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Resumo

Introducdo: O carcinoma urotelial da bexiga constitui um importante problema de
Saude Publica pela sua incidéncia e prevaléncia, ocupando o segundo lugar entre as
neoplasias uroldgicas e situando-se entre as dez neoplasias mais frequentes. A
avaliagcdo histopatologica do tecido tumoral continua a ser gold standard na fase do
diagndstico e tém profundas implicacBes no tratamento e no prognéstico da doenca.
No entanto, os fatores de progndstico classicos apresentam limitagdes preditivas a nivel
individual num tempo em que a medicina personalizada surge como o paradigma para
0s proximos anos. E particularmente importante, na area oncoldgica, a integracdo de
biomarcadores moleculares com capacidade de estabelecer prospectivamente a
agressividade, a probabilidade de recorréncia, o risco de progressdo da doenca e
precisar o prognostico e tratamento personalizados.

Materiais e métodos: O projeto de investigacdo tem por base um estudo observacional
retrospetivo de uma coorte clinica constituida por 147 doentes com o diagnostico de
carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo (Ta e T1) recrutados no Hospital
Reina Sofia em Cérdoba entre 2002 e 2014. Foram avaliados fatores de prognéstico
clinico-patoldgicos e a expressdo de biomarcadores moleculares relativamente aos
outcomes no final do periodo de seguimento. Estudamos a expressdo do Ki-67, p53,
p21, p27, ciclina D1 e ciclina D3, Bax, Bcl-2, caspase 3, ErbB-2, CD 44, CK 5/6 e CK
20. Com base na expresséao de CK 5/6 e CK 20 desenvolvemos um classificador de
fen6tipo molecular com quatro fenétipos: Nulo (CK5/6-, CK20-), Misto (CK5/6+, CK20+)
Basal (CK5/6+, CK20-) e Luminal (CK5/6-, CK20+). Os resultados de interesse primario
para o estudo sdo a recorréncia e o tempo até a primeira recorréncia da doenca, a
progressdo e o tempo até a progressdo da doenca, a ocorréncia de morte especifica
pela doenca e o tempo até a ocorréncia da morte especifica da doenca.

Resultados: Dos 147 doentes incluidos no estudo com um periodo de seguimento
mediano de 76 meses, 17 do sexo feminino e 130 do sexo masculino com uma mediana
de idades de 68 anos. Cerca de 75% (n=110) dos tumores foram classificados Ta
(AJCC/TNM 2016) e 65% (n=95) eram tumores de alto grau (OMS 2004/2016). Na
analise multivariavel, sdo fatores de progndéstico independentes na recorréncia o grau
histolégico (HR: 3,005) e o fendtipo luminal (HR: 2,307); sao fatores independentes de
progressao tumoral o grau histolégico (HR: 10,245), a ciclina D3 (HR: 4,476), Bax (HR:
0,155), Bcl2 (HR: 0,289), o fenétipo basal (HR: 6,271) e o fenétipo luminal (HR: 15,981).
Relativamente & morte especifica da doenca séo fatores de prognéstico independentes
o didmetro do tumor (HR 5,134), o grau histologico (HR: 11,635), o Bax (HR: 0,062),
Bcl2 (HR: 0,280), o fendtipo basal (HR: 7,881) e fendtipo luminal (HR: 24,893).
Conclusdes: O nosso estudo mostra que a graduacao do fenétipo molecular é viavel e
estratifica os doentes com CUBNMI em categorias progndsticas potencialmente
preditivas de recorréncia, progressado e morte especifica pela doenca, particularmente
nos tumores de alto grau.

Palavras-chave: Carcinoma urotelial; biomarcador molecular; fator preditivo; fenétipo
molecular; recorréncia; progressao; morte especifica






Abstract

Introduction: Urothelial bladder cancer is a public health issue, due to its incidence and
prevalence. It is the second most common urological malignancy and it is amongst the
10 more common tumors worldwide. Pathology evaluation is the gold standard for
establishing diagnosis and has important treatment and prognosis implications.
Nevertheless, histology has predictive drawbacks. Personalized medicine might be a
path to overcome them, namely using molecular biomarkers, to highlight disease
aggressiveness, recurrence probability and prognosis, thus providing the basis for
individualized treatment.

Materials and methods: In a retrospective clinical cohort study, we evaluated 147
consecutive patients, withnon-i nv asi we a(nfdp Thap T 1 0) urothel i al bl
(NMIBC), treated at the Urology Service from Hospital Reina Sofia in Cordoba, between
2002 and 2014. The diagnosis was established by pathology. Several clinical,
pathological and molecular biomarkers (Ki-67, p53, p21, p27, cyclin D1, cyclin D3, Bax,
Bcl-2, caspase-3, CD44, CK5/6 and CK 20) were evaluated. In order to further refine the

predictive impact of mol ecular biomarkers, we <c
based on CK 5/ 6 and I00K5/@ ,CK20xp rievsiCskiéotdné H,i NUKI2 0 + 0 ;
i B a sGKb/6+, CK20-0 ; and ACK&GHICK2I0 +0) . The study outco

disease recurrence, time to first disease recurrence, progression, time to progression,
disease-specific mortality and time to disease-related death.

Results: In our sample there were 17 females and 130 males. The median age was 68
year s. Around three quarters (n=110) were cl as
65% (n=95) gaademMhi gWHO 2004/ 2016) . I n mul tiva
hi stol ogi cal grade (HR=3.005) and ALuminal 0 ph¢
predictive factors for disease recurrence. Histological grade (HR=10.245), cyclin D3

(HR4.406), BAX (HR=0.155), Bcl-2 ( HR=0.289) , AiBasal 0O phenotype
filuminal 6 phenotype (HR=15.981) were al/l i ndep
progression. Tumor size (HR=5.134), histological grade (HR=11.635), Bax (HR=0.062),

Bcl-2 (HR=0.280) , fiBasal o phenotype (HR=7.881)

(HR=24.893) were all independent predictive factors for disease-specific mortality.
Conclusions: Our study showst h a't using this Aphenotypic cl a
accurately stratifies NMIBC patients, according to disease recurrence, disease

progression and disease-specific mortality, namely in high-grade tumors.

Keywords: Urothelial carcinoma, molecular biomarker, molecular phenotype,
recurrence, progression and disease-specific mortality
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Abreviaturas, Siglas e Acrénimos

De forma a simplificar a escrita e a leitura deste documento, algumas nomenclaturas
séo referidas em termos de abreviaturas. A primeira mengédo é sempre feita com a
designagdo completa, seguida da sigla ou do acrénimo que lhe corresponde entre

paréntesis.

AG - Alto Grau (carcinoma ureteral)

ASR - Incidéncia padronizada por idade

BG - Baixo Grau (carcinoma uretral)

BCG - Bacilo Calmette-Guérin

CB - Cancro da bexiga

CDKs - Cyclin-Dependent Protein kinases

CNPD - Comissédo Nacional de Protecdo de Dados

CUB - Carcinoma Urotelial da bexiga

CUBMI - Carcinoma urotelial da bexiga musculo-invasivo
CUBNMI - Carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo
CUETO - Clube Urolégico Espanhol de Tratamento Oncoldgico
DGS - Dire¢do-Geral da Saude

EAU - Associacdo Europeia de Urologia

EORTC - European Organization for Research and Treatment of Cancer
HER2 - Human Epidermal Growth Factor 2

HR - Hazard Ratio

IARC - International Agency for Research on Cancer

IC - Intervalo de confianca

IDH - indice de Desenvolvimento Humano

IHQ T Imunohistoquimica

ISUP - Sociedade Internacional de Patologia Urol6gica

NBI - Narrow-Banding Imaging

NPUBPM - Neoplasia papilar urotelial de baixo potencial maligno
OMS - Organizagdo Mundial de Saude

RNAmM - RNA mensageiro

RTU-V - Resseccao Transuretral de Tumor Vesical

Ta - Tumor sem invasao da lamina propria
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T1 - Tumor com invasao da lamina prépria
TCGA - Cancer Genome Atlas Project
TNM - Estadiamento: Tumor, Invasao ganglionar, Metastases

VPN - Valor preditivo negativo
VPP - Valor preditivo positivo
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1. Introducao







1. Introducéo

O cancro da bexiga (CB) é a segunda neoplasia urolégica mais frequente apds o
carcinoma da préstata. A nivel mundial, em 2018, a incidéncia estimada é de 549 000
casos e cerca de 200 000 mortes, ocupando o décimo lugar entre as neoplasias mais

frequentes.®

A incidéncia do CB aumenta, regra geral, com a idade, ocorrendo geralmente apos 0s
60 anos, sendo raro antes dos 40. A idade média de diagnéstico situa-se entre o0s 65 e

os 70 anos. E cerca de quatro vezes mais frequente nos homens.®2

Segundo os dados publicados pela Direcdo Geral da Saude (DGS) em 2014, o CB
ocupa o sétimo lugar entre as neoplasias com maior incidéncia em Portugal, com cerca
de 2900 novos casos em 2012.® A taxa de mortalidade global em 2014 foi de 9,0 (por
100.000 habitantes), representando uma taxa de 14.0 para o sexo masculino (por
100.000 habitantes) e 4,6 para o sexo feminino (por 100.000 habitantes) para 0 mesmo
periodo.” Os principais fatores de risco, nos paises ocidentais, sdo o tabagismo e a
exposicao laboral a carcinogénios, sendo o tabagismo apontado como causa em cerca
50% dos casos.®®

O CB é uma doenca com um impacto relevante em Saude Publica pela sua elevada
incidéncia e prevaléncia. Globalmente, assistimos a um aumento de novos casos, fruto
de alteracdes na estrutura da piramide populacional e das modifica¢cfes do estilo de vida
ocidental.® Acresce, por outro lado, uma elevada taxa de recorréncia com necessidade
de terapéutica cirdrgica repetida e a permanente exigéncia de monitorizacdo com
instrumentacgdo invasiva (cistoscopia) que geram uma consideravel carga assistencial,
potencialmente consumidora de recursos humanos e financeiros nos servigos de saude.
De facto, quando consideramos o0s custos associados ao tratamento das doencas
oncoldgica, o CB é o que apresenta o custo mais elevado por doente tratado desde o

diagndstico até ao fim da vida.(""1?

O tipo histoldgico mais frequente no CB € o carcinoma urotelial (CUB) que corresponde
a cerca de 90% dos casos diagnosticados. Sendo uma das neoplasias mais estudadas,
a patogénese, histdria natural e biologia tumoral séo relativamente bem conhecidas. No
entanto, € uma doenca heterogénea no seu comportamento, com resposta incompleta
a terapéutica, com taxas de recorréncia e progressao variaveis, particularmente nos

tumores ndo musculo-invasivos.®12)



A estratificacdo do risco de acordo com o estadio e grau histolégico estd bem
estabelecida. Ambos sdo fatores preditivos de progressao, recorréncia e mortalidade
especifica da doenca. No entanto, a capacidade preditiva dos parametros clinicos e
histopatolégicos classicos carece de preciséo ao nivel individual.*3 A compreenséo da
biologia do tumor e dos mecanismos moleculares da doenca, com a introdugédo de
biomarcadores, pode adicionar informacéao relevante aos critérios classicos e podera vir
a estabelecer um quadro molecular capaz de prever o comportamento individualizado
do tumor.*® O conhecimento do perfil da expressdo de biomarcadores, em cada
tumor, podera contribuir para a precisdo diagnostica e prognostica nos doentes com

CUB, otimizando a individualizagdo da terapéutica oncoldgica.®®

Identificar os tumores com potencial de recorréncia e/ou progressao, ou tumores que
poderdo metastizar constitui uma necessidade e um desafio na pratica clinica que
podera ser alcancada através da caracterizacdo das alteragdes ao nivel molecular, para
discriminar a biologia das variantes tumorais subjacentes a diferentes padrdes de

evolucéo, constitui o objetivo da aplicacdo do estudo da expresséo dos biomarcadores.

A hipétese de investigacdo deste estudo considera que a evolucao clinica do carcinoma
urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo (recorréncia, progressao e morte especifica
pela doenca) poderd ser prevista pelo padrédo de expressao de biomarcadores
moleculares nas amostras do tumor obtidas por resseccéo transuretral da bexiga (RTU-
V).

O projeto de investigacdo tem por base um estudo observacional retrospetivo de uma
coorte clinica constituida por 147 doentes com o diagnostico de carcinoma urotelial da
bexiga ndo musculo-invasivo com um tempo de observagdo mediano de 76 meses.
Estudamos a expresséo de biomarcadores de proliferacdo celular, de regulacéo do ciclo
celular, da apoptose e da diferenciacdo celular por métodos imunohistoquimicos no
tecido de tumores uroteliais ndo musculo-invasivos da bexiga (Ta e T1) tendo como
base a informacéo clinica e histopatolégica dos doentes. A integracdo da informacao
obtida pelo estudo da expressédo dos biomarcadores moleculares no tecido do tumor
podera permitir o desenvolvimento de ferramentas de aplicagéo clinica numa perspetiva

da medicina personalizada.

Durante o desenvolvimento do presente trabalho de investigacéo foi submetido e aceite
para publicacdo na revista Virchow Archiv (The oficial Jornal of the European Society of
Pathology) o artigo: "PREDICTING OUTCOMES IN NONMUSCLE INVASIVE BLADDER
CANCER (Ta/T1): THE ROLE OF MOLECULAR GRADE BASED ON LUMINAL/BASAL
PHENOTYPE" que sintetiza os principais resultados obtidos no decurso do presente

projeto de investigagao.



2. Revisao da literatura







2. Revisao da literatura

A revisdo de literatura que se desenvolve ao longo deste capitulo procura dar conta do
estado da arte no conhecimento que suporta conceptualmente o presente estudo e
estrutura-se nos aspetos relevantes do cancro da bexiga: epidemiologia do cancro da
bexiga, histéria natural do carcinoma urotelial da bexiga, classificacdo e estadiamento
do carcinoma urotelial da bexiga, aspetos clinicos e biomarcadores moleculares no

carcinoma urotelial da bexiga ndo muasculo-invasivo.

Desenvolvem-se 0s aspetos atuais da epidemiologia do cancro da bexiga que se
constitui como um problema de Saude Publica a nivel global e, particularmente em
Portugal, onde se destaca a importancia do CB nos préximos anos. Faz-se uma revisao
do conhecimento da historia natural da doenca, em particular, dos aspetos da
patogénese molecular e carcinogénese urotelial. Abordam-se o0s sistemas de
classificacdo e estadiamento classicos e a classificacdo molecular do carcinoma
urotelial da bexiga. Revém-se o0s aspetos clinicos da doenca desde o diagndstico ao
tratamento e prognostico. Finalmente, discute-se a introducdo dos biomarcadores
moleculares no estudo do carcinoma urotelial da bexiga na perspetiva da medicina

personalizada.

2.1 - Epidemiologia do cancro da bexiga

O cancro da bexiga (CB) ocupa o décimo lugar entre as neoplasias mais frequentes a
nivel mundial com cerca 549 000 novos casos diagnosticados em 2018. O CB é
relativamente comum em regides mais desenvolvidas, onde ocorrem 60% de todos os
casos incidentes. Ao nivel global, estima-se o nUmero de mortes por CB ocorridas em
2018 em cerca de 200 000 (em 2012 este numero situava-se em 165.000), ocorrendo

cerca de metade nos paises mais desenvolvidos.*217

A incidéncia do CB aumenta, regra geral, com a idade, ocorrendo geralmente apés os
60 anos, sendo raro antes dos 40. A idade média de diagndstico situa-se entre os 65 e
os 70 anos. A incidéncia do cancro da bexiga nas mulheres é cerca de um tergo a um
guarto da observada nos homens, mesmo depois de contabilizar os fatores de risco

conhecidos, a razdo para esta disparidade de género permanece inexplicada.*1®

Nos Estados Unidos é o sexto tipo de cancro mais comum depois do cancro do pulmao,

da préstata, mama, célon e linfoma. Neste pais, dos cerca de 70 mil novos casos



anualmente, 53.000 ocorrem em homens e 18.000 em mulheres. Das cerca de 15 mil

mortes anuais, mais de 10.000 ocorrem no sexo masculino.®®

Assim, a incidéncia da doenga mais elevada entre os homens, leva a que o CB seja, no
sexo masculino, a sexta neoplasia maligna mais comum e a nona causa de morte por

cancro.®

Provavelmente, fatores hormonais, anatomicos e funcionais poderdo explicar esta
disparidade de género relativamente a incidéncia. Estudos experimentais demonstram
gue as hormonas esteroides sexuais tém a capacidade de modificar o desenvolvimento
e progressao do cancro da bexiga quimicamente induzido em modelos animais.®% 22 Os
estrogénios retardam ou inibem a progressao da carcinogénese da bexiga, enquanto 0s
androgénios potenciam a carcinogénese, sustentando a hipotese de que o cancro da
bexiga € um tumor hormono-dependente. Assim, é provavel que o recetor de androgénio
e as vias de sinalizagdo associadas desempenhem um papel importante na patogénese
do cancro de bexiga. A estimulagéo destes recetores correlaciona-se com a promogao
do desenvolvimento e progressdo do tumor, o que pode claramente explicar algumas
diferencas especificas de sexo no cancro da bexiga.?%?? Embora a incidéncia de
tumores da bexiga seja mais elevada nos individuos de raga branca, a da doenca tem
evolucdo mais desfavoravel entre os individuos de ragca negra com a diminui¢cdo da

sobrevivéncia global.("?®

A incidéncia desta neoplasia varia consideravelmente entre os paises. A taxa de
incidéncia padronizada por idade (ASR) mostra variacbes de aproximadamente dez
vezes em todo o mundo. O sul da Europa, Europa Ocidental, América do Norte e a Asia
Ocidental registaram as taxas de incidéncia mais elevadas, enquanto as regides de

Africa apresentam as taxas mais baixas (figura 1).

Esta variacbes geograficas nas taxas de incidéncia séo validas para o sexo masculino,
com o valores mais elevados a serem registados no sul da Europa (ASR = 21,8), Europa
Ocidental (ASR = 19,7), América do Norte (ASR = 19,5) e Asia Ocidental (ASR = 19,0),
guanto os valores mais baixos se registam no continente Africano (ASR = 2.1-3.3) e

também para o sexo feminino com uma variacdo similar. 425



Estimated age-standardized rates (World) of incident cases, both sexes, bladder cancer, worldwide in 2012
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Figura 1 - Cancro da bexiga - incidéncia ajustada a idade no mundo.
(por 100.000 pessoas/ano, em ambos os sexos - Globocan 2012, International Agency for Research on
Cancer 2018: http://gco.iarc.fr/today).

Verificamos uma correlagdo positiva entre as taxas de incidéncia e os niveis de
desenvolvimento humano. Em geral, os paises mais desenvolvidos apresentam maior
incidéncia que as regides menos desenvolvidas em ambos os sexos. De facto, os
valores de incidéncia da doenca registados foram substancialmente maiores em paises
com Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) muito elevado (ASR = 16,7)
relativamente aos paises com IDH elevado (ASR = 10,8), médio (ASR =4,7) e IDH baixo
(ASR = 3.1).024128)

As taxas de mortalidade, considerando os dados disponiveis em 2012, variaram com
uma amplitude de até sete vezes em 2012, permanecendo mais elevadas nas regides
mais desenvolvidas (ASR = 4,5 vs. 2,6 em homens; 1,1 vs. 0,7 em mulheres). Nos
homens, as taxas de mortalidade mais elevadas verificaram-se na Asia Ocidental (ASR
= 8,4), Norte de Africa (ASR = 7,6) e Europa Central e Oriental (ASR = 6,1), enquanto
as taxas de mortalidade mais baixas registaram-se na América Central (ASR = 1,2). Nas
mulheres, a Europa do Norte registou a taxas de mortalidade mais elevadas (ASR =
1,5), enquanto as regides da Asia Central registaram as taxas de menor mortalidade
(ASR =0,5).%9



Na Europa, o cancro da bexiga, constitui a sexta neoplasia mais frequente com cerca
de 120.000 novos casos diagnosticados anualmente e uma mortalidade superior a
40.000 pessoas/ano nos 28 paises da Unido Europeia. Mesmo entre 0s paises europeus
objetivam-se diferencas na incidéncia e na mortalidade (figura 3). A incidéncia do cancro
da bexiga estd a aumentar em muitos paises, embora a taxa de mortalidade esteja a

diminuir nos paises mais desenvolvidos.®”

Estimated age-standardized rates (World) of deaths, both sexes, bladder cancer, worldwide in 2012
Mortalty ASR

¢ %\\&
Source: GLOBOCAN 2012 (ARC) WAy
P

World Health
Organization

Figura 2 - Cancro da bexiga - mortalidade ajustada a idade no mundo.
(por 100.000 pessoas/ano, em ambos 0s sexos - Globocan 2012, International Agency for Research on
Cancer 2018: http://gco.iarc.fr/today).

