldégica na metastase linfonodal e pior prognéstico, com tempos de sobrevida doenca
especifica e global menores.

4. Pacientes com a variante escamosa apresentaram tumores maiores, com mais
necrose, associacdo com variante sarcomatoide e variante histolégica na metastase,
porém ndo apresentaram diferencas significativas nas sobrevidas livre de doenca,

doenca especifica e global.

5. O perfil imuno-histoquimico luminal caracterizado a partir das combinagdes de
CK5/CK20 e de CK5/GATA3 mostrou associacdo com multifocalidade, CIS, infiltrado
inflamatorio linfocitico intratumoral leve a moderado, metastase linfonodal, variantes

micropapilifera e plasmocitoide.

6. O perfil imuno-histoquimico basal caracterizado a partir das combinacdes de
CK5/CK20 e de CK5/GATA3 mostrou associacdo com pacientes do género feminino,
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tumores maiores, variantes escamosa e sarcomatoide, infiltrado inflamatoério linfocitico

peritumoral moderado/intenso e infiltrado inflamatdrio linfocitico intratumoral intenso.

7. Os casos agrupados nos perfis imuno-histoquimicos luminal, basal e
indeterminado a partir das combinacdes de expressbes imuno-histoquimicas de
CK5/CK20 e CK5/GATA3 ndo apresentaram diferencas significativas nas sobrevidas

livre de doenca, doenca especifica e global.

8. H& um grau de concordancia moderado entre os perfis imuno-histoquimicos
caracterizados no centro tumoral e nas suas respectivas metastases linfonodais,
sugerindo que o perfil identificado no centro da lesdo comande o comportamento da

neoplasia, inclusive de sua metastase.
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Anexo A: Estudo piloto para comparacdo dos valores da reatividade imuno-

histoquimica entre os “spots” de um mesmo caso.
a) Comparagoes dos “spots” do centro tumoral:

Inicialmente foram realizados testes de normalidade de Shapiro-Wilk, que
mostraram que os valores obtidos nos diferentes “spots” do centro tumoral para CK20,
GATA3, CKS5, Vimentina e SALL4 ndo tém distribuicdo normal (p<0,05). A seguir, foram
realizados testes de Friedman (teste ndo paramétrico pareado para mais de duas
amostras dependentes). Como observado na tabela 1 abaixo, ndo ha diferenca
significativa entre os valores de CK20, GATA3, CK5, Vimentina e SALL4 nos diferentes

“spots” do centro tumoral de um mesmo caso.

Tabela 1 - Comparagodes dos diferentes “spots” do centro tumoral

Marcadores imuno-histoquimicos — “spots” do centro tumoral Valor de p
CK20 0,169*
GATA3 0,099*
CK5 0,284*
Vimentina 0,271*
SALL4 0,432*
*Teste de Friedman

b) Comparagdes dos “spots” do fronte de invasao tumoral:

Inicialmente foram realizados testes de normalidade de Shapiro-Wilk, que
mostraram que os valores obtidos nos diferentes “spots” do fronte de invasao tumoral
para CK20, GATAS3, CK5, Vimentina e SALL4 n&o tém distribuicdo normal (p<0,05). A
seguir, foram realizados testes de Friedman (teste ndo paramétrico pareado para mais
de duas amostras dependentes). Como observado na tabela 2 abaixo, ndo ha diferenca
significativa entre os valores de GATAS, CK5, Vimentina e SALL4 nos diferentes “spots”
do fronte de invasao tumoral de um mesmo caso. Apenas para os valores de CK20 houve

diferenca significativa entre os “spots” do fronte de invasdo tumoral de um mesmo caso.



Tabela 2 - Comparagoes dos diferentes “spots” do fronte de invasido tumoral

Marcadores imuno-histoquimicos — “spots” do fronte de invasdo tumoral | Valor de p
CK20 0,042*
GATA3 0,599*
CK5 0,562*
Vimentina 0,234*
SALL4 0,734*

*Teste de Friedman

c) Comparacgoes dos “spots” das metastases linfonodais:
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Inicialmente foram realizados testes de normalidade de Shapiro-Wilk, que

mostraram que os valores obtidos nos diferentes “spots” das metastases linfonodais para
CK20, GATAS3, CK5, Vimentina e SALL4 nao tém distribuicdo normal (p<0,05). A seguir,

foram realizados testes de Friedman (teste ndo paramétrico pareado para mais de duas

amostras dependentes). Como observado na tabela 3 abaixo, ndo ha diferenca

significativa entre os valores de CK20, GATA3, CK5, Vimentina e SALL4 nos diferentes

“spots” das metastases linfonodais de um mesmo caso.

Tabela 3 - Comparagdes dos diferentes “spots” das metastases linfonodais.

Marcadores imuno-histoquimicos — “spots” das metastases linfonodais Valor de p
CK20 0,290*
GATA3 0,131*
CK5 0,794*
Vimentina 0,734*
SALL4 0,404*

*Teste de Friedman
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