Com o envelhecimento da populagédo, a incidéncia absoluta aumentara nos paises
europeus, com uma incidéncia de 219.000 projetada para o ano de 2030.%" Dados de
incidéncia de 39 paises nos ultimos 10 anos relataram que um total de 7 paises
experimentaram aumentos nas taxas de incidéncia em ambos 0s sexos, seis deles eram
paises europeus.® No entanto, assistimos a reducdo da mortalidade em ambos os
sexos na maioria dos paises da Unido Europeia. A Bulgaria constitui a excegcdo com
aumento significativo tanto na incidéncia quanto na mortalidade no sexo masculino. Na
Alemanha assinalam-se aumentos na incidéncia, mas diminuigbes na mortalidade em
ambos os sexos. Nos Estados Unidos assistiu-se, nos ultimos anos, a uma redugéo na

incidéncia e mortalidade em ambos os sexos.®)

Num estudo recente, Antoni et al. examinaram os padrdes globais de incidéncia e

mortalidade no cancro da bexiga, mostrando taxas mais elevadas de incidéncia na
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Europa do Sul e Ocidental e América do Norte, verificando taxas de incidéncia
divergentes para os dois sexos, com estabilizacdo ou decréscimo nos homens, mas

taxas crescentes para as mulheres em muitos paises.?”

Varias razBes poderiam explicar a maior incidéncia de cancro da bexiga em paises mais
desenvolvidos e sua correlagdo positiva com o IDH. Em primeiro lugar, em paises com
desenvolvidos ou em rapido desenvolvimento, o aumento do IDH é acompanhada de
uma maior prevaléncia de fatores de risco para o cancro da bexiga como o tabagismo,
a obesidade, o consumo de &lcool e o consumo de carne vermelha,”) fatores de risco

identificados e apontados como preocupantes entre a populagdo europeia pela OMS.?®

Bladder
ASR (W) per 100,000, all ages

Male Female
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Malta

Hungary
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Span

Germany
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Portugal
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lceland
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Figura 3 - Cancro da bexiga - incidéncia e mortalidade ajustadas a idade e sexo nos paises Europeus
(mortalidade por 100.000 pessoas/ano (ASR), em fun¢do do sexo, nos vinte paises Europeus com valores
mais elevados. - Globocan 2012, International Agency for Research on Cancer 2018:
http://gco.iarc.fr/today)

O consumo de tabaco nos paises em desenvolvimento estd em crescimento, superando
mesmo os paises desenvolvidos, onde a prevaléncia esta a diminuir nos Ultimos anos.®
Em 2012, a OMS publicou o relatério fMortality attributable of tobaco: WHO Global
Report i1 mostrando um risco relativo de 3,0/2100000 para os homens e de 2,4/100000
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para as mulheres para a morte por cancro da bexiga devido ao uso de tabaco, estando

este risco sé majorado para o cancro de pulmé&o.@?

Outro fator possivel para as taxas de incidéncia do cancro da bexiga mais elevadas que
se verificam em alguns paises da Europa estara relacionado com a exposicédo
ocupacional e ambiental a agentes carcinogénios, incluindo as aminas arométicas na

inddstria de corantes na Unido Europeia.®?

O aumento de incidéncia do cancro da bexiga verificado nos paises desenvolvidos
podera também ser atribuido a maior acessibilidade a servicos de salude de qualidade
e a realizacdo de testes complementares de diagndstico com possibilidade de
diagnéstico na fase pré-sintomatica. Por outro lado, algumas das variagfes verificadas
poderdo ser explicadas por diferencas nos critérios de diagnéstico ou na metodologia
dos registos, o que dificulta as comparacdes. Os registos do cancro em paises menos
desenvolvidos podem sofrer uma subnotificacdo ou ter representatividade limitada,

contribuindo para uma menor incidéncia reportada da doencga.®?

A reducdo na mortalidade que se verificou na dltima década poderd ser uma
consequéncia do diagndstico mais precoce da doencga, suscetivel de tratamento curativo
com resseccao transuretral e terapéutica adjuvante intravesical para os casos de cancro
da bexiga ndo musculo-invasivo, bem como a estratificagdo da vigilancia poés terapéutica

com recurso a citologia urinéria e a cistoscopia. 3%

A elevada prevaléncia da doenca cursa com multiplas recorréncias, apesar do
tratamento adequado, produz uma sobrecarga substancial nos servicos de satde. 637
Leal et al. estimaram recentemente um custo de 4,9 mil milhdes de euros na Uniao
Europeia em 2012, com cerca de 2,9 mil milhdes de euros de custos diretos com 0s
cuidados de saude. Os custos com os cuidados diretos de saude foram calculados em
69420 por cnesnas gstesewustadd variam cerca de 5 vezes entre 0os paises
da EU (Let-nia 2251 e Fran-a 1193740)

Em Portugal, o CB também esta entre os tumores mais frequentes, ocupando o sétimo
lugar entre as neoplasias com maior incidéncia, segundo os dados pulicados pela
Direcdo Geral da Saude (DGS) em 2014, representando cerca de 2900 novos casos em
2012.® A taxa de mortalidade global é de 9,0 (por 100.000 habitantes) para ambos os
sexos, representando uma taxa de 14.0 para o sexo masculino (por 100.000 habitantes)

e 4,6 para o sexo feminino (por 100.000 habitantes) no ano de 2014.™

12



Tumor maligno da bexiga

2010 2011 2012 2013 2014
Numero de Obitos 811 888 953 922 940
Taxa de mortalidade 7,7 8,4 9,1 8,8 9,0
Numero de ébitos 604 661 717 682 690
Taxa de mortalidade 11,9 131 14,3 13,7 14,0
Numero de ébitos 207 227 236 240 250
Taxa de mortalidade 3,8 4,1 4,3 4,4 4,6

Taxas: por 10000 habitantes. Cédigos da CID 10: C67
Fonte: INE, (2016)

Figura 4 7 Mortalidade e taxa de mortalidade do Cancro da Bexiga em Portugal 2010-2014

A mortalidade por cancro da bexiga em Portugal tem vindo a crescer no periodo entre
2008 e 2014 (figura 4).®

As projecBes para 0s proximos 20 anos mostram um crescimento da incidéncia de mais
de 30% desta neoplasia em Portugal (figura 5), com um aumento de cerca de 40% na

mortalidade (figura 6) no mesmo periodo."2®

Segundo os dados da International Agency for Research on Cancer (IARC), para os
homens, o risco de desenvolver esta neoplasia até aos 75 anos é de 2,59%,
considerando os paises do Sul da Europa e na América do Norte, enquanto para as

mulheres o risco cumulativo do cancro da bexiga é de 0,37%.

O risco de mortalidade por neoplasia da bexiga é igualmente mais elevado no sexo
masculino. Em Portugal este risco cumulativo é de 0,25% para os homens enquanto as

mulheres tém um risco de 0,07%.?9
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Figura 5 - Incidéncia do Cancro da Bexiga em Portugal em 2015 e estimativa para 2035
Projecdes da GLOBOCAN para Portugal preveem um aumento da incidéncia do cancro da bexiga
superior a 30% nos préximos 20 anos.

Com uma elevada taxa de recidivas e longa sobrevivéncia, o CIBNMI é uma das
neoplasias mais prevalentes nos homens de meia-idade e idosos, particularmente nos
paises desenvolvidos,”? sendo também o tumor que apresenta maior custo de
tratamento por doente durante a vida (desde o diagndstico até a morte).® Os custos
materiais € humanos para os servi¢os de salde e para os doentes devem-se a elevada
taxa de recorréncia e ao curso clinico prolongado que exige uma vigilancia com

instrumentac&o invasiva a longo prazo baseada na avaliacdo por cistoscopia. =9

Em Portugal, no ano 2012, o custo relacionado com o CB ascendeu a cerca de 71
milhdes de euros, com custos diretos em cuidados de saude superiores a 32 milhdes de

euros.19
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Figura 6 - Mortalidade do Cancro da Bexiga em Portugal em 2015 e estimativa para 2035
Projec6es da GLOBOCAN para Portugal preveem um aumento da mortalidade por cancro da bexiga
superior a 40% nos préximos 20 anos.

2.2 - Fatores de Risco

A carcinogénese da bexiga é um processo complexo multifatorial na dependéncia da
combinacédo de variaveis de dois determinantes: fatores end6genos ou constitucionais
(fatores genéticos) e fatores exdgenos ou ambientais (geograficos, ambientais,
ocupacionais e comportamentais).“? O processo de carcinogénese da bexiga ou a
transformacdo de uma célula urotelial normal em células malignas € causado por
mutacbes em genes tumorais especificos associados a exposicdo repetitiva a

carcinogénios biolégicos, fisicos e quimicos.

O carcinoma urotelial da bexiga € uma doenca oncolégica com um impacto significativo
em saude publica pela sua incidéncia e prevaléncia elevadas, refletindo a elevada
prevaléncia do tabagismo que constitui o principal fator de risco. Estd igualmente
estabelecida a relacdo causal com a exposi¢do ocupacional e ambiental a carcinogénios
guimicos, muitas vezes presentes em altas concentra¢des e/ou por extensos periodos.
O desenvolvimento da doenca esta relacionado com a excre¢cdo de metabolitos

carcinogénios na urina.”)
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2.2.1 - Fatores endogenos: genética e hereditariedade

As alteracBes genéticas e epigenéticas relacionadas com a carcinogénese na bexiga,
em interagdo com fatores ambientais e ocupacionais n&o relacionados com o consumo
de tabaco, podem ser responsaveis por uma parcela significativa dos casos de cancro
de bexiga em néo fumadores.(”) A interacdo entre genética e exposicdes pode modular
0 risco de cancro da bexiga, influenciar na incidéncia e potenciar diferencas na

progresséo e mortalidade do CB.("

Véarios estudos epidemiolégicos examinaram o papel dos fatores genéticos como fatores
de risco para o desenvolvimento de CB. A maioria desses estudos identificou um
pequeno aumento no risco entre os familiares de individuos com cancro da bexiga. O
risco estd majorado se o diagndstico ocorreu antes dos 60 anos de idade.“") Apesar de
nao existir uma evidéncia epidemioldgica forte para a influéncia de fatores hereditarios
no CB, a historia familiar desta neoplasia duplica o risco e diminui a sobrevida,

constituindo um marcador de mau prognostico.“?

As sindromes de neoplasia familiar com alto risco de cancro da bexiga séo raras e
constituem menos de 1% de todos os CUB.“% Alguns aspetos genéticos podem afetar
a suscetibilidade individual aos carcinégenos extrinsecos, principalmente ao fumo do
tabaco. As variantes de acetiladores lentos - N-acetiltransferase 2 - (NAT2) e genétipos
glutatifo S-transferase M1 (GST-M1) foram estabelecidos como fatores de risco para
CB que, apesar de ndo conduzirem intrinsecamente ao cancro da bexiga, conferem um

risco adicional & exposicdo a agentes cancerigenos como o tabaco. 4449

A N-acetilacdo é a principal via metabolica no corpo humano envolvida na neutralizagéo
e desintoxicacdo de produtos quimicos carcinogénicos. Os metabolitos acetilados sédo
rapidamente excretados na urina antes de serem N-oxidados em formas reativas. Na
espécie humana, os genes que codificam a N-acetiltransferase (NAT) sé@o polimérficos,
pelo que certas combinacfes alélicas resultam no fendtipo de acetilacdo lenta, que
aumenta o risco de cancro de bexiga em individuos homozigotos para o gene NAT2,
gue apresentam capacidade reduzida de neutralizar e remover carcinogénios. Nos
fumadores, o risco aumenta com a exposi¢do a 4-aminobifenilas e 2-naftalamina. Da
mesma forma, o risco de desenvolver CB em portadores NAT2 com exposi¢cao
ocupacional a aminas aromaticas e benzidina é maior do que o risco de trabalhadores

ndo portadores. (74449

O gene GSTM-1 codifica a enzima Glutatido S-transferase-M1. Esta enzima esta

envolvida na desintoxicacdo de carcinogénios, incluindo hidrocarbonetos aroméaticos
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policiclicos, por conjugacdo com glutatido. Cerca de 50% da populagédo caucasiana é
portadora de delecdo homozigética do gene GST M-1 (gendétipo GSTML null), um
polimorfismo associado a perda da atividade enzimatica. Varias metaandlises
propuseram que 0s genotipos nulos GST-M1 estdo associados a incidéncias elevadas
de CB.“® O citocromo CYP1A2 desempenha um papel importante na ativacdo de
numerosas vias metabdlicas de aminas aromaticas, N-oxida¢do e N-hidroxilacdo. No
entanto, a influéncia do polimorfismo da populacdo como fator de risco do CUB néao é

clara.“”

Evidéncias do envolvimento de polimorfismos do gene da ciclooxigenase-2 (COX2) em
algumas formas de carcinogénese da bexiga associadas a inflamacgdes cronicas foram
ja publicadas.“®5% O mecanismo subjacente reside na intervencéo do gene COX2 na
sintese de prostaglandinas, que regulam e modulam respostas inflamatérias agudas e
cronicas. No entanto, Czachorowski et al. ndo encontrou evidéncia de que a expressao
de COX2 seja um marcador prognéstico independente de recorréncia, progressao ou

sobrevida em doentes com CUB numa metaandlise recentemente publicada.®V

2.2.2 - Fatores exdégenos

2.2.2.1 - Tabaco

O tabagismo aumenta o risco de cancro da bexiga 2 a 4 vezes, estando implicado como
fator etiolégico em cerca de 50% dos casos de cancro da bexiga nos homens e 35%

nas mulheres.®

O tabagismo é o fator de risco modificAvel para o desenvolvimento do cancro da bexiga
melhor estalecido.®® Além disso, h4 um crescente corpo de evidéncias de que o
tabagismo afeta negativamente o prognostico do cancro da bexiga. De acordo com a
literatura atualmente disponivel, o tabagismo e a exposicdo ao fumo cumulativos
durante a vida afetam a recorréncia, progressao e sobrevivéncia da doenga, enquanto
outros estudos demonstraram que a cessac¢ao do tabagismo a longo prazo reduz o risco

de carcinogénese no urotélio vesical e melhora prognéstico.®?

Os produtos da pirélise do tabaco, hidrocarbonetos aroméaticos, aminas aroméaticas e
aldeidos insaturados estao associados a génese do CUB, constituindo um fator de risco

amplamente documentado para o cancro da bexiga em ambos os sexos.®?
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Curiosamente, enquanto a prevaléncia do CB tem permanecido estavel durante os
altimos 30 anos, a prevaléncia de tabagismo tem vindo a diminuir em alguns paises,

nomeadamente nos Estados Unidos, durante o mesmo periodo.

Uma possivel explicagdo para este facto poderé estar relacionada com alteracdes na
composicdo dos cigarros verificada durante as ultimas décadas, com os cigarros light
gue sofreram uma reducdo nas concentracfes de nicotina e alcatrdo, mas com um
aumento na concentracdo de carcinogénios do grupo das nitrosaminas ¢ o mo -
naftilamina, 4-aminobifenil.®® Este aumento do risco associado ao tabaco anularia o
efeito positivo da redugdo do seu consumo, concorrendo para que a incidéncia de
cancro da bexiga se mantenha estavel, apesar da diminuicdo prevaléncia de

tabagismo.®45%

Numerosos estudos demonstram que o risco aumenta com a intensidade e duragéo do
consumo de tabaco. O periodo de laténcia entre o inicio da exposi¢éo e 0 aparecimento
da doenca é de cerca de 20 a 30 anos, estando estabelecida uma relacdo direta com a
intensidade do consumo e com a duragcdo. Fumar menos cigarros por um periodo
prolongado parece mais prejudicial do que fumar mais cigarros por um periodo menor,
para um total de unidade-macgo-ano (UMA) consumidas. O risco diminui com a cessacao

do fumo, mas eventualmente nunca atinge o risco dos ndo fumadores.®%

A magnitude da influéncia do tabagismo como principal fator na génese do CUB é
inequivoca. Em termos de saude publica, o papel central da prevencado priméria deve
ser salientado com a implementacdo de programas de cessacdo tabagica, sendo
previsivel que as politicas de controle do consumo de tabaco poderao ter um impacto

substancial na incidéncia e mortalidade do cancro da bexiga.(”

2.2.2.2 - Exposicédo ocupacional

A exposicao ocupacional constante e prolongada a quimicos utilizados na industria bem
como as emissdes de poluentes e fumos de exaustdo automovel é responséavel por mais
de 20% dos casos de cancro da bexiga. Constitui outro fator de risco bem estabelecido,
sendo apontado como a segunda causa mais frequente de tumor da bexiga.(:5¢%8) A
identificacdo de carcinogénicos ocupacionais potencialmente associados ao CB podera
ser dificil de determinar para exposi¢cdes multiplas a misturas complexas de compostos
toxicos. Estes mutagénicos e carcinogénicos apresentam frequentemente longos

periodos de laténcia sob influéncia de polimorfismos genéticos. Ainda assim, as aminas
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aromaticas, b-naftilamina, 4-aminobifenil e benzidina séo substéncias inequivocamente

associadas a etiologia do CUB.®759)

Aligacdo entre as aminas aromaticas e aumento do risco de CB foi descrita pela primeira
vez em 1895 por Ludwig Rehn, um médico alemao, que relatou numerosos casos de
cancro da bexiga entre os trabalhadores de fabricas de corantes, relacionando-o0 com
compostos de anilina. Em 1954, Case et al. documentou uma taxa de mortalidade de 10
a 50 vezes acima do esperado em trabalhadores da indUstria de corantes da Inglaterra
e do Pais de Gales, identificando como responsaveis por essa taxa de mortalidade a 2-
naftilamina e benzidina. Foram ainda identificados outros compostos aromaticos como
0 4-aminobifenil, 4-cloro-o-toluidina e 2-cloroanilina.®® A exposicdo a aminas
aromaticas é onipresente em muitas atividades industriais e agricolas, assim como no
fumo do de cigarro. S&o utilizadas como antioxidantes na producao de borracha, 6leos
industriais e pesticidas. Podem ser encontrados em muitos ambientes profissionais,

incluindo industrias quimicas, metalGrgicas, mecanicas, téxteis, petroquimicas.©

Numerosos estudos epidemiol6gicos demonstram convincentemente a relacdo entre
exposicdes ocupacionais e aumento do risco de CB, e documentam uma relacao direta
entre a mortalidade tumoral e a exposi¢cdo ocupacional a longo prazo com uma média
de tempo estimada de exposi¢cdo até a morte de 25 anos (com limites entre 12 e 41
anos). Nos paises onde ocorreu a proibicao do uso de 2-naftilamina e benzidina ocorreu
uma reducao do risco. A exposi¢cao pode ocorrer por via inalatéria ou transdérmica com
um aumento do risco em fumadores e portadores de polimorfismos genéticos

vulneraveis-©?

2.2.2.3 - Exposicdo ao arsénio

A exposicdo ao arsénio presente na agua potavel foi reconhecida como uma causa de
CB. Num estudo mais recente, o impacto a longo prazo da poluicdo da dgua por arsénio
foi observada no Chile resultando numa mortalidade aumentada por CB aumentada,

mesmo 20 anos apos a cessacgdo da exposicao (HR: 3,6; IC95%: 3,0-4,7).(7:63:64)

Numa metaandlise recente Tsuiji et al. mostrou que, para ndao fumadores em particular,
a exposicao a baixas concentracfes de arsénio na agua potavel, por si s6, ndo contribui

para um aumento na incidéncia do CB.®>

Como apontado para outras neoplasias, o risco para a ocorréncia de tumor da bexiga

foi relacionado com fatores nutricionais. A ingestdo hidrica diaria é frequentemente

19



apontada como um importante fator de risco, embora esta associagdo seja dificil de

determinar.(®

Por um lado, a ingestéo de liquidos tem um efeito direto sobre a mic¢éo, reduzindo a
exposicao do urotélio a eventuais carcinogénios presentes na urina quer por diluicdo
guer pelo aumento da frequéncia miccional. Por outro lado, a ingestdo aumentada de
liquido podera aumentar o risco se na sua composi¢cao existirem carcinogénios como o
arsénio ou até desinfetantes para tornar a Agua potavel. A cloracéo da agua potavel e o
consequente aumento dos niveis de trihalometanos foram apontados como uma fonte
de carcinogénios relevantes para o aumento do risco ocorréncia do cancro da bexiga

associado ao consumo de agua da torneira.(":67:68)

Dados mais recentes de estudos prospetivos hdo mostram influéncia da ingestao total
de liquidos no risco de incidéncia ou de recorréncia do CB.(":5¢89 A influéncia da ingestdo
do café também foi apontada como fator de risco, mas estudos recentes ndo mostram

risco aumentado.®

Para além da ingestdo de liquidos, também a influéncia dos habitos dietéticos foi
avaliada relativamente ao risco para o CB. Foi sugerido que o consumo de carne
aumentaria o risco e que o consumo de fruta de vegetais seria um fator protetor, mas

estudos recentes ndo mostram associacdo com o CB.("7%72

Também a ingestdo se suplementos vitaminicos ou minerais ndo mostrou beneficio no

risco."72)

2.2.2.4 - Radiagbes ionizantes e condicdes médicas

Patologias ou tratamentos médicos podem predispor os individuos ao desenvolvimento
do CB como causa direta ou como efeito colateral do tratamento. A retenc¢ao urinaria
cronica com a consequente maior exposicdo do urotélio a carcinogénios, a infecdo
cronica por Schistosoma haematobium (endémico em varias regides de Africa e do
médio oriente) causam inflamagéo cronica na bexiga com posterior desenvolvimento de
carcinoma espinocelular da bexiga.™

No Egipto entre 10 e 40% dos tumores da bexiga sdo carcinomas de células escamosas
associados a infecao crénica da bexiga pelo Schistosoma haematobium. A introducao
de terapéutica eficaz para a schistosomiase e o aumento de prevaléncia do tabagismo
levaram a uma reducdo do carcinoma de células escamosas e a um aumento da

incidéncia do carcinoma urotelial nos ultimos anos.(:"
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O tratamento da regido pélvica por radioterapia tem sido referido como fator de risco
para o desenvolvimento do CB, o tumor pode surgir cinco a dez anos apds a radiacao.
Abern et al., num estudo recente, descreveu um aumento taxa de incidéncia do cancro
da bexiga em doentes submetidos a radioterapia para tratamento do cancro da
préstata.”™ O mecanismo de carcinogénese esta relacionado com a geracéo de radicais

livres que causam alteragGes estruturais diretas no Acido Desoxirribonucleico (ADN).(®

A ciclofosfamida, um agente alquilante usado para o tratamento da leucemia e do
linfoma, esta relacionada com o aumento na incidéncia do cancro da bexiga, sugerida

pela literatura mais antiga.”""®

O risco aumentado de cancro da bexiga foi sugerido em doentes com diagnéstico de
diabetes mellitus. Estudos epidemiolégicos apontam para um aumento do risco de
incidéncia de cancro da bexiga em doentes diabéticos tratados com pioglitazona,
medicamento usado para o tratamento da diabetes mellitus tipo Il (ndo-insulino-

dependente) com o uso a longo prazo.("®:80

2.3 - Anatomia e fisiologia da bexiga

A bexiga é um 6rgao situado na cavidade pélvica, com a forma esférica, cuja principal
funcdo € o armazenamento de urina entre as mic¢des. Estruturalmente, a parede
vesical é constituida por varias camadas: a serosa, a muscular propria (musculo
detrusor - composto por fibras musculares lisas dispostas e orientadas diferencialmente
em trés camadas), a muscularis mucosae e lamina prépria (composta de tecido
conjuntivo estromal de densidades variaveis, bem como areas descontinuas de musculo
liso geralmente associadas a vasos sanguineos) e, finalmente, o urotélio. O urotélio é
um epitélio de transicdo de origem endodérmica. Quando visto em seccao transversal,
0 urotélio é um epitélio multicamadas, composto por trés ou mais camadas de células,
dependendo do estado de distensdo do 6rgdo. Cada camada apresenta um tipo de
célula morfologicamente distinto: a camada de células basais € de natureza germinativa,
constituida por células com um diametro de 5-10 um, na camada intermédia as células
apresentam um didmetro de 2 0 enmcamada superficial, as células guarda-chuva
(Aumbr el)ad ecpeelnfldseon d o do grau de reple-«o

diametro.®

As células basais e intermediarias expressam p63 e citoqueratinas de alto peso
molecular (CK5, CK10, CKT14).628) As células em guarda-chuva superficiais estdo
unidas entre si por juncdes intercelulares e sdo caracterizadas pela expressao de quatro

proteinas uroplaquinas (la, Ib, Il e 1ll) e citoqueratinas de baixo peso molecular (CK18,

21

vesi

cal



CK20).838% Cada célula guarda-chuva cobre varias células intermediarias subjacentes,
gque medem 20 em de didmetro. A superficie luminal do urotélio esta coberta por uma
camada de glucosaminoglicanos (GAG) que constitui uma barreira a circulagdo de
substancia entre 0 sangue a urina armazenada na bexiga. Esta estrutura urotelial
permite que a urina armazenada na bexiga por intervalos de tempo variaveis ndo sofra

alteracdes significativas na composicdo.®&%

2.4 - Ciclo celular e cancro

H4& evidéncias de que o processo de transformacdo maligna do urotélio da bexiga é
devido a altera¢des nas vias moleculares normalmente responsaveis pela manutencgao
da homeostase celular, nomeadamente altera¢des no ciclo celular.*® A compreenséo
da biologia do tumor e dos mecanismos moleculares da doenca resultantes da
introducdo de biomarcadores podem adicionar informacdo importante aos critérios
classicos e contribuir para maior acuidade de diagnéstico, terapéutica e
prognastico.®&87

Fundamentalmente, o cancro pode caracterizar-se como uma doenca onde a
proliferacéo celular deixa de estar sob os mecanismos fisiologicos de controle. O
crescimento ndo controlado e a divisao das células cancerigenas interfere com o normal
funcionamento do organismo, quer no local de origem, quer através da propagacao para
outro local, eventualmente resultando na morte. Existem caracteristicas que as células
neoplasicas podem apresentar, como a capacidade de induzir a vascularizacdo do
tumor (angiogénese) a fim de receber oxigénio e nutrientes ou se dispersar do local de
origem para um local distante do corpo (metastase) e ainda mecanismos para suprimir

a morte celular programada (apoptose).®& %)

O ciclo celular consiste hum conjunto de passos coordenados e regulados para a
proliferacéo celular fisiol6gica e fornece a chave para a compreensédo da proliferacao
ndo controlada no cancro. Nas células eucaritticas, o ciclo celular, obedece a uma
sequéncia comum de eventos: crescimento celular, replicacdo do ADN, distribuicdo do
material genético (cromossomas) pelas células filhas e, finalmente, a divisdo celular.
Classicamente consideram-se, no ciclo celular, duas fases distintas a interfase e mitose.
Na interfase consideram-se trés subfases: G1, fase S e G2. Os complexos eventos
celulares que ocorrem ao longo da mitose dividem-se ainda em subfases distintas:
préfase, pré-metafase, metafase, anafase e tel6fase. A fase GO representa o estado no

qual uma célula ndo esta em divisao celular.®
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A duracdo do ciclo celular é varidvel consoante o tipo celular. A fase mais prolongada é
a fase S, na qual ocorre sintese (duplicacdo) do material genético. As fases G1 e G2

correspondem a fases de intervalo (gap) entre a fase S e a fase M (Mitose).

A entrada no ciclo celular depende, fundamentalmente, de sinais extracelulares,
conhecidos como fatores de crescimento que induzem a entrada da célula na fase G1
da interfase, levando a alteracdo do perfil de expressdo génica, o que promove
alteracdes na fisiologia e morfologia da célula que resultam no crescimento e divisao
celular. Nesta fase ocorre uma intensa atividade na biossintese de proteinas
fundamentais para a replicacdo do ADN que ocorrera na fase subsequente do ciclo. A
passagem da fase G1 para a fase S esta dependente, entre outras condi¢des, da

integridade do ADN, volume celular e da sintese proteica.

As alteracdes fisioldgicas determinantes da entrada na fase G1 estdo dependentes da
expressao da proteina ciclina D cuja sintese é ativada pela cascata de sinalizagcédo
mediada por fatores de crescimento. A familia das proteinas conhecidas por ciclinas,
assim designadas por sofrem um ciclo de sintese e degradacao durante as diferentes
fases do ciclo celular, pode ser dividida em duas classes: as ciclinas G1/S, que inclui as

ciclinas A, D e E e a ciclina G2/M, a ciclina B.®D

7

Todo o processo de divisdo celular é orquestrado principalmente por complexos
ciclina-cinase, uma vez que as ciclinas formam dimeros funcionais com proteinas
cinases espec?2ficas, conhecidas comos).Acinases
formacédo do dimero ativa as CDKs levando a fosforilacdo de proteinas alvo especificas,
responsaveis pela progresséao do ciclo celular, regulando também a replicacdo do DNA
na fase S ou a condensacédo da cromatina e a formacéo do fuso mitético na fase M. A
progressao no ciclo celular para a fase S esta dependente da verificagdo da integridade
do ADN (primeiro ponto de restricdo ou verificagdo). Esta verificacdo é determinante
para o sucesso do ciclo celular, isto €, para que as células filhas apresentem as mesmas
caracteristicas genotipicas e fenotipicas da célula mae, garantindo manutencédo de
todas atividades fisioldgicas inerentes ao tipo celular original.®-°1793

Quando ocorrem alteragfes estruturais e/ou funcionais no ADN, as proteinas
responsaveis pelo sistema de reparacdo do ADN promovem a ativacao da proteina p53
gue atua como um fator de transcricdo (proteina responsavel por induzir a expressao de
um determinado gene), levando ao aumento da expressdo da proteina p2l. Esta
proteina forma um trimero com o complexo ciclina D/CDK 4 ou 6, inibindo a atividade
das CDKs. Desta forma, o ciclo celular é interrompido até que o defeito no ADN possa

ser reparado. Caso nao seja passivel de reparacdo, a proteina p53 ira induzir a
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expressao de proteinas pré-apoptéticas, como a proteina Bax que serdo responsaveis
pela inducdo da morte da célula alterada. Apds a verificacdo da integridade do ADN, a
célula progride para a fase S, onde o ADN sera, finalmente, replicado. Durante a fase
S, a taxa de transcricdo e de sintese é reduzida, mantendo-se apenas a sintese de
histonas, proteinas que serdo importantes para a constituicdo da cromatina a partir do

ADN recém sintetizado.®V

Ao entrar na fase G2, a célula verifica a integridade do ADN recém-sintetizado (segundo
ponto de restricdo). Caso ocorra copia incorreta do ADN durante S, a célula ndo passara
o ponto de verificagdo G2/M, o ciclo celular € interrompido e sdo ativadas as vias da
apoptose (morte programada), uma vez mais induzidas pela proteina p53. Na fase G2
inicia-se a sintese de tubulinas, proteinas fundamentais para a mitose, uma vez que
contribuem estruturalmente para a formacdo do fuso mitético, e a célula esti apta a
prosseguir o ciclo celular e entrar na fase M. Por fim, ocorre a mitose, fase M, onde
ocorre a separagado dos cromossomas com divisdo do nucleo celular e do citoplasma e
a célula da origem a duas células. Apoés a divisdo, as células podem entrar em fase de

repouso (GO0) ou evoluir no ciclo celular, entrando novamente na fase G1 (Figura 7).V

As células podem adquirir mutagcdes nos genes como resultado de alteracdes na
estrutura do ADN induzidas espontaneamente e/ou sob influéncia de fatores ambientais.
A um primeiro nivel, os genes que tém influéncia sobre o controle do ciclo celular e da
proliferacdo, sdo agrupados em duas categorias: genes supressores de tumor (inibidor

do crescimento) e proto oncogenes (promogcao do crescimento).®4

A carcinogénese do CUB resulta da acumulacéo de alteragfes genéticas sequenciais
responséaveis pela disrupcdo progressiva da proliferacao celular normal. As células
malignas em desenvolvimento adquirem um fenétipo que envolve autossuficiéncia em
fatores de crescimento, insensibilidade a sinais inibidores do crescimento, escape a
apoptose, replicacdo ilimitada, angiogénese, capacidade de invasdo e

metastizacg&o.®588.9)

Os mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese podem classificar-se

segundo o nivel a que ocorrem as alteracées em:©®>

Cromossdmicas i numéricas ou estruturais;
Genéticas (mutacdes, delecbes, fragmentacdo, amplificacdes, alteracdes
epigenéticas);

1 Expressao proteica (modificacdes na regulagéo protedémica).
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Figura 7 - Ciclo Celular.
A célula cresce durante a interfase, que consiste em trés fases G1, S e G2.
A replicacéo do ADN ocorre na fase S. A célula divide-se em duas células-filhas na fase M (mitose).

O crescimento autbnomo das células alteradas promove o aparecimento de uma nova
estrutura - a neoplasia. A organizagéo génica e cromossomica pode ser desregulada de
tal forma que torna possivel a existéncia de variantes celulares com capacidade de
invadir as estruturas adjacentes e se disseminar através do sistema linfatico ou dos
vasos sanguineos para outros 6rgdos. A carcinogénese é, assim, um processo
multifaseado, com expressao tanto a nivel genotipico como fenotipico. A interacédo de
multiplos fatores a diferentes niveis determinam diferentes genotipos e fendétipos de

CUB com diferentes evolugées clinicas.®®)

2.5 - Carcinogénese Urotelial

O carcinoma urotelial da bexiga é Unico entre os carcinomas. Engloba variantes
fenotipicas com comportamento bioldgico divergente e diferente prognéstico, resultado
de uma via dupla na carcinogénese vesical, resultando em tumores uroteliais ndo

musculo-invasivos e tumores uroteliais musculo-invasivos (figura 9).¢7100

A alteracdo genética mais frequente é a delecdo do cromossoma 9 que constitui um
evento precoce no processo de carcinogénese da bexiga comum aos dois fenétipos

tumorais.®” De facto, anomalias no cromossoma 9 podem ser encontradas em mais de
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50% de todos os CUB, independentemente do estadio e grau.*? Possivelmente as
regides suprimidas (9p-/9g-) constituem o locus dos genes supressores tumorais, como
0 gene CDKNZ2A (inibidor de cinase dependente de ciclina 2A) identificado no locus 9p21
e codifica as proteinas p16'N4A e p14~RF, Estas proteinas sdo supressoras tumorais que
induzem a paragem do ciclo celular através das vias RB (retinoblastoma) e p53.(02109)
E possivel que outras altera¢des estruturais no cromossoma 9 predisponham as células

uroteliais afetadas a outras alteracdes genéticas mais marcadas.

A analise do exoma dos tumores uroteliais da bexiga mostra um ndamero médio de 169
a 195 mutacbes para os tumores papilares ndo invasivos%®%) e de 302 para o0s
tumores musculo-invasivos.®%® Os carcinomas papilares, frequentemente, tém
cariotipos diploides ou quase diploides com poucas alteragdes no nimero de copias. 09
Em contraste, os CUBMI sdo aneuploides, com alteracbes numéricas dos
cromossomicas, rearranjos,1%%1%) produzindo grandes diferencas no padrdo de genes

mutados.®19

No CUBNMI, as duas alteracbes mais comuns sao a dele¢cdo do cromossoma 9 e a
mutacdo pontual no gene FGFR3 (recetor do fator de crescimento de fibroblastos 3).
Estas alteracdes também sdo encontradas na hiperplasia do urotélio,t90:1117113)

sugerindo uma relag&o evolutiva da hiperplasia para o carcinoma urotelial papilar.('4

Os CUBNMI papilares sdo caracterizados pela ativagdo da via de regulacdo do ciclo
celular ligada ao RTK-Ras (recetor tirosina cinase), exibindo mutacées que ativam os
oncogenes H-RAS (Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) e FGFR3 (fibroblast

growth factor receptor 3).(97:115.116)

A via de sinalizacdo do recetor da tirosina-cinase (RTK-Ras) desempenha um papel
central na proliferacdo das células epiteliais pela transducdo de sinais indutores da
atividade mitotica entre a superficie celular e o nucleo. Mutagdes pontuais no FGFR3
constituem a alteracao genética mais frequente no carcinoma urotelial, podendo ocorrer
em cerca de 80% dos tumores de baixo grau pTa, em comparacdo com 10% a 20% nos
tumores invasivos. Mutac¢des no gene H-RAS ocorrem em 15% dos tumores uroteliais.
A sobre expressao do gene H-RAS esta associada a tumores pTa que, provavelmente,

nédo progridem. 171119
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Figura 8 - Carcinogénese i Vias da carcinogénese do carcinoma urotelial
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A elevada frequéncia das mutacdes nos genes H-RAS e FGFR3 observada em
carcinomas uroteliais de baixo grau, respetivamente em cerca de 30 e 70% dos casos,
sugere que estas alteracBes genéticas estardo na génese desta variante tumoral.®”
Ainda assim, a coexisténcia das duas mutagBes é rara, sugerindo uma provavel

equivaléncia funcional.®!®)

Por outro lado, a maioria dos tumores invasivos de alto grau, ndo papilares, surgem de
novo ou séo precedidos pelo desenvolvimento de displasia urotelial de alto grau e lesdes
de carcinoma in situ (CIS) e, frequentemente, progridem e metastizam. Exibem mdultiplas
alteracdes genodmicas e defeitos nas vias da proteina p53 e do retinoblastoma (RB).®%97
Esta bem documentado o alto risco de desenvolvimento de carcinoma urotelial musculo-
invasivo em lesdes vesicais com displasia ou CIS®?9 nas quais € comum a proliferagéo
celular associada a mutagées no gene TP53.9 Além disso, € comum a expressao
aumentada de CK20 e HER2 (também conhecido como ErbB-2) e a expressao
diminuida de PTEN com aumento simultaneo da expressao da via da fosfatidilinositol-
3-cinase (PI3K).*?Y O desenvolvimento destes tumores, em modelos animais, requer a

inativacdo de um ou mais genes supressores tumorais, o TP53, RB1 e PTEN.(1221124)
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Os genes supressores alterados na maioria dessas lesdes®” 1151259 estdo associadas
aos processos de apoptose, transducéo de sinal e regulacdo da expressdo génica 15126
gue se associam a recorréncia e progressao tumoral em doentes tumores de alto grau
e CIS.(127"' 129)

O TP53 ¢ o gene mais frequentemente mutado no cancro humano.®3% A proteina p53,
codificada pelo TP53, inibe a progressao do ciclo celular na transicdo G1-S e medeia o
controlo da atividade transcricional de p21WAFYCP1 que codifica o inibidor de CDK
(cinase dependente de ciclina). Consistente com isso, a expressdo de p21 é regulada
negativamente na maioria das neoplasias uroteliais que abrigam mutacdes de TP53.13Y
O TP53, um gene supressor tumoral, € um elemento chave na convergéncia das
complexas redes de sinalizacao celular. Alteracbes na sua expressao tém implicacdes
diretas na oncogénese do CUB, nomeadamente no controlo da apoptose e,
consequentemente, na proliferacdo celular, contribuindo para a instabilidade

genémica.®®

As alteragcbes do gene do retinoblastoma (RB) em carcinomas uroteliais estéo
frequentemente associadas ao fenoétipo invasivo. Na sua forma ativa ndo fosforilada, a
pRb inibe o fator de transcricdo E2F. As CDKs fosforilam a pRb, o que causa liberacao
de E2F que, por sua vez, é capaz de induzir a transcricdo de genes para replicagédo de
ADN.®32 Uma pRb disfuncional leva a perda de inibic&o dos fatores de transcricdo E2F,

levando a um aumento da proliferacdo celular.*®

Alteracdes na via de Rb, isoladamente ou em combina¢do com a via da p53 alterada,

tém alto valor progndstico para doentes com CUB.(1341136)

A progressao e metastizacdo tumoral resultam de alteragdes genéticas adicionais,
geralmente associadas a delec¢des dos bragos curtos dos cromossomas 3, 8, 11 e 13 e

dos bracos longos dos cromossomas 13 e 14.69

No entanto, a capacidade infiltrativa dos tumores uroteliais da bexiga através das
estruturas da parede vesical, invasao dos 6rgaos adjacentes e metastizacdo a distancia
resulta ndo soO de fatores genéticos intrinsecos das células neoplasicas, mas também
de fatores epigenéticos resultantes do microambiente tumoral. Assim, os fenotipos mais
agressivos, resultam da ocorréncia de multiplas alteracdes morfolégicas e funcionais,
nomeadamente, a ocorréncia de angiogénese, perda da adesao intercelular e
remodelacdo da matriz extracelular pelas metaloproteinases da matriz (MMPS),

reconhecidas como caracteristicas essenciais nesse processo.%97:115125137)
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2.6 - Clonalidade e célula de origem

O carcinoma urotelial da bexiga é tipicamente uma doenca multifocal o que levanta a
guestdo da origem clonal. Se por um lado a exposicdo cronica de todo o urotélio a
carcinogénios pode levar ao desenvolvimento de mudltiplos focos neoplasicos com
diferentes células de origem, por outro lado, é possivel que um Unico clone tumoral
possa estar na origem de mudltiplas lesdes monoclonais a partir da expansao intra

epitelial ou de células libertadas durante a cirurgia.%

Estudos recentes mostram que, embora alguns processos neoplasicos na bexiga
identificados como multifocais, a maioria sdo monoclonais.°°138) No entanto, outros
estudos, utilizando mdultiplos marcadores moleculares ou alteragbes gendmicas
apontam a evidéncia clara da evolucao subclonal dos tumores com origem numa Unica
célula.®*®Numa fase inicial, regidesdeur ot ® i o Anor mal 0 s«o

monoclonal de células com alteracBes precursoras da carcinogénese nas quais é
possivel observar displasia ou mesmo sem alteracdes morfologicas. Nestas areas do
urotélio observam-se "campos" clonais de células com alteragdes comuns no carcinoma
urotelial, nomeadamente, a perda de hetertozigotia no 3922, 5922-23, 9921, 10p26,
13914 e 1713 ja presentes, permitindo a compreensdo da evolugédo temporal dos

eventos gendmicos que levardo a formac&o do tumor. (40141

Estudos experimentais apontam para a evidéncia que as células percussoras do
CUBNMI sédo células da camada intermédia, isto €, ndo sdo as células basais do
urotélio.421439 paralelamente, outros estudos mostram que fstem cellsd  iada®o de
tumores uroteliais indiferenciados da bexiga exibem um fenétipo (CD44+, KRT14+ /
KRT5+, KRT20717) semel hante " s c¢c® ul &3%%Esa
diferenca na origem celular para CUBNMI e CUBMI pode determinar ou restringir os

eventos moleculares subsequentes no desenvolvimento do tumor.

2.7 - Classificacdo do Carcinoma urotelial da bexiga

2.7.1 - Classificacao histolégica e estadiamento

A analise histolégica dos tecidos obtidos dos doentes com CUB, geralmente por
resseccao transuretral do tumor da bexiga (RTU-V), permite ndo s6 determinar o tipo
histol6gico, mas também contribuir para o estadiamento do tumor ao identificar a
profundidade de envolvimento da parede da bexiga (extensdo local do processo

neoformativo) e o grau histolégico. Estes sao fatores de prognéstico amplamente
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reconhecidos para a recorréncia, progressao e sobrevida e constituem a base para a

instituicdo da terapéutica.®637

O carcinoma urotelial (ou de células de transi¢c&o) é o tipo histologico predominante na
Europa e nos Estados Unidos onde é responsavel por 90% de todos os tumores que
ocorrem na bexiga. No entanto, o carcinoma urotelial frequentemente sofre uma
diferenciacdo divergente, pelo que podem observar-se outros tipos histoldgicos
acompanhando o carcinoma urotelial tipico. As variantes mais comuns sdo o carcinoma
de células escamosas e 0 adenocarcinoma. Cerca de 5% dos casos de cancro da bexiga
sdo carcinomas de células escamosas puros e menos de 2% s&o adenocarcinoma ou

outras variantes.(112

O segundo tipo histolégico mais frequente € o carcinoma de células escamosas, com
ampla variacdo na incidéncia e prevaléncia em diferentes partes do mundo.
Classicamente esta associado a inflamacgdo cronica e particularmente a infe¢cdo por
Schistosoma haematobium. E mais frequente em paises do norte de Africa onde o
parasita € endémico. No Egipto permaneceu a causa mais importante para o cancro da
bexiga, chegando a representar mais de 70% dos casos no Egipto, embora no decorrer
da ultima década, o carcinoma de células de transicdo seja apontado como mais
frequente.(™ Na Europa e nos Estados Unidos, este tipo histolégico néo ultrapassa os
7% de todos os casos de CB. Esta geralmente associado a inflamac6es e infeces
cronicas do aparelho urinario inferior relacionadas com a presencga de litiase vesical ou
algaliacdo cronica. A incidéncia estd aumentada nos doentes com traumatismo medular,

tratamentos com ciclofosfamida e radioterapia.:45146)

Em 1973, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) propde a estratificacdo dos
carcinomas uroteliais superficiais em papiloma urotelial bem diferenciado (G1),
carcinoma urotelial moderadamente diferenciado (G2) e carcinoma urotelial pouco
diferenciado (G3). Em 2004 a OMS e a Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica
(ISUP) introduziram uma nova classificacao tendo em conta altera¢des citolégicas e da
arquitetura do tecido.**”) Esta classificacdo diferencia 0 CUBNMI em diversas
categorias: neoplasia papilar urotelial de baixo grau de potencial maligno, carcinoma
urotelial de baixo grau e carcinoma urotelial de alto grau. Um dos objetivos desta
classificacéo € permitir uma maior uniformidade, diminuir as diferencas interobservador
e permitir uma melhor estratificacdo do risco.®*® Ainda assim, a variabilidade
interobservador permanece elevada, mesmo entre patologistas experientes, apesar de
muitas décadas de esforgcos para desenvolver classificagdes patoldégicas que melhor

possam refletir o comportamento clinico.*® A evolugdo clinica estd dependente,
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naturalmente, de padr6es multifatoriais de risco clinico de recorréncia e progressao,
determinados ndo apenas pelo padrdo de crescimento ou o grau histolégico, mas

também pela dimens&o do tumor, multifocalidade ou o tempo de recorréncia.®*”

A mais recente classificagdo da OMS de 2016 dos tumores do urotélio (Tabela 1)
fornece uma revisdo contemporédnea da morfologia das neoplasias uroteliais,
enfatizando a sua capacidade Unica de exibir diferenciacdo divergente, mdltiplas
variantes morfolégicas e diversidade gendémica, apontando como a morfologia e o
gendtipo podem ser explorados para selecionar a terapéutica de acordo com o

conhecimento das vias moleculares ativadas em tumores especificos.?2159

Foi introduzido o termo proliferacéo urotelial de potencial maligno incerto que descreve
um urotélio espessado com minima ou henhuma atipia citolégica em substituicdo do
termo hiperplasia. Este padrao histopatoldgico é frequentemente observado em doentes
com histéria de carcinoma urotelial prévio ou adjacente a lesbes papilares. Podem
tamb®m ser adbmwd ve,d arse 9 aelev@reia @imica @desconhecida.
A displasia urotelial é definida como uma lesdo plana com alteracdes citolégicas e
arquiteturais apreciaveis, mas que ficam, no entanto, aquém dos critérios necessarios

para estabelecer o diagnéstico CIS urotelial.*?

Os CUBNMI podem ser divididos em duas categorias: papilar ou plano. O carcinoma
desprovido de estruturas papilares é chamado de carcinoma in situ (CIS) e é, por
definicdo, uma neoplasia de alto grau, exibindo, no entanto, um amplo espectro de
atipias.*0'152) As neoplasias uroteliais consideradas no nosso estudo incluem os
carcinomas uroteliais ndo musculo-invasivos de alto grau e de baixo grau (os casos com

a presenca de CIS foram excluidos do estudo).

Morfologicamente, o carcinoma urotelial de baixo grau (pTa BG) é caracterizado por
papilas organizadas (figura 9). Embora as varia¢cdes na polaridade e tamanho nuclear,
a forma e a distribuicdo da cromatina ndo sejam de importancia primaria, existe uma
desordem citolégica especifica. As mitoses sdo raras e, se presentes, geralmente
ocorrem na metade inferior do urotélio. Os desafios apresentados pelo corte tangencial
de inclusdao podem dificultar a andlise dos aspetos arquiteturais, que podem ser
confundidos com o urotélio irregular. Se diferentes graus forem detetados na mesma

lesdo, o tumor deve ser classificado de acordo com o maior grau observado.%
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Tabela 1 - Classificacdo da OMS do tumor urotelial(*>®

Tumores uroteliais ndo invasivos
Carcinoma urotelial in situ
Carcinoma urotelial papilar, baixo grau
Carcinoma urotelial papilar, alto grau
Neoplasia urotelial papilar de baixo potencial maligno
Papiloma urotelial invertido
Proliferac&o urotelial de potencial maligno incerto (hiperplasia)

Displasia urotelial

Tumores uroteliais invasivos
Carcinoma urotelial infiltrativo com diferenciacéo divergente
AiNestedo
Microquistico
Micropapilar
Linfoepitelioma-like
Plasmocitoide / célula em anel de sinete / difuso
Sarcomatoide
Células gigantes
Indiferenciado
Rico em lipidios
Células claras
Tumores tipo mulleriano

Tumores em diverticulo vesical

As lesbBes de alto grau (AG) sdo caracterizadas por uma aparéncia completamente
desordenada em baixa ampliacdo devido a desorganizacdo citoldgica, nuclear e
arquiteténica. O espectro do pleomorfismo é amplo e varia de moderado a acentuado,

mas é consensual ndo subdividir esta categoria de lesdes em dois subgrupos.
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Figura 9 - Carcinoma urotelial de bexiga de baixo grau

7

No entanto, o grau de atipia nuclear € importante: os nucleos tém nucléolos
proeminentes e sdo pleomarficos, exibindo mitoses frequentes. A necrose intraepitelial
pode estar presente. A espessura do urotélio pode variar consideravelmente com

papilas fundidas a exibem um crescimento anarquico (figura 10).(:2148

Os tumores de AG devem ser considerados lesdes agressivas. Os tumores de AG
podem ser pTa, mas também pT1-4. Os carcinomas uroteliais pT2-4 sdo geralmente
classificados como tumores de AG de acordo com a OMS 2004/2016.(12:150.153)

Na apresentacdo clinica inicial, 70 a 80% dos carcinomas uroteliais da bexiga séo

diagnosticados como tumores ndo musculo-invasivos (estadios Ta e T1).

Uma das caracteristicas clinicas destas neoplasias é a recorréncia frequente,
aproximadamente entre 50 e 70% dos CUBNMI recorrem e aproximadamente 10 a 20%
dos casos progridem para doeng¢a musculo-invasiva, particularmente nos tumores de

alto grau. (54159

Entre 20 a 30 % dos carcinomas uroteliais da bexiga sao diagnosticados como neoplasia
musculo-invasivas com um elevado risco de progressdo e metastizagdo, com uma
sobrevivéncia global aos 5 anos proxima dos 50%, apesar da abordagem terapéutica
multimodal com tratamento cirargico (cistectomia radical e linfadenectomia pélvica) e

terapéuticas citotdxicas adjuvante e neoadjuvantes.®5%
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Figura 10 - Carcinoma urotelial de bexiga de alto grau

O sistema de estadiamento amplamente usado na pratica clinica para o carcinoma
urotelial da bexiga é a classificacdo da AJCC/TNM (American Join Committee of Cancer:

Tumor, Node, Metastasis), revisdo de 2016, que se sumariza na tabela 2. (*59

Trata-se de um sistema de classificacdo baseado em dados clinicos e imagiol6gicos
(com confirmacao citolégica ou histoloégica da doenca) que permite estabelecer a
extensdo do processo neofomativo. Neste sistema de estadiamento, as categorias do
estadio T do tumor primario na bexiga sao definidas pela extenséo da invasdo do tumor

através sua parede vesical. %)

O estéadio patoldgico (pT) é um determinante critico no prognéstico do CUB-®¢37:15) Qs
tumores ndo musculo invasivos incluem o tumor papilar (pTa) e o tumor plano (CIS /
carcinoma in situ) que estdo confinadas ao urotélio e também as les6es com invasao

do tecido subepitelial (infiltracdo da lamina prépria pT1).

34



Figura 11- Carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo (Ta e T1)

De acordo com o sistema de classificacdo da OMS de 2016, os tumores pTa e pT1 sédo
classificados em BG e AG e todos os carcinomas uroteliais invasivos do musculo
detrusor sdo considerados tumores de AG.(12150)

Os tumores pTa nao invadem a lamina propria (pelo que ndo apresentam invasao
linfovascular com muito baixo risco de metastizagdo a distancia). Ja os tumores pT1
invadem o tecido conjuntivo subepitelial que compreende a lamina prépria e a
muscularis mucosae com possibilidade de invaséo linfovascular e metastizacdo a
distancia. Em muitos casos, os patologistas irdo identificar os tumores pT1l como

tumores de HG, independentemente da sua atipia.®%”

35




Tabela 2 - Classificacdo do Tumor Vesical TNM®*5)

T- Tumor primario

X Tumor primério néo avaliavel

TO Sem evidéncia de tumor primario

Ta Carcinoma papilar ndo invasivo

Tis Carcinomainsitu( it umor pl anoo)
T1 Tumor que invade o tecido conjuntivo subepitelial
T2 Tumor que invade o musculo

T2a Tumor que invade a camada muscular superficial (metade interna)

T2b Tumor que invade a camada muscular profunda (metade externa)
T3 Tumor que invade o tecido perivesical

T3a microscopicamente

T3b macroscopicamente (massa extravesical)
T4 Tumor que invade qualquer uma das seguintes estruturas:

prostata, Utero, vagina, parede pélvica, parede abdominal
T4a Tumor que invade a préstata, Gtero ou vagina

T4b Tumor gque invade a parede pélvica ou parede abdominal

N- Ganglios Linfaticos Regionais

NX Ganglios linfaticos regionais ndo avaliaveis
NO Sem metastases nos ganglios linfaticos regionais
N1 Metéastases num Unico ganglio linfatico pélvico (perivesical, hipogastrico, obturador, iliaco

externo ou pré-sagrado)
N2 Metastases em multiplos ganglio linfatico pélvico (perivesical, hipogastrico, obturador,
iliaco externo ou pré-sagrado)

N3 Metastases em ganglios linfaticos na iliaca primitiva

M- Metastases a Distancia

MO Sem metastases a distancia
Mla Metastases em ganglios néo regionais
M1b Outras metastases a distancia (ndo ganglionares)

O sufixo (m) deve ser adicionado a categoria T para indicar multiplos tumores

Quando o tumor invade a muscularis propria pode ser estratificado pela profundidade
de invasao da parede muscular (T2a, T2b). Se ultrapassa o limite do 6rgéo e se estende
ao tecido conjuntivo perivesical é classificado como T3 (T3a, T3b). O tumor T4 invade

estruturas adjacentes a bexiga.®®)
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O carcinoma in situ (CIS ou Tis) € um tumor urotelial plano, de alto grau, ndo invasivo,
geralmente multifocal que pode ocorrer na bexiga ou menos frequentemente no trato
urinario superior ou mesmo na uretra. 458159 O diagndstico de CIS por cistoscopia pode

ser dificil na auséncia de bidpsia, pois assemelha-se a uma lesao inflamatéria.

O CIS estéa presente em cerca de 25% dos tumores uroteliais de alto grau, exibindo, a
observacao microscopica, uma desordem estrutural e anaplasia nuclear semelhantes

ao tumor de alto grau.®%8:1%9

O carcinoma urotelial da bexiga pode invadir progressivamente as estruturas que
constituem a parede vesical: o urotélio, a membrana basal da lamina prépria, a
muscularis mucosae (constituida por fibras musculares lisas e por um plexo vascular),

a camada muscular propria, a serosa e a gordura perivesical (figura 12).

N&o musculo-invasivo Musculo-invasivo

Ta T1 T2a T2b T3 T4

cis

—~ Mucosa

— Lamina prépria

Muscular propria

Gordura peri-vesical

Estruturas peri-vesical

Figura 12 - Classificagdo TNM do Carcinoma Urotelial da Bexiga -T
Representacao esquematica do Carcinoma Urotelial da Bexiga i invasado das estruturas da parede vesical.

A classificacdo (estadiamento) TNM e o grau histopatolégico sdo parametros
amplamente utilizados na estratificagdo do risco de recorréncia e particularmente no

risco de progressdo do CUBNM].(118.1601162)

A importancia da histopatologia no diagndstico, prognoéstico e tratamento do carcinoma
urotelial da bexiga € inequivoca. No entanto, a variabilidade interobservador é uma

limitac&o técnica frequentemente apontada. (36:37:163.164)
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2.7.2 - Classificagdo molecular do carcinoma urotelial

Embora classicamente o carcinoma urotelial da bexiga seja classificado como CUBNMI
e CUBMI, andlises moleculares recentes levaram a novas propostas de classificacdo
baseadas em alteracdes gendmicas.®6185'17) Estas classificagdes moleculares
distinguem os tumores uroteliais em dois subtipos moleculares referidos como luminal
e basal com comportamento clinico distinto e diferentes sensibilidades a quimioterapia
e imunoterapia.(001691711178) A jdentificacdo dos subtipos moleculares baseia-se na
andlise de transcricdo do genoma com a identificagc@o de cinco categorias de tumores
uroteliais. Estes subtipos exibem uma expresséao diferencial de citoqueratinas, status de
mutacdo FGFR3, perfis genéticos de adesao celular e diferentes perfis de expressao de
genes do regulador de ciclo celular.(t00.169.17171178) Ag 5 categorias incluem urobasal A,
urobasal B, genomicamente instavel, carcinoma de células escamosas-like, e infiltrativo.
Os trés principais subtipos, urobasal, genomicamente instavel e carcinoma de células
escamosas podem distinguir-se com base na morfologia e perfil imunohistoquimico,
permitindo a identificagdo no exame anatomopatoldgico standard.(100.169.1711178) patschan
et al. mostrou diferencas estatisticamente significativas no progndstico quando aplicada

a estratificacdo para subtipo molecular em doentes com pT1.47

Os dados disponiveis sugerem que 0s subtipos moleculares de CUBNMI poderdo
representar um novo paradigma de classificacdo com potencial para poder ser
introduzida no algoritmo de decisé&o clinica, uma vez que estas categorias moleculares
melhoram a precisdo dos grupos prognésticos e tém o potencial de melhor definir a
probabilidade de resposta as terapéuticas atuais. No entanto, a taxonomia molecular do
CUB é baseada na andlise molecular por metodologias genémicas complexas com

necessidade de tecnologia dispendiosa ndo amplamente aplicavel aos diagnosticos
clinicos. (100,169,171i 178)

Numa légica de aplicacéo a clinica, Choi et al. ”® sugeriu recentemente a utilizagdo de
marcadores imunohistoquimicos com potencialidade de identificacdo dos subtipos
moleculares. Inicialmente, um namero significativo de marcadores imunohistoquimicos
foram identificados para suportar a classificacéo de luminal/basal no CUB. A utilizac&o
de marcadores moleculares baseado em duas citoqueratinas (CK20 e CK5/6) foi
apontado com valor potencial na identificagdo fenotipica dos gendtipos luminal/basal no
cancro da bexiga.*®80) Esta abordagem foi recentemente validada numa coorte de
doentes com carcinoma urotelial superior, em que esta assinatura de dois marcadores
foi capaz de identificar os doentes com pior sobrevivéncia especifica.’® Estes

resultados parecem identificar marcadores imunohistoquimicos que permitiriam uma
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classificacdo simples e econémica do CIBNMI. No entanto, até agora, apenas dispomos
dum ndmero limitado de estudos envolvendo a aplicacdo da taxonomia molecular no
CUBNMI. Os estudos mais robustos evidenciando o valor preditivo da taxonomia
molecular no prognéstico e na resposta a terapéutica surgiram no CUBMI, o que leva a

necessidade de mais informacdes relacionadas com o CUBNM|.(174:177.181)

2.8 - Aspetos clinicos

s

A hematulria macroscépica indolor é o sinal mais frequente associado ao CIBNMI
(tumores Ta e T1), ocorrendo em cerca de 85% dos casos.®® A prevaléncia de CUB
varia entre 13 e 35% em doentes com hematudria macroscopica e entre 5 e 10% em
pacientes com hematuria microscépica.®218) Embora os tumores Ta e T1 raramente
causem outros sintomas, o CIS pode causar sintomas irritativos vesicais, levando este
guadro clinico a considerar a sua existéncia, particularmente, na auséncia de resposta

a terapéutica convencional.637)

Nos casos de doenca avancgada pode surgir obstrucao ureteral com dor lombar ou dor
abdominal, retencdo urinaria ou, mais raramente, sintomas relacionados com a
extensdo da doenca a outros 6rgédos ou metastases a distancia. As formas néo invasivas

do tumor vesical raramente revelam alteragdes do exame objetivo. 637

Dos estudos imagiolégicos, a ecografia do aparelho urinario permite objetivar a
existéncia de lesdes vesicais, particularmente as lesdes papilares. No entanto, o CIS
ndo pode ser detetado por ecografia (ou por outro método de imagem).*® A cistoscopia
(observacgédo endoscopica direta da bexiga) constitui o exame complementar de elei¢cao
para o diagnostico dos tumores da bexiga com sensibilidade varidvel e dependente do

operador.(18:36)

Apo6s o diagnéstico inicial de cancro da bexiga, o procedimento padrdo, no caso do
carcinoma urotelial ndo musculo-invasivo, € a resseccao transuretral da lesdo (RTU-V).
No entanto, pequenos tumores, particularmente lesfes planas como o CIS podem nédo
se detetar ou serem incompletamente ressecadas levando a taxas de recorréncias
elevadas e mesmo abrindo a possibilidade de se tornarem lesdes musculo-

invasivas. (637

Para aumentar a sensibilidade na detecdo de tumor vesical desenvolveram-se novos
métodos que aumentam o contraste entre o urotélio normal e o tecido hipervascular do
tumor como o narrow-banding imaging (NBI).18*18 Estas tecnologias melhoram a

diferenciacéo de lesdes tumorais do tecido normal, aproveitando o aumento da atividade
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metabdlica (luz azul) e da arquitetura dos vasos (NBI) que ocorre nas células tumorais
e apresenta maior especificidade para o cancro de bexiga do que a cistoscopia
tradicional.*84+18% Esta demonstrado também um aumento na taxa de detec&o de tumor
vesical quando se fazem cistoscopias, bidpsias e RTU-V guiadas por NBI.©7:186.187)
Também a detecdo (e diagnoéstico) do CIS pode ser aumentada com a realizacéo de

cistoscopia de fluorescéncia ou NBI.(184185

Embora a cistoscopia esteja indicada em todos os doentes em que existe uma suspeita
diagnostica de tumor da bexiga, a sua realiza¢do podera ocorrer imediatamente antes
da resseccao endoscépica se exames imagiolégicos sao inequivocos no diagnostico do

tumor vesical.

A citologia urindria € um método diagnéstico ndo invasivo que apresenta uma
sensibilidade global de 48%, com uma especificidade de 86% (o valor preditivo positivo
€ de 90%, enquanto o valor preditivo negativo é de 34%) para a detecao do CUB. Para
as lesdes de alto grau, a sensibilidade aumenta para 84%. Nos carcinomas uroteliais de
baixo grau, a sensibilidade da citologia urinaria ndo ultrapassa os 16%.%® No CIS
(lesbes planas superficiais mas com elevado potencial de progressao), a citologia
urinaria tem uma sensibilidade e especificidade de 28% e 100% respetivamente,

tornando-se particularmente (til quando associada a cistoscopia.7:189)

No estadiamento do CUBMI, isto €, para avaliar a extensdo local do processo
neoformativo e a metastizacdo a distancia, a tomografia axial (TAC), a ressonancia
magnética (RM), a cintigrafia 6ssea (CO) e o PET (tomografia por emisséo de positrdes)
constituem exames complementares de diagnéstico com indicacdo bem

estabelecida.18:36:37.190)

2.9 - Tratamento

O tratamento do CUBNMI é cirtrgico através de resseccao transuretral do tumor da
bexiga (RTU-V), habitualmente sob anestesia geral ou bloqueio sub-aracnoideu
(anestesia raquidiana). Este procedimento permite a visualizacdo direta da bexiga com
remocao completa da lesao, incluindo a camada muscular para um estadiamento
preciso. E uma cirurgia bem tolerada, com morbilidade minima, permite remover a

neoplasia com preservacgédo anatémica e funcional do 6rg&o.¢7:100

A RTU-V inicial é o procedimento chave na patologia neoplasica da bexiga, constituindo
ainda a terapéutica adequada para muitos doentes com tumores ndo musculo-invasivos,
mas ndo menos importante, permitindo o conhecimento da verdadeira extensado da

doenca pela obtencdo de material para estudo anatomo-patoldgico. No entanto, até 60%
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dos doentes irdo apresentar recidiva do tumor apés a RTU-V. A recorréncia depende de
fatores como a ressecc¢ao incompleta, implantacéo de células tumorais, crescimento de

tumores microscopicos e formacdo de novos tumores. %

Nos doentes com doenca de alto risco, a RTU-V inicial pode ndo mostrar doenca
musculo-invasiva, estando presente, em cerca de 20% dos casos, mesmo com inclusao
da muscular prépria no tecido ressecado. Se a muscular propria ndo estiver
representada na resseccéo, esta percentagem pode atingir os 40%.6:190.192) A presenca
de CIS significa a existéncia de doenca clinicamente agressiva que, sem o tratamento

adequado, progride para doenga musculo-invasiva em 54% dos casos.*2%:1%)

Fatores como a dimenséo do tumor, a multiplicidade e até a localizagcdo do tumor na
parede vesical concorrem para que a possibilidade de ressecc¢do incompleta possa
ocorrer em até 50% dos casos apds diagnostico cistoscépico. Uma vez que a
terapéutica adjuvante do carcinoma urotelial € maioritariamente determinada pela
informacgédo histopatoldgica resultante da qualidade da RTU-V, é fundamental que o
estadiamento obtido coincida com o estadio do tumor. A repeticao da RTU-V no periodo
de 2 a 6 semanas em doentes em que o tumor foi incompletamente ressecado, em
tumores com invasdo da lamina propria (T1) e na doenga de alto grau aumenta a
precisdo diagndstica e diminuiu a recorréncia tumoral.®":1941%) Diyrik et al. demostrou,
num estudo prospetivo randomizado, que a repeticdo da RTU-V apés o diagndstico de
carcinoma urotelial pT1 podera diminuir em 25% a recorréncia e a aumentar a sobrevida

livre de progressédo em 14% aos 5 anos.(%)

Como vimos, alguns tumores vesicais podem recorrer e progredir. A recorréncia precoce

(< 3 meses) esta habitualmente associada a ressecgdo incompleta da lesdo.®°"

A quimioterapia intravesical em dose Unica ap6és a RTU-V com mitomicina C,
doxorrubicina ou epirubicina esta indicada nas primeiras 24 horas ap0s a cirurgia e pode
diminuir a recorréncia da doenca em 40% no primeiro ano apds RTU-V e também a
longo prazo (até 15% aos 5 anos).t%®1%) Nos doentes com tumores papilares
clinicamente ndo sugestivos de invasdo da muscular propria da bexiga, a instilacdo
vesical de quimioterapia deve ser imediata se ndo houver evidéncia de perfuragdo da
bexiga ou hematuria macroscépica. A quimioterapia local atua destruindo as células em
suspenséo na bexiga apés a RTU-V e também pelo efeito quimio-ablativo sobre o tumor
residual.?°® O beneficio oncoldgico da terapéutica adjuvante intravesical no pds-
operatodrio imediato é particularmente Gtil nos doentes com tumores de baixo risco,
constituindo, muitas vezes, o Unico tratamento adjuvante necessario. Nos doentes com

risco intermédio e alto risco esta indicada terapéutica adjuvante com instilacdo
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intravesical com Bacillus Calmette-Guérin (BCG) cujo beneficio na diminuicdo da

recorréncia e progressao é superior a quimioterapia intravesical.(201.202)

A manutencao da terapéutica adjuvante com BCG intravesical deve ser prolongada até
um ano nos doentes com risco intermédio e até 3 anos nos doentes com doencga de alto
risco com o potencial de diminuicdo da progressdo em 37% quando comparada com a
ndo manutencdo do BCG.?%2204 Quando se verifica a progressdo da doenca sob
terapéutica adjuvante com BCG, ou ocorre intolerancia ao tratamento, a cistectomia
radical esta indicada, embora possam considerar-se protocolos terapéuticos com

conservagéo do 6rg&o.2%®

O prognostico dos carcinomas uroteliais musculo-invasivos € francamente pior do que
0 observado no grupo dos tumores ndo musculo-invasivos. O tratamento standard para
a doenca musculo-invasiva (T2-T4) ndo metastizada é a cistectomia radical com
linfadenectomia ileo-pélvica. Embora a cistectomia radical seja tradicionalmente
realizada com uma técnica cirargica aberta, a cirurgia robotica minimamente invasiva
utilizando o sistema Da Vinci® (Intuitive Surgical, Sunnyvale, California, USA) tem
potenciais beneficios na reducdo da perda de sangue, na dor pds-operatdria e nos

resultados funcionais, mantendo equivaléncia nos resultados oncolégicos.®?%®

A linfadenectomia pélvica é um procedimento determinante no tratamento cirtrgico do
CUBMI com resultados demonstrados na sobrevivéncia global, embora néo esteja

claramente estabelecida a extens&o da linfadenectomia.®”)

Os resultados da sobrevida apds a cistectomia radical estdo dependentes do
estadiamento patoldgico final (na peca operatoria). A sobrevida livre de doenca quando
ndo se documenta envolvimento ganglionar (pNO) é de 86% para tumores pTO, 76%
para pT1-T3a, 61% para pT3b e 45% para pT4. Com envolvimento ganglionar, a
sobrevida livre de doenca aos 10 anos cai para 34% independentemente do T.?%®
Apesar dos resultados oncolégicos alcancados com o tratamento cirdrgico do carcinoma
urotelial musculo-invasivo confinado ao 6rgdo, com margens cirdrgicas negativas e
ganglios linfaticos sem neoplasia, muitos doentes experimentam recorréncia e

progressdo da doenca, levando a considerar as terapéuticas multimodais.?%®)

O papel da quimioterapia neoadjuvante, evidenciado em diversos ensaios clinicos e
metaanalises, mostra uma vantagem na sobrevida.?% Assim, em doentes com CUBMI,
particularmente com doenca < cT3, a quimioterapia neoadjuvante (a base de cisplatina)
deve ser considerada, caso o estado geral do doente permita. Se o estado do doente
impossibilitar a quimioterapia ou néo for tolerada, podera estar indicada a cistectomia

radical imediata.1°®
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2.10 - Recorréncia e progressao

Aproximadamente 75% dos CUB diagnosticados sdo ndo musculo-invasivos e
geralmente tém bom progndstico. Entre 30 e 80% recorrem com CUB ndo musculo-
invasivos apds o tratamento. A progressao da doenca ocorre entre 1% a 45% dos casos
para doenca musculo-invasiva e metade destes desenvolvera metastases. O tratamento
cirtrgico precoce, a terapéutica adjuvante com quimioterapia com mitomicina C e/ou de
imunoterapia intravesical com BCG, traduz-se em taxas de sobrevivéncia aos 5 anos de

cerca de 90%.(37,210,211)

A recorréncia (sinébnimo de recidiva) tumoral define-se, no nosso estudo, como o
diagnéstico de um novo tumor vesical, confirmado por analise anatomopatolégica, ndo
di ferindo em ATO ou grau histol  -gico do tumor

um periodo minimo de trés meses livre de doenca, controlado por cistoscopia e citologia.

A progressdao da doenca, no nosso estudo, ocorre perante a existéncia de uma
recorréncia tumoral na bexiga cuja andlise anatopatologica revele a presenca de
infiltracdo da muscular propria ou 0 aumento do grau histol6gico do tumor. Também se
considera progressdo se sdo diagnosticadas adenopatias i d e n (extensio
ganglionar da doenca) ou a presenca de metastases noutros érgaos, com confirmacao

histoldgica de tumor urotelial.

Na pratica clinica a estratificacdo do risco para a recorréncia e progressao do CUB
baseia-se em critérios clinicos e histopatol6gicos de andlise das pegas operatorias
obtidas por resseccéo transuretral das lesGes neoplasicas da bexiga (RTU-V).?*2 Com

0 objetivo de estimar a probabilidade individualizada da recorréncia e progressao da
doenca ao 1 ano e aos 5 anos e definir estratégias terapéuticas e protocolos de
seguimento dos doentes a curto e longo prazo, o i Ge nUrtionary Candaer Gr ouf
i Eur o Prgamination for Researchand Tr eat me n(EORIC) deSenvolverir 0
um calculador de risco baseado num fscoreo obtido pela aplicacdo de parametros
clinicos histopatolégicos CUB ndo musculo-invasivo (Ta,T1).269 Os parametros clinicos

e patoldgicos considerados para o calculo do risco de recorréncia e progresséo sao o
namero de tumores (multiplicidade), a dimensdo do tumor, historia anterior de
recorréncia, categoria T (Ta, T1), presenca de CIS concomitante e o grau histolégico
(tabela 3).
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Tabela 3 - Fatores de risco de recorréncia e progresséo baseado no sistema da EORTC*69

Parametro Recorréncia Progresséao
N° de tumores

1 0 0

2-7 3 3

o 8 6 3
Diadmetro do tumor

<3cm 0 0

O 3 ¢cm 3 3
Recorréncia prévia

Priméario 0 0

O 1 rec./ano 2 2

> 1 rec./ano 4 2
Categoria T

Ta 0 0

T1 1 4
CIS

Nao 0 0

Sim 1 6
Grau histologico

Gl 0 0

G2 1 0

G3 2 5
Total 0-17 0-23

Com base na pontuacdo obtida é possivel estratificar os doentes em grupos de risco:
baixo risco, risco intermédio e alto risco relativamente a recorréncia e progressao da

doenca ndo musculo-invasiva (tabela 4).

Tabela 4 - Probabilidade de recorréncia e progressdo baseado no sistema da EORTC*6?

Score para recorréncia

Probabilidade
1 ano (IC 95%)

Probabilidade
5 anos (IC 95%)

0 15% (10% - 19%) 31% (24% - 37%)
1-4 24% (21% - 26%) 46% (42% - 49%)
5-9 38% (35% - 41%) 62% (58% - 65%)
10-17 61% (55% - 67%) 78% (73% - 84%)

Score para progresséo

Probabilidade
1 ano (IC 95%)

Probabilidade
5 anos (IC 95%)

0 0.2% (0.0% - 0.7%) 0.8% (0% - 1.7%)
2-6 1.0% (0.4% - 1.6%) 6.0% (5% - 8%)
7-13 5.0% (4.0% - 7.0%) 17% (14%, -20%)
14-23 17% (10% - 24%) 45%  (35% - 55%)

Um segundo modelo foi desenvolvido com 0 mesmo objetivo, mas para doentes tratados
com BCG (Bacillus Calmette-Guérin)
CLETO).*®Yg i c o0

i ntr av eGlubdJeologicp Espanhol ide

Tratament o
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Tabela 5 - Fatores de risco de recorréncia e progresséo baseado no sistema da CUETO!6%

Parametro Recorréncia Progressao
Género

Masculino 0 0

Feminino 3 0
Idade

< 60 anos 0 0

6071 70 anos 1 0

O 70 anos 2 2

Recorréncia prévia

Nao 0 0
Sim 4 2
Numero de tumores
< 3 0 0
O 3 2 1
Categoria T
Ta 0 0
T1 0 2
CIS
N&o 0 0
Sim 2 1
Grau histolégico
Gl 0 0
G2 1 2
G3 3 6
Total 0-16 0-14

E s t sored é baseado na avaliacdo de sete fatores de prognéstico: género, idade,
histéria anterior de recorréncia, nimero de tumores, categoria T, CIS associado e grau

histoldgico (tabela 5).(61)

A estratificacdo de grupos de risco (baixo risco, risco intermédio e alto risco) é evidente
na definicdo de normas de orientagdo para o seguimento e terapéutica dos doentes com

CUB n&o musculo-invasivo (Quadro 1).6:37

Quandosea p | i scao roe GUEd@, o risco de recorréncia encontrado € menor que
0 obtido pelas tabelas de risco da EORTC. Para a progressédo a probabilidade € menor

s6 para os doentes de alto risco. 6%

Estéo definidas pela Associacdo Europeia de Urologia (EAU) as Guidelines orientadoras
para os esquemas de vigilancia dos doentes com diagnostico de CUBNMI baseados na

probabilidade de recorréncia e progressdo da doenca.(®6:37.160.197.213)
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Quadro 1 - Grupos de Risco para o carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo G637

Grupos de Risco Definigdo Tratamento Seguimento
recomendado
1 Tumor primario Uma instilacdo imediata Cistoscopia aos 3 meses ap0s
Baixo RiSCo 1 Unico de quimioterapia RTU-V. Se nggativa, a seguinte
i TaBG/G1l deve ser realizada aos 9 meses
1 <3cm e depois anualmente até aos 5
1 SemCIS anos
Categorias entre o Uma instilagdo imediata Seguimento situado entre os
. baixo risco e risco de guimioterapia dois anteriores, adaptado a
Risco . - . T o ;
Intermédio intermédio segwda_ o_le msqlagoes fatores individuais.
de quimioterapia ou
BCG durante 1 ano
Qualquer das Instilagbes de BCG Cistoscopia e citologia urinaria
seguintes: intravesical durante 1 a aos 3 meses apés RTU-V. Se
3 anos ou cistectomia ambas forem negativas, este
Alto Risco L radical em casos de procedimento deve ser repetido
T AG/G3 muito alto risco; cada 3 meses até aos 2 anos, a
T CIS a . A cada 6 meses até aos 5 anos e
 TaGlUG2(> Faléncia da terapeutica anualmente depois dos 5 anos.
3cm e mdltiploe  com BCG recomenda-
recorrente) se cistectomia radical Recomenda-se controlo
imagioldgico anual do aparelho
urinario superior.

BG i Baixo Grau; CIST carcinoma in situ; AG 1 Alto Grau; cm i centimetros

Embora cerca de 75% dos carcinomas uroteliais da bexiga sejam diagnosticados como
tumores ndo musculo-invasivos (Ta,T1),%' os custos associados ao tratamento dos
tumores nao musculo-invasivo, pela sua elevada prevaléncia e curso clinico prolongado,
representam custos superiores aos dos tumores musculo-invasivo em estadios mais
avancados com necessidade de terapéuticas cirdrgicas radicais e quimioterapia

sistémica. (8215

A definicdo de tumor ndo musculo-invasivo representa um espectro de doengas com um
curso clinico variavel, particularmente o T1 apresenta uma heterogeneidade de
resposta, mesmo com seguimento e terapéutica adequados. Apesar das ferramentas
desenvolvidas para a estratificacdo do risco de progressao e recorréncia em doentes
com tumores da bexiga ndo musculo-invasivo (Ta, T1) e das Guidelines publicadas para

a orientacdo terapéutica, com estratégias de gestdo clinica adaptadas ao risco,
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nomeadamente a vigilancia cistoscopica e terapéutica intravesical com o objetivo de
preservacao da bexiga,®® muitos destes tumores progridem para estadios avancados

e podem apresentar taxas de recorréncia até 50%.?")

2.11 - Biomarcadores moleculares

Os CUBNMI mostram heterogeneidade no comportamento clinico (que se reflete nas
diversas manifestac6es morfoldgicas) em resultado das vérias alteracdes moleculares
associadas a diferentes fenétipos da doenca. Por outro lado, a aplicacdo dos critérios
classicos, clinicos e anatomopatologicos ao CUBNMI tem uma capacidade preditiva

limitada no prognostico individualizado da doenga.®®

O conhecimento dos mecanismos moleculares que estdo na génese do cancro®49
levou ao desenvolvimento de um ndmero consideravel de biomarcadores moleculares,
presentes nas distintas etapas do ciclo celular, com o potencial de estratificar o
comportamento bioloégico e avaliar prospectivamente a agressividade da doenca, a
probabilidade de recorréncia e o risco de progressao teriam impacto no tratamento dos

doentes e no prognéstico da doenca.®”9)

A integracdo da informacdo clinica acerca do comportamento da doengca com a
introducdo de biomarcadores moleculares (refletindo o conhecimento da biologia
molecular) mostra-se promissora na classificacdo dos tumores, no prognéstico e na
previsio da resposta individual a terapéutica oncoldgica multimodal.?*® O
reconhecimento de duas vias distintas para a carcinogénese urotelial representa um

grande avango na compreenséo e gestdo desta doenga. (218

O Biomarkers Definitions Working Group define um biomarcador como uma

caracteristica celular, bioquimica e / ou molecular (incluindo genética e epigenética) que

pode ser objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos

normais, processos patogénicos ou respostas farmacoldgicas a uma intervencao
terapéutica.®®® Um bi omar cador tumor al , em particular,
produzida pela célula tumoral ou por tecidos humanos em resposta a neoplasia que é

medida objetivamente e avalada como wum i ndicador do ®¥rocesso
Alternativamente, um marcador tumoral pode ser definido como uma i mol ®cul a que
indica a presenca de cancro ou fornece informacgdes sobre o provavel comportamento

futuro de um cancroo (probabilidade®tde progress

Nos ultimos anos, a investigacdo na area da biologia molecular em oncologia foi
conduzida em diferentes perspetivas. Por um lado, 0 mapeamento da resisténcia das

células tumorais a quimioterapia tem como objetivo o desenvolvimento de drogas mais
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eficientes. Por outro lado, a possibilidade da caraterizacdo individual do tumor
proporciona igualmente o ajuste do tratamento individualizado. Outra perspetiva surge
com o desenvolvimento de farmacos dirigidos ao controlo de uma via molecular definida
na célula tumoral. Nesse sentido, os biomarcadores tumorais podem ser Uteis para: (1)
avaliacao de risco, (2) rastreio, na detecdo precoce do cancro; (3) diagnéstico, (4)

prognastico e (5) selecdo e monitorizagdo da terapéutica antineoplasica.???

Os marcadores prognésticos pr edi zem fAo curso natura
distinguindo tumores com bom progndstico de tumores com evolugdo desfavoravel e
orientam a decisdo de quem tratar e/ou o tratamento adequadoa®?® Os marcadores
prognosticos sado particularmente importantes no momento do diagndstico inicial e em
doencas neoplasicas que variam amplamente na evolucao clinica do doente individual
(como no CUBNMI, carcinoma da préstata e cancro da mama e podem ser cruciais tanto
na reducéo do tratamento excessivo em doentes com tumores indolentes, minimizando
os efeitos colaterais do tratamento sistémico adjuvante, como para evitar o sub-
tratamento em doentes com doenca agressiva. Ainda assim, nos ultimos anos, centenas
de biomarcadores progndsticos foram propostos, mas poucos progrediram para 0 uso
clinico.??422% No entanto, nenhum marcador de progndstico podera prever com preciséo
o desfecho para um doente individual; fornece antes uma estimativa da probabilidade

do resultado para uma populagdo heterogénea de doentes.??%

Biomarcadores preditivos sdo moléculas que fornecem informagdes antecipadas sobre
se um doente provavelmente beneficiarda de uma terapéutica especifica.??® Neste
sentido, os biomarcadores preditivos avaliam a probabilidade de o tumor responder a
terapéutica farmacoldgica ou a radioterapia e, assim, permitir que um nivel de
personalizacdo seja introduzido no tratamento.??” Apenas um nUmero reduzido de
biomarcadores preditivos foram introduzidos na pratica clinica com sucesso.??® Para
gue um biomarcador seja clinicamente relevante deve constituir um parametro objetivo
preditivo de resposta clinica a terapéutica (ou seja, apenas os doentes que expressam
0 marcador responderdo ao tratamento especifico ou responderdo em maior grau do
que aqueles sem expressao do biomarcador).??”229 Os biomarcadores preditivos, ao
diferenciar prospectivamente os doentes Air e s p on d adso doerded A n « o0
respondepbdem erieniay a escolha da terapéutica antineoplasica,??® limitando
os efeitos colaterais desnecessarios em doentes que nao respondem a determinada

terapéutica.?®

Do ponto de vista da saude publica, a introducao de biomarcadores preditivos na pratica

clinica poderd resultar numa consideravel economia de custos (especialmente para as
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novas terapéuticas), ja que estes medicamentos antineoplasicos seriam usados apenas

nos doentes com grande probabilidade de resposta terapéutica.

Idealmente, um biomarcador deve ter as seguintes caracteristicas: (i) deve ser facil e
rapidamente medido, ndo muito caro; (ii) deve ser extraido de fontes prontamente
disponiveis, como sangue ou urina; (iii) deve ter alta sensibilidade e alta especificidade;
(iv) os seus niveis devem variar rapidamente em resposta ao tratamento; (v) o nivel
basal deve permitir uma estratificacéo de risco e avaliacdo progndstica; (vi) deve estar

ligado a fisiopatologia do tumor, sobretudo em termos de evolugdo.®)

Com vimos, um biomarcador deve ter sensibilidade e especificidade elevadas e
apresentar elevado valor preditivo, mas, até ao memento, ndo dispomos de nenhum
biomarcador molecular para o CUB que consiga integrar todas estas caracteristicas.
Além disso, os resultados dos ensaios de valida¢do sugerem que nenhum biomarcador
individualmente podera prever os outcomes no CUB.®79:218) A combinac&o de varios
biomarcadores podera permitir uma maior precisdo preditiva da evolugéo clinica do

tumor ndo musculo-invasivo em estadios precoces da doenga.?®

Nos ultimos anos foram apontados numerosos biomarcadores com potencial aplicacéo
clinica, associados a alteracbes a nivel molecular que incluiem varios genes
supressores tumorais, oncogenes, fatores de crescimento, receptores de fatores de
crescimento, receptores hormonais, marcadores de proliferacdo celular e de apoptose,

moléculas de ades&o celular e oncoproteins.®®

Os biomarcadores representativos dos varios aspetos da biologia tumoral podem
genericamente classificar-se como:

a) Marcadores de proliferacdo celular;

b) Reguladores do ciclo celular;

¢) Modeladores da apoptose;

d) Fatores de transducao de sinal e crescimento celular.

e) Moléculas modeladoras da matriz extracelular/ diferenciacao celular;

f) Reguladores da angiogénese;

2.11.1 - Marcadores de proliferacao celular

2.11.1.1 - Ki-67/PCNA

O Antigénio nuclear de proliferacdo celular (Proliferiting Cell Nuclear Antigen i PCNA)

€ um biomarcador de proliferacao celular. Trata-se de uma proteina nuclear que ativa a
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polimerase do DNA. O index PCNA correlaciona-se positivamente com o grau
histologico e o estadio tumoral. E apontado como um marcador de prognéstico

potencialmente util no CUB. (9

Outro marcador molecular de proliferacdo celular mais amplamente utilizado € o Ki-67
gue se expressa nas células em proliferacdo. Exibe reatividade em cortes de tecidos
fixados em formalina ou embebidos em parafina. O Ki-67 € um anticorpo monoclonal
gue reconhece um antigénio nuclear humano expresso nas fases S, G1, G2 e M do ciclo
celular, mas esta ausente na fase GO. E avaliado pelo nimero de células imunorreativas
em cortes de tecidos fixados com formol e conservados em parafina e também em
cortes de congelac&o. E apontado como como um biomarcador de valor progndstico
preditivo de recorréncia no CUB. Correlaciona-se com o0 grau histolégico e o
estadio.(?%1:2%2)

A expressdo aumentada do Ki-67 estq, no entanto, associada a estadios mais
avancgados, invasdo linfovascular e a metastases ganglionares.'® Nestes casos, a
express«o do Ki67 O 20% (percentagem de c®l ul &
biomarcador) esta associada a um aumento da recorréncia da doenca, verificado em

estudos multicéntricos. @D

Por outro lado, uma expresséo baixa de Ki-67 associa-se ao aumento da sobrevida livre
de progressédo tumoral. Bertz et al, no estudo de 309 doentes com o diagndstico de
CUBNMI (pT1), apontam a expressdo do Ki-67 como o Unico marcador

significativamente correlacionado com a sobrevida livre de progressdo da doenca.®®

Potencialmente, permite a monitorizagdo da resposta a terapéutica em fitempo real 0
pela comparacao da expressao do Ki-67 em diferentes fases da terapéutica num mesmo
doente, constitui um indicador Gtil na avaliagao da resposta ou resisténcia ao tratamento

e também no prognostico da doenca.®*
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Figura 13 i Biomarcadores moleculares i relacdo com o ciclo celular

A compreenséo da biologia do tumor e dos mecanismos moleculares da doenc¢a permitiu 0 desenvolvimento
de biomarcadores. As moléculas produzidas pelas células do tumor podem ser detetadas e medidas em
material bioldgico dos doentes. A sua expressao alterada é representativa das caracteristicas do tumor.

2.11.2 - Marcadores do ciclo celular

Como vimos anteriormente, o ciclo celular consiste num conjunto de passos
coordenados e regulados para a proliferacéo celular fisiolégica e fornece a chave para

a compreenséo da proliferacédo ndo controlada no cancro (figura 13).69

Um gene supressor tumoral ou anti-oncogénese bloqueia a célula na progresséo do
processo tumoral, geralmente inibindo um passo especifico do complexo processo que
leva a ocorréncia da neoplasia a partir de células fhormai s A mutacdo num gene
supressor, com diminui¢cdo ou perda de funcao, abre caminho para a possibilidade de

ocorréncia de CUB.®9

2.11.2.1 - RB/pRB

A pRB é uma proteina de 105 kD codificada pelo gene RB no cromossoma 13q14 que
regula a transcricdo genética em todas as células, com capacidade de supressdo da

expressdo de genes necessarios a progressdo do ciclo celular.®® Desempenha um
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papel fundamental na regulacdo, manutencdo, diferenciacdo e desenvolvimento das
stem cells. A perda de funcdo do gene RB esta presente em 30% dos casos de
carcinoma urotelial de alto grau. A expressdo alterada da pRB esta associada a
diminuicdo da sobrevida em doentes com carcinoma urotelial.?*® No entanto, o valor
preditivo da expresséo alterada de pRB é inferior ao de outros biomarcadores do ciclo

celular tanto para o CUBNMI como para o0 CUBMI.(#36:237)

2.11.2.2 - TP-53 / p53

O gene TP-53 esta localizado no braco curto do cromossoma 17 (17p13.1) e codifica a
proteina p53 que desempenha um papel central no ciclo celular, inibindo a passagem a
fase S.('823% Esta proteina funciona igualmente como reguladora da apoptose a

semelhanca do Bax.

A mutagéo ou inativagdo do TP-53 é comum em muitas neoplasias humanas causando
desregulacao na proliferacéo celular. No CUB as mutac@es do gene TP-53 ocorrem em
cerca de 50% dos casos, especialmente nos estadios avancados.?*® A mutacdo
genética do TP-53 leva a sintese de uma proteina anémala, geralmente com aumento

da semivida, permitindo a detecéo de p53 por métodos de imunohistoquimicos. 4

A sobre expressdo do p53 associa-se a mau progndéstico, mas algumas mutacdes
resultam na auséncia de acumulacdo da proteinao que resul tna@gmu
Nos CUBNMI, o p53 é um biomarcador progndstico de recorréncia em tumores de baixo
grau e de progressdo em tumores de alto grau.®® Num estudo com doentes com
CUBNMI, pT1NO, a expressao do p53 esteve alterada em 25% dos doentes, sendo um

fator de recorréncia e de mortalidade especifica.®*?

Considerando um cutoff de 20%, verificou-se nos CUB pT1, que os tumores com

expressao de p53 > 20% tém maior probabilidade de progressao.©@+?

2.11.2.3 - p21

O biomarcador p21 € uma proteina de 21 kD codificada pelo gene CDKN1A que inibe
as cinases dependentes da ciclina (CDKs) responsaveis pela iniciacdo da fase G1 no
ciclo celular, portanto, funciona como regulador da progressdo do ciclo celular no
checkpoint G1.%0

Nos tumores ndo invasivos, a expressao alterada de p21 esta associada a recidiva

tumoral e diminuicdo da sobrevida.®®240 Em doentes com CUBMI, a expressao de p21
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€ um preditor independente da recorréncia e mortalidade especifica.?*)) Em doentes
com doenc¢a confinada ao 6rgdo, o p2l1 foi indicado como um fator independente
associado a recorréncia da doenga e & morte especifica quando combinado em analise
multivariavel.?*® No entanto, outro estudo realizado por Shariat et al., envolvendo 80
doentes apenas com CUBNMI, pT1, verificou que 0 p21 ndo era um marcador preditivo
independente para recorréncia da doenca ou para mortalidade especifica pela

doencga.®*¥

A associacéo de p21 alterado com alteragcfes na expressédo de p53 aumenta o risco de

recorréncia e mortalidade em doentes com CIS.(96:239)

2.11.2.4 - p27

A proteina p27 € um membro da familia CIP/KIP de inibidores da cinase dependente da
ciclina (CDK), que atuam inibindo a atividade da ciclina D e da ciclina E impedindo a
progressdo da célula na fase G1. Niveis aumentados de p27¥P! servem como uma
barreira para a progressao para a fase S. Por outro lado, niveis decrescentes de
proteina de p27KP! estdo associados a fendtipos celulares mais agressivos com

aumento da recorréncia e mortalidade especifica. (245:246)

Assim, a expresséo alterada de p27 no CUB associa-se a um aumento da mortalidade
especifica em doentes no estadio pT1, embora o potencial preditor deste biomarcador
seja limitado. Na doenca musculo-invasiva a expressdao aumentada de p27 esta

associada a recorréncia, progresséo da doenca e mortalidade especifica da doenca.®®

2.11.2.5-Ciclinas D1 e D3

As ciclinas sdo assim chamadas porque a sua sintese varia periodicamente durante o
ciclo celular, sendo degradadas logo apdés a sua utilizacdo. Ligam-se as cinases
dependentes da ciclina (CDKs) para atuarem na regulacdo do ciclo celular e na

proliferacéo, interagindo com a pRB e outras proteinas do ciclo celular, como o p21.(67

A ciclina D1 é uma proteina nuclear codificada pelo gene CCND1 no cromossoma
11p13. Apresenta uma variacdo de expressdo nas diferentes fases do ciclo celular,
refletindo o seu papel regulador na divisdo celular. A ciclina D1 funciona como um
sensor mitogénico e ativador de CDK 4/6, sendo um dos reguladores do ciclo celular
mais frequentemente alterados nos processos de carcinogénese. O urotélio normal e

displasico ndo expressam ciclina D1. A sobre expresséo da ciclina D1 foi encontrada
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em 81% de carcinomas nao-musculo-invasivos e em 38% de carcinomas musculo-
invasivos. Apesar da expressdo da ciclina D1 se encontrar frequentemente aumentada
nas células tumorais, a sobre expressdao nao € suficiente para determinar a

transformac&o oncogénica. "

A ciclina D3 é outra proteina reguladora da fase G1-S do ciclo celular. O gene da ciclina
D3 esta mapeado no cromossoma 6p21 e codifica uma proteina de 35 kD que partilha
53% de homologia de sequéncia com ciclina D1 mas é induzida mais tarde, na fase G1,
do ciclo celular.(167:248.249) A expressdo anormal da ciclina D3, foi documentada em varias
neoplasias humanas. No CUB, a expressdo aumentada de ciclina D3 associa-se a
dimensdo elevada do tumor (> 5 cm) e aumento da proliferacdo, sugerindo pior

prognastico. (218250

2.11.3 - Modeladores da apoptose

A apoptose € a forma de morte celular programada que complementa a proliferagéo
celular na manutencdo homeostase normal dos tecidos. Este processo € controlado por
multiplas vias de sinalizacdo em resposta a fatores intracelulares e extracelulares,
resultando na sobrevivéncia ou morte celular. E também através da apoptose que as
células que apresentam alteracdes genéticas estruturais e/ou funcionais sao eliminadas
apos o controle nos pontos de verificagdo (checkpoints) durante o ciclo celular.
Alteracbes na integridade funcional deste complexo sistema homeostatico, resultando
na supressdo da morte celular programada, constitui uma das caracteristicas das

células neoplasicas.*>%%)

2.11.3.1- Bcl-2

O biomarcador Bcl-2 é um proto oncogene que codifica uma proteina de membrana da
mitocondria que bloqueia a apoptose sem influenciar a proliferacdo celular.?*® Um
aumento da expressdo de Bcl-2 pode resultar em proliferacdo celular.®? A
imunorreatividade do Bcl-2 é observada no urotélio normal, na displasia e em cerca de
80% dos casos de carcinoma urotelial, sendo negativo no carcinoma in situ, o que
permite diferenciar estas lesdes.?522%3) A expressdo do Bcl-2 encontra-se diminuida em

CUB de alto grau e em estadios avancados da doenca.??
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Nos doentes tratados com radioterapia, a expressdao aumentada de Bcl-2, apdés o
tratamento, correlaciona-se com o aumento de recorréncia tumoral e com o aumento da

mortalidade especifica.®®

2.11.3.2 - Bax

Outro biomarcador da apoptose é o Bax (proteina X associada ao Bcl-2) que tem sido
apontado como um biomarcador independente de sobrevivéncia no CUB cuja expressao
se correlaciona com alto grau e estadio avancado.®>? A expressdo aumentada de Bax

promove a morte celular.V

Ajili et al., num estudo com o objetivo de avaliar o valor prognéstico o aumento da
expressao do Bax e Bcl-2 relativamente a recorréncia em doentes com CUBNMI pT1
apos imunoterapia com BCG, concluiu que a expressdo aumentada destes
biomarcadores se correlaciona com 0 aumento significativo do risco de recorréncia apos

o tratamento, sendo um fator independente na analise multivariavel.?

2.11.3.3 - Caspase - 3

O nome "caspase" significa cysteine-aspartic-acid-proteases representa uma familia de
endoproteases reguladoras dos mecanismos celulares que controlam a inflamacéo e
morte celular programada. Embora mais frequentemente associadas com apoptose, um
dos principais tipos de morte celular programada, tem havido evidéncia crescente de
gue algumas destas enzimas também podem influenciar a proliferacdo e estar

associadas a progressdo do CUB.®5®

A sobre expresséao da caspase 3 correlaciona-se com o desenvolvimento de CUBMI em
doentes com carcinoma fi i n .@¥i Poruoatro lado, na doenca mdsculo-invasiva, a
perda de expressao da caspase 3 relaciona-se com a ocorréncia de doenca metastatica
e € um fator de progndéstico independente preditor de mortalidade especifica apés a

cistectomia.©®
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2.11.4 - Fatores de transducdo de sinal e crescimento celular

2.11.4.1- ErbB-2/HER-2

O recetor do fator de crescimento epidérmico humano-2 (HER-2) é um recetor de
tirosina-cinase transmembranar da familia de recetores do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), também conhecida como a familia ErbB, uma classe de proto
oncogenes do recetor tirosina cinase. A familia de EGFR inclui o HER1 (EGFR e
ErbB1), HER2 (ErbB2 e HER2/neu), HER3 (ErbB3) e HER4 (ErbB4).(2%6)

Desempenham um papel importante em varios processos celulares, como proliferacéao
celular, migracdo, adesédo e, potencialmente, na transformacédo celular, incluindo a
carcinogénese urotelial. O ErbB-2 desempenha um papel fundamental no crescimento
celular, sobrevivéncia e migragédo. A ativagdo anormal do ErbB-2 tem sido apontada
como um evento presente na transformacao oncogénica. O papel do HER-2 esta bem
estudado no cancro da mama, onde a expressao aumentada de HER-2 ocorre em 18%
a 22% dos casos e correlaciona-se com um mau prognéstico. No CUB, o aumento do
risco de progresséo da doenca relaciona-se com aumento da expressao do HER2 ou

EGFR pelas células do tumor.(®7.258)

2.11.5 - Marcadores de diferenciacao celular

2.11.5.1 - CD44

O CD44, uma glicoproteina transmembrana, cuja expressdo esta aumentada em varios
tipos de células, incluindo nas stem cells cancerigenas. Frequentemente, mostra
variantes alteradas implicadas na progresséo tumoral. O acido hialorénico, liga-se ao
CD44, resultando na ativagéo de vias de sinalizagéo celular que induzem a proliferacéo
celular, a sobrevivéncia celular, promove também alteracbes do citoesqueleto e
aumento da motilidade celular. Os diferentes papéis funcionais das isoformas do CD44
(CD44s e CD44v) ndo sao totalmente compreendidos. A expressédo de CD44v observa-
se em tumores metastatizados, enquanto a mudanca entre CD44v e CD44s pode
desempenhar um papel na regulacdo da transicdo epitelial mesenquimatosa e na
plasticidade adaptativa das células cancerigenas.®>° 269 O impacto clinico-patoldgico do
CD44 e das suas isoformas na promocado da carcinogénese sugerem que pode ser um
alvo molecular para a terapéutica anticancerigena.®>%:26212649) A expressdo do CD44 no

urotélio normal s6 se verifica nas células da camada basal. A perda de
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imunorreatividade de CD44 e aumento da positividade de CK20 estdo associados com
0 aumento do grau e o estadio do tumor. A imunorreatividade para os marcadores CK20
e CD44 esta significativamente relacionada como grau da classificagdo da OMS/ISUP.
Os resultados de alguns trabalhos de investigacdo sugerem a sua utilidade potencial na

previsdo do comportamento bioldgico do CUBNMI (Ta e T1).(144.265266)

2.11.5.2 - CK 5/6 e CK 20

A familia das citoqueratinas é constituida por um amplo espectro de filamentos

intermediarios com expressao nas células epiteliais e mesoteliais humanas. ?67:268)

s

No urotélio vesical é possivel identificar diferente citogueratinas por métodos
imunohistoquimicos com expressdo nas diferente camadas celulares do urotélio
normal.(?652681270) Egpecificamente, a CK20 ¢ fisiologicamente expressa por células da
camada superficial (umbrela cells) e algumas células intermediarias isoladas, enquanto

a expressdo da CK 5/6 esta limitada as células da camada basal. (281271)

Os padrdes de expressao de algumas citoqueratinas, como o CK20 e a CK5/6, provaram
ser Uteis na predigdo do comportamento biolégico das lesGes neoplasicas da bexiga,
nomeadamente no CUBNMI.(1742652682711279)  CK 5/6 é um biomarcador de
diferenciacdo celular cuja diminuicdo da expressdo mostrou valor preditivo da
recorréncia do tumor urotelial da bexiga, apresenta correlacdo com a progressado da
doenca.®® Nos CUB a analise da distribuicéo topografica do CK20 é (til como preditor
da evolucdo clinica, estando uma distribuicdo difusa ou auséncia de expresséo
associada a pior prognéstico. Em tumores de baixo grau uma expressao normal esta

associada a baixa taxa de recorréncia.@4

No quadro 2 apresentamos de forma resumida os biomarcadores moleculares
estudados nas células do tecido tumoral dos doentes que foram selecionados para o

nosso estudo, referido as vias moleculares alteradas e o impacto prognéstico. >
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Quadro 2 - Biomarcadores incluidos no estudo do carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-
invasivo.

Biomarcador Func¢é&o normal Via alterada Impacto prognéstico
Proliferacao celular
Ki-67/MIB 1*** . ~ . -
Proliferacao celular Elevado, pior progndéstico
Ciclo celular
53 (TP53)* . ~ R énci tada;
P53 ( ) Inibe a progressao Gi-S p5S3 .ec.orr.erlua aumen a. a
diminui¢do da sobrevida
** ~ A )
p21 Inibidor CDKs p53 Recorréncia aumentada;
diminui¢do da sobrevida
p27** - L .
Inibidor CDKs Rb Diminuig&o da sobrevida
Ciclina D1*** J
iciina Modelador CDKs p53 Recorréncia aumentada
icli kkk anci .
Ciclina D3 Modelador CDKs 053 Regorrgqcm aumentgda,
diminui¢do da sobrevida
Apoptose
Bax** Intrinsecada | Diminuicdo da sobrevida, mau
Promove a apoptose L
apoptose prognostico
. S . Diminuicé&o d brevida,
Bcl-2%+* Inibidor da ativacdo das @ Intrinseca da Imlm,“gfio aso reV|Aa .mau
progndstico com terapéutica
caspases apoptose .
adjuvante
C -3 .
aspase Promove a apoptose Apoptose Recorréncia aumentada
Crescimento celular
ErbB-2*** Recetor do fator de Ras-MAPK, L .
. e Diminuig&o da sobrevida
crescimento epidérmico PI3K-Akt
Diferenciagédo celular
CD44* . I Adeséo L .
Diferenciacao celular N Diminuig&o da sobrevida
celular
CK 5/6* . . Recorréncia aumentada;
Diferenciacéo celular L .
diminuicdo da sobrevida
CK20* Recorréncia aumentada;

Diferenciacao celular L .
¢ diminuicdo da sobrevida

* Alterado, ** Diminuicao da expressao, *** Aumento da expressao
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3. Hipotese e objetivos de Investigacéao

3.1 - Hipo6tese de investigacao

O carcinoma urotelial da bexiga engloba um grupo heterogéneo de tumores com
diversas caracteristicas clinicas, histopatoldgicas, biolégicas e moleculares. Com base
na evidéncia clinica e nos resultados da investigacdo genética surge a nocdo de que ha
duas vias genéticas distintas que levam ao carcinoma urotelial da bexiga. A melhor
compreensdo da biologia molecular e das alteragbes da biologia urotelial podera
contribuir para uma melhor classificacdo, avaliacdo do prognostico e sele¢cdo do
tratamento personalizado dos doentes com carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-

invasivo.

Assim, a hipo6tese de investigacdo no nosso estudo é a seguinte:

A evolucao clinica do carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo (recorréncia,
progressao e morte especifica pela doenca) poderd ser prevista pelo padrao de
expressao de biomarcadores moleculares nas amostras do tumor obtidas por resseccao
transuretral da bexiga (RTU-V).

3.2 - Objetivos de investigacao

Tendo como linha de orientacdo a hipétese de investigacdo deste estudo, definimos

objetivos gerais e especificos.

3.2.1 - Objetivos gerais

1) Investigar entre os biomarcadores aqueles que apresentam valor preditivo na

evolucao clinica do carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo (Ta e T1).

2) Investigar nos doentes com carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo
(Tae T1) a aplicacao da classificagéo do fenétipo molecular (basal, luminal, misto

e nulo) e avaliar o valor preditivo no prognéstico da doenca.

3) Desenvolver um modelo de risco personalizado para os doentes com carcinoma
urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo integrando fatores de progndéstico

clinicos, histopatolégicos e a expresséo de biomarcadores moleculares.
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3.2.2 - Objetivos especificos

A definicdo dos objetivos gerais do nosso estudo leva a necessidade de definir objetivos

especificos que permitam concretizar respostas que suportem a hipGtese de

investigacao.

Assim, de forma a concretizar os objetivos gerais anteriormente definidos, definimos os

seguintes objetivos especificos:
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1 Objetivos especificos relacionados com o objetivo geral 1):

1.1) Avaliar a expressdo dos biomarcadores das diversas vias oncogénicas

estudadas por imunohistoquimica;

1.2) Relacionar a expressao dos biomarcadores moleculares com a recorréncia,

progressao e morte especifica da doencga;

1.3) Avaliar o valor preditivo dos biomarcadores estudados na recorréncia,

progressao e morte especifica pela doenca.

1 Objetivos especificos relacionados com o objetivo geral 2):

2.1) Avaliar a expressao dos fenétipos moleculares por imunohistoquimica nos

doentes com carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo;

2.2) Relacionar a expressdo dos fendtipos moleculares com a recorréncia,

progressao e morte especifica da doenca;

2.3) Avaliar o valor preditivo da classificacdo molecular do carcinoma urotelial da
bexiga ndo musculo-invasivo na recorréncia tumoral, progressado e morte especifica

da doenca.

1 Objetivos especificos relacionados com o objetivo geral 3):

3.1) Avaliar e selecionar os fatores de prognéstico clinicos, histopatologicos e a
expressdo de biomarcadores moleculares com valor preditivo de recorréncia,
progressao e morte especifica nos doentes com carcinoma urotelial da bexiga nao

musculo-invasivo;



3.2) Integrar os fatores de progndstico com valor preditivo na estratificacdo do risco
de recorréncia, progressao e morte especifica nos doentes com carcinoma urotelial

da bexiga ndo musculo-invasivo;

3.3) Avaliar a utilidade na pratica clinica do modelo de risco personalizado nos
doentes com o diagnostico de carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo

na recorréncia tumoral.
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4. Materiais e métodos

Na preparacdo e desenvolvimento de um projeto de investigagdo esta subjacente um
processo de tomada de decisdo pelo investigador relativamente a metodologia a seguir
na abordagem ao problema em estudo. No processo de tomada de decisdo sado
determinantes a natureza do problema e os objetivos definidos para o estudo, assim
como, as posicbes conceptuais e metodolégicas do investigador. A selecdo dos
métodos, do objeto e das variaveis do estudo e ainda das técnicas e procedimentos
adotados deve, assim, ser ponderada, refletida, discutida e avaliada, pois as decisbes
tomadas irdo condicionar a natureza e a qualidade da informacdo a que se acede, 0s

dados que se obtém e, em Ultima andlise, a compreensao do objeto do estudo.

Neste capitulo daremos a conhecer as op¢des metodoldgicas assumidas na presente
investigacdo, as quais se alicercam no quadro conceptual da pratica clinica na
abordagem ao CIBNMI, em fungéo do qual se poderéo ler os dados obtidos para, a partir

destes, se fazem inferéncias.

O reconhecimento da importadncia da inferéncia probabilistca em matéria de
diagnéstico, tratamento e prognéstico de doentes individuais justifica 0 aumento do
interesse nas abordagens de investigacao epidemiolégica como meio de potenciar a

medicina baseada na evidéncia.

A epidemiologia clinica pode ser descrita como a aplicagdo ao individuo doente dos
principios e dos métodos da epidemiologia. Estes termos correspondem a aplicacao de
principios, métodos epidemioldgicos e técnicas estatisticas para o estudo de problemas
clinicos tendo como objetivo a melhoria dos cuidados de saude baseados na evidéncia.
Enquanto a epidemiologia geral estuda a distribuic&do da ocorréncia e determinantes dos
estados de salde e doenca em populacdes humanas, a epidemiologia clinica ocupa-se
especificamente da pratica clinica através do estudo da variacédo e dos determinantes
da evolugéo da doenca. As populacdes alvo em epidemiologia clinica sdo grupos de

individuos doentes.@"

Os métodos da biologia molecular e da genética tém sido utilizados em epidemiologia
clinica nas areas do diagnéstico, rastreio, estratificacéo de risco, progndstico e escolha
de tratamentos. E um dominio da investigacdo com um potencial elevado no contributo

para a saude cuja aplicacéo exige, no entanto, competéncias interdisciplinares.

Os estudos de prognéstico sdo naturalmente estudos de coorte, de preferéncia desde o
primeiro evento, geralmente o diagndstico ou o inicio do tratamento (inception cohort),

mas com métodos de analise de sobrevivéncia (analise de Kaplan-Meier e de incidéncia
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cumulativa), identificacdo de fatores de risco na evolucdo da doenca (progndéstico) e
probabilidade de eventos ao longo do tempo e tempos censurados. Os fatores de
prognostico sdo caracteristicas da doenca (estadiamento do tumor, expressado de
biomarcadores moleculares) ou do tratamento (tipo e/ou dose do medicamento,
esquema terapéutico).?’® Os estudos de coorte constituem a melhor opcdo de
investigacao clinica quando a experimentacdo nao € possivel, sendo 0os mais poderosos
a produzir evidéncia a seguir ao ensaio experimental aleatorizado e controlado.®727®
Estes estudos de coorte apresentam ainda a vantagem acrescida de grande validade

externa dado serem aplicados na pratica clinica habitual.?™®

O estudo que se propde é um estudo de coorte clinico de doentes com o diagndstico de
carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo (Ta e T1) avaliados
retrospetivamente por um periodo de até 120 meses apds o estabelecimento do
diagnéstico por critérios histopatolégicos de forma a avaliarem-se fatores de progndstico

relativamente aos outcomes no final do periodo de seguimento.

Os resultados de interesse primario para o estudo sdo a recorréncia e o0 tempo até a
primeira recorréncia da doenca, a progressao e o tempo até a progressao da doenca, a
ocorréncia de morte especifica pela doenca e o tempo até a ocorréncia da morte

especifica da doenca.

Assim, este projeto de investigacdo tem por base um estudo observacional retrospetivo
de uma coorte clinica constituida por 147 doentes com o diagnéstico de carcinoma
urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo (Ta e T1) recrutados no servi¢o de urologia do
Hospital Reina Sofia em Cdérdoba entre 2002 e 2014.

4.1 - Critérios de inclusao/exclusao dos doentes no estudo

Relativamente aos critérios de selecao dos doentes (inclusdo/excluséo) foram incluidos
no estudo doentes de ambos os sexos, com diagnéstico de CIBNMI (Ta e T1) com
idades compreendidas entre os 31 e os 89 anos.

Os critérios de exclusdo dos doentes para o presente estudo sao: histdria prévia de
carcinoma urotelial da bexiga ou do urotélio alto ou presenca concomitante de CIS.
Foram também excluidos os doentes com o diagndstico de neoplasia urotelial papilar
de baixo potencial maligno e proliferacdo urotelial de potencial maligno incerto. Também
foram excluidos os doentes que apresentam histéria de outra patologia oncolégica

anterior com potencial influéncia no resultado do estudo.
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4.2 - Procedimentos

Em todos os casos selecionados para o estudo, o diagnéstico foi comprovado pelo
estudo histopatoldgico da peca operatéria obtida por resseccao transuretral do tumor
vesical (RTU-V).

Em todos os doentes (exceto se apresentavam contraindicacdes) foi feita instilacdo
vesical de mitomicina C (40 mg/40 ml) nas primeiras 24 horas apés a RTU-V.
Respeitando a classificacdo de risco da EORTC, aos doentes com tumores de baixo
risco (TaBG, solitarios, didmetro < 3 cm) nado foi feita qualquer outra terapéutica
adjuvante. Nos doentes com tumores de risco intermédio (TaAG, diametro > 3 cm ou
multifocais) foi implementada terapéutica adjuvante com mitomicina C (40 mg/40ml):
uma instilagéo vesical semanal durante 6 semanas. Os doentes com tumores de alto
risco (T1AG, multifocais) fizeram terapéutica adjuvante com instilacdes vesicais com
BCG: uma instilacdo por semana durante 6 semanas seguindo o protocolo do servico

de urologia e respeitando as Guidelines da EAU a data do tratamento.??

O seguimento dos doentes apos a RTU-V foi estratificado segundo as categorias de
risco (score EORTC). Nos tumores de baixo risco foi feita cistoscopia aos 3 meses e
aos 9 meses apés a RTU-V, depois anualmente até ao encerramento do estudo. Os
doentes com tumor de risco intermédio fizeram cistoscopia de 4/4 meses durante o
primeiro ano, de 6/6 meses no segundo e terceiro anos e depois anualmente até ao
encerramento do estudo. Nos doentes com tumores de alto risco foi feita cistoscopia de
3/3 meses durante os dois primeiros anos, durante o terceiro de 4/4 meses e apds o
terceiro ano de 6/6 meses até ao encerramento do estudo. Nos casos em que se
verificou recorréncia ou progressao, o protocolo de seguimento foi reiniciado apds o
evento. O tempo de seguimento dos doentes, em meses, é contado a partir da data do

primeiro diagndstico histopatolégico (baseline).

Os registos da informacao clinica: idade, sexo, dimensdo do tumor, recorréncia
(sobrevida livre de recorréncia), progressdo (sobrevida livre de progressao), grau
histol6gico (OMS, 2004/2016) e estadio T (Ta e T1) constam do registos do servi¢o de
urologia e constituem uma base de dados anonimizada e séo propriedade do grupo de
investigacao dirigido pelo Professor Antonio Lopez-Beltran, co-orientador da tese de
doutoramento, integrada em projetos de investigacdo da Universidade de Cordoba,
financiados pelo Governo de Espanha [apoiado em parte pela subvencéo PI117/01981
FIS (Ministério da saude), Madrid, Espanha] e das unidades de Urologia e Anatomia

Patoldgica da Fundacao Champalimaud.
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Numa primeira fase procedeu-se a recolha de dados clinicos e anatomopatoldgicos que
se referem ao momento do diagnéstico da doenca (RTU-V) e a posterior evolucdo
clinica, nomeadamente a ocorréncia de recorréncia da doencga, tempo de sobrevivéncia
livre de recorréncia, ocorréncia de progressdo, sobrevida livre de progressdo e

mortalidade especifica da doenca.

Foram utilizadas as metodologias laboratoriais convencionais para caracterizacao
histopatoldgica, nomeadamente caracterizac¢ao do grau histologico e estadio T (Ta e T1)
das laminas e das pecas cirurgicas dos tumores da bexiga armazenados em blocos de
parafina. Nos casos com critérios de inclusdo neste projeto de investigacao foi feito o
estudo da expressdo dos biomarcadores no tecido tumoral colhido por RTU-V e
armazenados nos blocos de parafina. Esta fase do estudo foi orientada pelo Professor
Anténio Lopez-Beltran e contou com a colaboracéo especializada dos técnicos de
anatomia patologicas e dos médicos anatomopatologistas especializados em

uropatologia.

Foram obtidas preparacdes para analise dos biomarcadores através de sec¢des muito

finas, de cerca de 4 em, a p aerctlacadasemlammas er i al

de vidro. Desta forma, é possivel localizar os antigénios mantendo a arquitetura original

do tecido.

As técnicas laboratoriais para detecéo e analises dos biomarcadores foram técnicas de
imunohistoquimica que utilizam a reacdo anticorpo-antigénio para a detecdo e
guantificacdo de moléculas no seu local de origem. Esta ligacdo permite identificar a
presenca de variadas substancias nas células e tecidos por intermédio da cor que é

associada aos complexos antigénio-anticorpo entretanto formados.

A imunohistoquimica constitui um meio de identificacdo in situ de varias estruturas
celulares e tecidulares que podem estar diretamente associadas a patologias.
Apresenta vantagens relativamente a outras técnicas mais recentes de analise
molecular que sdo mais complexas, mais caras e fornecem informacdo demasiado
detalhada e complexa, de dificil aplicabilidade na préatica clinica. ?®V) As limitacGes da
técnica relacionam-se com a falta de concordancia entre as diversas técnicas de
imunohistoquimica e outros testes moleculares. As técnicas de imunohistoquimica, com
base em avaliagBes semi-quantitativas, estdo dependentes de mdaltiplas varidveis como
a escolha do anticorpo, a técnica de fixacdo, os métodos de coloracdo, os métodos de
detecdo de sinal e ainda com os critérios de avaliagdo de coloragdo positiva. A
padronizacdo destes critérios constitui um desafio na aplicagdo clinica de

imunohistoquimica no estudo dos biomarcadores no carcinoma urotelial da bexiga.'®
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4.3 - Variaveis independentes

Relativamente a operacionalizacao das variaveis no presente estudo, distinguimos as
variaveis que representam os fatores de progndstico i variaveis independentes i das

variaveis que representam os resultados do estudo i variaveis dependentes.

Num estudo de coorte devemos distinguir entre fatores de risco e fatores de prognéstico.
Assim, podemos definir como fatores de risco fatores associados ao resultado de
incidéncia de doenca que ocorrem antes dela se manifestar, ou seja, nhuma coorte de
individuos saudaveis, enquanto fatores de progndstico sdo fatores associados a
incidéncia de um qualquer resultado de saude manifestado numa coorte de

doentes.?78:282)

Como variaveis independentes que caracterizam a amostra em estudo foram definidas:
sexo, idade, diametro do tumor, estadio, grau histopatoldgico e a expressdo de

biomarcadores moleculares no tecido tumoral.

Para além dos fatores sociodemograficos, sexo e idade, avaliados no momento do
diagnéstico de tumor vesical, outros fatores sécios demograficos, embora presentes na
informacé@o clinica dos doentes, ndo foram considerados no nosso estudo,
nomeadamente a residéncia uma vez que todos os doentes admitidos para estudo eram

residentes na area de influéncia do Hospital Reina Sofia de Cordoba entre 2002 e 2014.

Assim, fatores como exposicdo ao fumo do tabaco e exposicdo profissional a
carcinogénios ndo foram considerados como variaveis de estudo uma vez que o objetivo
da investigagdo ndo comporta os fatores de risco prévios ao diagnostico, embora sejam

fatores de risco classicos na carcinogénese urotelial.

As variaveis sociodemograficas consideradas no estudo foram a idade, medida em anos
completos na altura do diagnédstico, e 0 sexo masculino ou feminino. A idade,
inicialmente uma variavel continua, foi transformada em variavel categdrica para analise
e foram considerados dois grupos para andlise, os doentes com idade inferior a 70 anos
e os doentes com idade superior ou igual a 70 anos com base nos resultados apontados

pela revisdo da literatura. (283284

A variavel anatémica referente ao tumor vesical considerada para o estudo foi a
dimensao (didmetro) do maior tumor vesical (quando multiplo), avaliado em centimetros,
por ecografia pré-operatoria. Esta variavel foi também transformada numa variavel
categoria nominal para efeitos de analise tendo sido considerados dois grupos: 0s

doentes cujo maior tumor avaliado era inferior a trés centimetros e os doentes cujo tumor
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de maiores dimens@es era igual ou superior a trés centimetros com base nos resultados

encontrados na literatura.

As variaveis histopatoldgicas consideradas para o estudo foram estadio (Ta ou T1) e o

grau histopatoldgico (alto grau ou baixo grau).

Em cada um dos casos foram obtidas sec¢bes dos blocos de parafina das areas menos
diferenciadas do tumor. A reavaliacdo do diagndstico histopatoldégico de todos os
tumores primarios e das recorréncias foi efetuada por trés patologistas, sem
conhecimento do diagnostico anterior e das informacgdes clinicas referente a cada caso.
Trinta casos de carcinoma urotelial da bexiga selecionados aleatoriamente serviram
como teste preliminar para facilitar o acordo sobre a diagnéstico em grau histolégico e
estadio (Ta e T1). Nos casos em que se verificou discrepancia no resultado foi feita

revisdo para obter consenso no diagndstico histopatolégico.

O grau e o estadio foram revistos de acordo com a classificagdo da OMS 2004/2016 e
da AJCC/TNM (American Join Committee of Cancer/Tumor-Node-Metastasis), revisdo

de 2016,12150.156) classificando os tumores numa das categorias consideradas na

vari 8vel <cat eg:-ouTicralativamente §odyiawhistologic@ cada um dos
tumores foi classificado eavardvelMalrtparatandliseu o ou fAb
definiu duas categorias: fal tooflbaBbxo grauo, r esa@nbmav ament e

urotelial de alto grau e carcinoma urotelial de baixo grau.

Para o estudo dos biomarcadores tumorais, o material biolégico estudado nos 147
doentes foi obtido dos blocos de parafina dentro dos quais o tecido tumoral estava
preservado. Para a preparacdo das laminas para avaliagdo dos biomarcadores nos
tecidos tumorais conservados em blocos de parafina, selecionamos um bloco de
parafina representativo de cada tumor que foi cortado em seccdes de 4 um de
espessura, desparafinadas em xileno, reidratadas em etanol graduado e lavadas
durante 5 minutos com tampdao fosfato salino. Para a recuperacdo do antigeno, as
seccles assim obtidas foram imersas em solucao tampéao de citrato i 10mM (pH 6,0) e
aguecidas a 100°C. A peroxidase enddgena foi bloqueada pela incubag&o das laminas

durante 30 minutos com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol.

As seccbBes foram entdo incubadas com os anticorpos monoclonais que estdo
referenciados no quadro 3 segundo o protocolo fornecido pelo fabricante para cada

biomarcador, incorporando controlos positivos e negativos.

A marcagdo por imunohistoquimica foi executada usando o polymer-based system
(enVision, DakoCytomation, Dinamarca) durante 30 minutos & temperatura ambiente

com solucdo de solucdo de substrato cromogéneo diaminobenzidina (0,6 mg/ml no
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tampao salino de Tris, pH 7.6 com 12 ml de perdxido de hidrogénio a 30%). As seccdes
foram contra coradas com hematoxilina de Mayer, desidratadas e montadas segundo o

procedimento standard.

Trés patologistas especialistas em uropatologia avaliaram independentemente todas as
laminas com marcagéo por imunohistoquimica sem o conhecimento da avaliagdo dos
outros patologistas (de uma forma cega). A mesma area em cada lamina foi examinada
usando campos aleatdrios medindo 62500 nm? delineado por grelha graduada com 1
cm? anexada a ocular do microscépio. As regides foram escolhidas dentro das areas
elevada imunorreatividade e foram observadas com objetiva de grande aumento (x400)

usando um microscépio 6tico Zeiss® Axio Scope.Al (Jena, Alemanha).

Importa referir que, quando um teste quantitativo ou biomarcador € utilizado para fins de
diagnéstico (ou de rastreio), é necessario especificar um valor de corte acima do qual
(ou abaixo do qual) o resultado é considerado normal (ou atipico). O posicionamento do
ponto de corte (cutoff) necessita de um compromisso entre a sensibilidade
(probabilidade de classificar corretamente aqueles com a doenca/condicdo) e
especificidade (probabilidade de classificar corretamente aqueles sem a
doenca/condigdo). O ponto de corte ideal, no entanto, é dependente de varios critérios
nao soO estatisticos como também clinicos e histopatolégicos e frequentemente esta

dependente da coorte de doentes estudados. @

Para analise estatistica, tendo em conta o objetivo de aplicacdo clinica, os
biomarcadores cuja expressao resultou numa variavel quantitativa do numero de células
queexbem fimarca- «00 f or anedeabategorias: expressho abaixou ma d

do cutoff ou expresséo acima do cutoff selecionado para cada biomarcador.

Os marcadores moleculares (biomarcadores) de expressdo nuclear analisados no

nosso estudo foram os seguintes:

Ki67 - a expressao deste biomarcador no tumor foi avaliada por imunohistoquimica com
0 MIB-1 Dako®, tendo sido seguido o protocolo indicado pelo fabricante para avaliagdo
da expressdo em tecidos conservados em blocos de parafina. Foi feita a contagem do
namero de células marcadas por 1000 células dentro das areas de imunorreatividade
mais elevada, observadas com objetiva de grande aumento (x400) usando um
microscopio Otico Zeiss® Axio Scope.Al (figura 14). Para efeitos de andlise,
consideramos dois grupos: os tumores com expressado normal de Ki 67 (inferior a 20%

das células) e tumores com expressao atipica de Ki 67 (maior ou igual a 20% das

CéIUIaS).(13'241’248’286’287)
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T p53 1 a expressdo deste marcador molecular no tumor foi avaliada por

imunohistoquimica com o anticorpo monoclonal PAb1801, Novocastra®, tendo sido
seguido o protocolo indicado pelo fabricante para avaliacdo da expressédo em tecidos
conservados em blocos de parafina. Foi feita a contagem do numero de células
marcadas por 1000 células dentro das areas de imunorreatividade mais elevada,
observadas com objetiva de grande aumento (x400) usando um microscépio 6tico
Zeiss® Axio Scope.Al (figura 14). Para efeitos de andlise, consideramos duas
categorias: os tumores com expressao normal de p53 (inferior a 20% das células) e

tumores com expresséao atipica de p53 (maior ou igual a 20% das células).(13:241.248,286i
288)

p2l - a expressdao deste marcador molecular no tumor foi avaliada por
imunohistoquimica com o anticorpo monoclonal SX118 Dako®, tendo sido seguido o
protocolo indicado pelo fabricante para avaliacio da expressao em tecidos conservados
em blocos de parafina. Foi feita a contagem do nimero de células marcadas por 1000
células dentro das areas de imunorreatividade mais elevada, observadas com objetiva
de grande aumento (x400) usando um microscopio 6tico Zeiss® Axio Scope.A1l (figura
14). Para efeitos de analise, consideramos um valor de cutoff de 5%, resultando duas
categorias: os tumores com expressao de p21 em menos de 5% das células e tumores
com expressdo de p21 superior a 5% das células, seguido os valores de cutoff

considerados em estudos publicados sobre carcinoma urotelial da bexiga. (13:241:248.286i 288)

p27 - a expressdo deste marcador molecular no tumor foi avaliada por
imunohistogquimica com o anticorpo monoclonal SX53G8 Dako®, tendo sido seguido o
protocolo indicado pelo fabricante para avaliacdo da expressao em tecidos conservados
em blocos de parafina. Foi feita a contagem do nimero de células marcadas por 1000
células dentro das areas de imunorreatividade mais elevada, observadas com obijetiva
de grande aumento (x400) usando um microscopio 6tico Zeiss® Axio Scope.Al (figura
14). Para efeitos de andlise, consideramos um valor de cutoff de 25%, resultando em
duas categorias: os tumores com expressado nuclear de p27 em menos de 25% das
células e tumores com expressédo nuclear de p27 em mais de 25% das células, seguido

os valores de cutoff considerados em estudos publicados sobre carcinoma urotelial da
bexiga. (13:241:248,286i 288)

Ciclina D1 - a expressdo de ciclina D1 no tumor no tumor foi avaliada por

imunohistoquimica com o anticorpo monoclonal DCS-6 Dako®, tendo sido seguido o
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protocolo indicado pelo fabricante para avaliacdo da expressao em tecidos conservados
em blocos de parafina. Foi feita a contagem do nimero de células marcadas por 1000
células dentro das areas de imunorreatividade mais elevada, observadas com objetiva
de grande aumento (x400) usando um microscépio 6tico Zeiss® Axio Scope.Al (figura
14). Para efeitos de analise, utilizaremos um valor de cutoff de 25%. Consideramos
entdo duas categorias: 0s tumores com expresséo de Ciclina D1 em menos de 25% das

células) e tumores com expresséao de Ciclina D1 em mais de 25% das células. 324124828

288)

Ciclina D3 - a expressao de ciclina D1 no tumor foi avaliada por imunohistoquimica com
0 anticorpo monoclonal DCS-22 Dako®, tendo sido seguido o protocolo indicado pelo
fabricante para avaliacdo da expressdo em tecidos conservados em blocos de parafina.
Foi feita a contagem do niimero de células marcadas por 1000 células dentro das areas
de imunorreatividade mais elevada, observadas com objetiva de grande aumento (x400)
usando um microscopio 6tico Zeiss® Axio Scope.Al (figura 14). Para efeitos de andlise,
utilizaremos um valor de cutoff de 25%, pelo que consideramos duas categorias: 0s
tumores com expressdo normal de Ciclina D3 (< a 25% das células) e tumores com

expressédo aumentada de Ciclina D3 (025% das células).(13:241:248,2861 288)

Figura 14 - Expresséo dos biomarcadores com expresséo nuclear
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Na Tabela 6 estdo resumidos os valores de cutoff utilizados no nosso estudo para a os

biomarcadores de expressao nuclear .

Tabela 6 - Valores de cutoff para os biomarcadores de expresséo nuclear e categorias de analise
no estudo do carcinoma urotelial da bexiga

Biomarcador Valores de cutoff | Categorias de expresséo do biomarcador
Ki67 20% < 20% O 20%
p53 20% < 20% O 20%
p21 5% <5% O 5%
p27 25% < 25% O 25%
Ciclina D1 25% < 25% O 25%
Ciclina D3 25% < 25% O 25%

Para os biomarcadores com expressao citoplasmatica e/ou expressdo de membrana
celular foi utilizada uma escala semi-quantitativa que resulta da contagem do namero
de células marcadas para uma contagem total de 1000 células dentro das areas de
imunorreatividade mais elevada, observadas com objetiva de grande aumento (x400).
Para efeitos de analise e aplicacdo na pritica clinica, consideram-se duas categorias: 0s
tumores com expressdo do biomarcador e tumores sem expressédo do biomarcador,

seguidos outros estudos para o carcinoma urotelial da bexiga. (?51:254.289.290)

Os marcadores biomarcadores de expresséao citoplasmatica e/ou de membrana celular

analisados no nosso estudo no estudo foram os seguintes (Tabela 7):

1 Bax - a expressdo molecular deste biomarcador no tumor foi avaliada por
imunohistoquimica, com o Bax Monoclonal Antibody (2D2), Invitrogen®, tendo
sido seguido o protocolo indicado pelo fabricante para avaliacdo da expressao

em tecidos conservados em blocos de parafina. Os resultados apresentados

numa escala semi-quantitativa [0 - sem imunorreatividade, 1 T fraca
imunorreatividade (<10%), 2 1 imunorreatividade ligeira (10-50%), 3 -
imunorreatividade moderada (51-75%), 4 1 i munorreati vi dade forte

resultam da contagem do nimero de células marcadas por 1000 células dentro
das areas de imunorreatividade mais elevada, observadas com objetiva de
grande aumento (x400) usando um microscopio 6tico Zeiss® Axio Scope.Al

(figura 15). Para efeitos de andlise, consideram-se duas categorias: 0s tumores
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com expressdo de Bax (score 2-4) e tumores sem expressao de Bax (score 0-1)

seguido outros estudos para 0 CUBNM]I,(251:254.289.290)

i Bcl-2 - a expressdao de Bcl-2 nas células tumorais foi avaliada por
imunohistoguimica, com o anticorpo monoclonal bcl-2-100 clone, Dako®, tendo
sido seguido o protocolo indicado pelo fabricante para avaliacdo da expressdo
em tecidos conservados em blocos de parafina. Os resultados apresentados
numa escala semi-quantitativa [0 - sem imunorreatividade, 1-imunorreatividade
fraca (<10%), 2 i imunorreatividade ligeira (10-50%), 3- imunorreatividade
moderada (51-75%),4-i munor r eat i vi5%)rdsaltarh darcanegerfy O
do numero de células marcadas por 1000 células dentro das areas de
imunorreatividade mais elevada, observadas com objetiva de grande aumento
(x400) usando um microscopio 6tico Zeiss® Axio Scope.Al (figura 15). Para
efeitos de andlise, consideramos duas categorias: 0os tumores com expressao de
Bcl-2 (score 2-4) e tumores sem expressao de Bcl-2 (score 0-1) seguido outros

trabalhos publicados no CUBNM. (251:254:289,290)

1 Caspase 3 - a expressao deste marcador molecular no tumor no tumor foi
avaliada por imunohistoquimica com o anticorpo rabbit polyclonal anti-human,
Cell Signaling®, tendo sido seguido o protocolo indicado pelo fabricante para
avaliacdo da expressdo em tecidos conservados em blocos de parafina. Os
resultados apresentados numa escala semi-quantitativa [0 T sem
imunorreatividade, 1 7 fraca imunorreatividade (<10%), 2 i imunorreatividade
ligeira (10-50%), 3 - imunorreatividade moderada (51-75%), 4 i
i munorreatividade forte (O 75%)] resultam d
marcadas por 1000 células dentro das areas de imunorreatividade mais elevada,
observadas com objetiva de grande aumento (x400) usando um microscopio
otico Zeiss® Axio Scope.Al(figura 15). Para efeitos de andlise, consideramos
duas categorias: 0s tumores com expressao de caspase 3 (score 2-4) e tumores
sem expressdo de caspase 3 (score 0-1) seguido outros estudos para o

carcinoma urotelial,(13:241.248,286,287)
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Figura 15 - Biomarcadores da apoptose com expresséao citoplasmatica

1 CDA44 - aexpressao deste marcador no tumor foi avaliada por imunohistoquimica
com o anticorpo monoclonal DF1485 Dako®, tendo sido seguido o protocolo
indicado pelo fabricante para avaliagdo da expressdo em tecidos conservados
em blocos de parafina. Os resultados apresentados numa escala semi-
guantitativa [0 - sem imunorreatividade, 1- imunorreatividade fraca (<10%), 2 i
imunorreatividade ligeira (10-50%), 3- imunorreatividade moderada (51-75%), 4
iimunorreati vi djrdsaltarh darcdntegerg @ ndreréode células
marcadas por 1000 células, observadas com objetiva de grande aumento (x400)
usando um microscopio 6tico Zeiss® Axio Scope.Al. Para efeitos de analise,
consideramos duas categorias: 0s tumores com expressao de CD44 (score 2-4)
e tumores sem expressdo de CD44 (score 0-1) seguido os valores de cutoff
publicados.?60262)

1 ErbB-2/HERZ2neu - a expresséo deste marcador no tumor foi avaliada com o
com o anticorpo monoclonal e2-4001 clone Lab Vision Corp®, tendo sido
seguido o protocolo indicado pelo fabricante para avaliacdo da expressdo em

tecidos conservados em blocos de parafina.



Os resultados apresentados numa escala semi-quantitativa [0 - sem
imunorreatividade, 1-imunorreatividade fraca ou incompleta da membrana
(<10%), 2 i imunorreatividade ligeira i coloragdo completa da membrana, ndo
uniforme em intensidade (11-30%), 3- imunorreatividade forte com coloragéo
intensa e uniforme da membrana (O030%)] resultam da contagem do nimero de
células marcadas por 1000 células, observadas com objetiva de grande aumento
(x400) usando um microscopio 6tico Zeiss® Axio Scope.Al. Para efeitos de
analise, consideramos duas categorias: 0s tumores com expressao de ErbB-2

(score 3) e tumores sem expressdo de ErbB-2 (score 0-2).(2%%)

Figura 16 - Biomarcadores com expressao citoplasmética e de membrana

CK 5/6 - a expressédo da CK 5/6 pelas células tumorais foi avaliada com o
anticorpo monoclonal D5/16B4 Cell Marque, Rocklin®, tendo sido seguido o
protocolo indicado pelo fabricante para avaliacdo da expressdo em tecidos
conservados em blocos de parafina. Os resultados resultam da contagem do
numero de células marcadas por 1000 células, observadas com objetiva de
grande aumento (x400) usando um microscopio 6tico Zeiss® Axio Scope.Al
(figura 17). Consideramos um padrdo imunohistoquimico negativo (sem
expressdo do biomarcador) nos casos que apresentavam células Unicas
distribuidas aleatoriamente (<1%) ou a presenca de raras células (<1%) na
camada basal das papilas. O padrdo de expressdo positivo para o CK5/6
(andmalo relativamente ao urotélio ndo neoplasico) foi caracterizado pela
observacdo de mdltiplas células imunomarcadas, exibindo alta intensidade,
geralmente atingindo a espessura total das papilas. Para efeitos de analise,

consideramos duas entdo duas categorias: 0s tumores com expressdo anémala
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CK 5/6 (padrao de positividade) e tumores sem expressdao anémala de CK 5/6

(padrdo de negatividade).(@68.2911293)

T CK 201 a expressdo da CK 20 pelas células tumorais foi avaliada com o
anticorpo monoclonal Ks20.8 Dako®, tendo sido seguido o protocolo indicado pelo
fabricante para avaliacdo da expressdo em tecidos conservados em blocos de
parafina. Os resultados apresentados resultam da contagem do numero de
células marcadas por 1000 células, observadas com objetiva de grande aumento
(x400) usando um microscopio Otico Zeiss® Axio Scope.Al (figura 17).
Consideramos um padrdao imunohistoquimico negativo nos casos que
apresentavam células Unicas distribuidas aleatoriamente (<1%), sem manchas
(geralmente nas células em guarda-chuva). O padrdo de expressao positivo para
0 CK20 (anémalo relativamente ao urotélio ndo neoplasico) foi caracterizado pela
observacao de multiplas células imunomarcadas em niveis mais profundos das
papilas (geralmente na espessura total), exibindo alta intensidade. Para efeitos

de analise, consideramos duas entdo duas categorias: 0s tumores com

expressdo andmala CK 20 (padréo de positividade) e tumores sem expressao
anomala CK 20 (padrdo de negatividade).(?33268292.293)

Figura 17 - Biomarcadores de expressao citoplasmatica com padrdo de distribuicdo
"topogréfico" andmalo (positivo)

Na tabela 7 estédo resumidos os valores de cutoff utilizados no nosso estudo para a os

biomarcadores de expressao citoplasmatica e de membrana celular.
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Tabela 7 - Valores de cutoff dos biomarcadores de expresséo citoplasméatica e de membrana
celular no estudo do carcinoma urotelial da bexiga

Biomarcador
Bax
Bcl-2
Caspase 3
CD44

ErbB-2

CK5/6

CK20

Sem expresséo

< 10% (score 0-1)
< 10% (score 0-1)
< 10% (score 0-1)

< 10% (score 0-1)

< 30%, marcagéo incompleta da
membrana

Células unicas distribuidas
aleatoriamente (<1%) ou a presenca de
raras células na camada basal das
papilas.

Células unicas distribuidas
aleatoriamente (<1%), geralmente

fic®l ul as -emugaar da

Com expressao

O 0% (score 2-4)
O 0% (score 2-4)
O 0% (score 2-4)

O 0% (score 2-4)

O 3 0d¥h marcagéo completa da
membrana

Coloragdo moderada/forte em mdltiplas
células imunomarcadas em niveis mais
profundos das papilas (espessura total)

Multiplas células imunomarcadas em
niveis mais profundos das papilas
(espessura total)

A variavel fenotipo molecular para o CBUNMI tem por base um classificador, por nés

definido, que utiliza dois dos biomarcadores anteriormente descritos e cuja expressao

foi avaliada por métodos de imunohistoquimica: o CK 5/6 e o CK 20. Os CUBNMI foram

classificados em quatro categoria diferenciadas pela expresséo de CK 20 e/ou CK 5/6

baseada em técnicas de imunohistoquimica, definindo a variavel i Fen - t i po

com as categorias:

T Nulo (CK20-, CK5/6-)

T Misto (CK20+, CK5/6+)

1 Basal (CK20-, CK5/6+)

1 Luminal (CK20+, CK5/6-)

O quadro 3 resume os anticorpos utilizados para o estudo da expressdo dos

biomarcadores moleculares no CUBNMI por imunohistoquimica.
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Quadro 3 - Anticorpos utilizados para o estudo da expresséo dos biomarcadores no carcinoma
urotelial da bexiga

Biomarcador Clone Laboratério comercial Diluicéo

Ki-67

MIB1 Dako 1:50
p53 (TP53) Novocastra, (Newcastle upon Tyne,

PAb1801 UK) 1:40
p21Wafl

SX118 Dako 1:25
p27kip1

SX53G8 Dako 1:25
CiclinaD1

DCS-6 Dako 1:25
Ciclina D3

DCs-22 Dako 1:25
Bax

Clone 2D2 Invitrogen 1:100
Bcl-2

Clone bcl-2-100 Dako, Carpinteria, CA, USA 1:150
Caspase 3

Rabbit polyclonal anti-human = Cell Signaling, Beverly, MA, USA 1:100
ErbB-2

€2-4001 clone Lab Vision Corp, Fremont, CA 1:300
CD44

Clone DE1485 Dako, Denmark 1:50
CK5/6

D5/16B4 clone Cell Marque, Rocklin, CA 1:50
CK20

Ks20.8 clone Dako 1:400

4.4 - Variaveis dependentes

As variaveis resultado, variaveis dependentes no presente estudo sdo as seguintes:

1 Recorréncia (sinbnimo de recidiva) tumoral jA anteriormente definida como o

diagnéstico de um novo tumor vesical, confirmado por andlise

anatomopatol -gica, n«o diferindo em est &di
anteriormente tratado, com um periodo minimo de trés meses livre de doenga,
controlado por cistoscopia e citologia. Avar i §vel Drassei m° dei ani

uma variavel categérica (se ocorrer ou nao ocorrer o evento definido).
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1 Progresséo da doenca ocorre perante a existéncia de uma recorréncia tumoral
na bexiga cuja andlise anatopatologica revele a presenca de infiltracdo da
muscular prépria ou 0 aumento do grau histolégico do tumor. Também se
considera progressao se sao diagnosticadas adenopatias i d e  n(exters&@o
ganglionar da doenca) ou a presenca de metastases noutros 6érgaos, com
confirmacdo histolégica de tumor urotelial. A° vari §vel Aprogress «c

definida € uma variavel categorica (se ocorrer ou ndo ocorrer o evento definido).

1 Morte especifica causada pela doenga ocorre pela progressdo da neoplasia
urotelial inicialmente diagnosticada. Sao excluidas desta definicdo todas as
outras causas de morte. A vari 8vel Amorte espec2ficabo

variavel categorica (se ocorrer ou ndo ocorrer 0 evento definido).

1 Tempo até a recorréncia medido em meses completos desde o diagnéstico
histoldgico inicial até & ocorréncia do evento definido como recorréncia tumoral.

A variavel assim definida € uma variavel numérica continua.

1 Tempo até a progressdo medido em meses completos desde o diagnéstico
histologico inicial até a ocorréncia do evento definido como progresséo tumoral.

A variavel assim definida € uma variavel numérica continua.

1 Tempo até a morte especifica medido em meses completos desde o
diagnéstico histoldgico inicial até a ocorréncia do evento definido como morte

especifica. A varidvel assim definida é uma varidvel numérica continua.

45 - Analise estatistica

As técnicas estatisticas indicadas para este estudo acompanham o padrdo de andlise

de um estudo epidemioldgico de coorte retrospetivo. 82294295

Foi feita analise descritiva das variaveis clinicas e anatomopatoldgicas recorrendo a
tabelas de frequéncia para as varidveis categéricas e medidas de localizacdo e

disperséo para as variaveis numericas.

Foi efetuada andlise de sobrevivéncia de Kaplan Meier com teste Log Rank para
relacionar os fatores de prognéstico com o tempo até a recorréncia tumoral, progressao
tumoral e morte especifica.?’”) Nesta analise de sobrevivéncia os fatores de progndstico

numeéricos foram incluidos na analise com os dados agrupados em categorias.
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Para estimar o risco relativo de ocorréncia de recorréncia, de progressao ou de morte
especifica Hazard Ratio (HR), assim como, para ensaiar um modelo de progndéstico para
a recorréncia, progressao e morte especifica foi usada a analise de regressdo multipla
de Cox. Este método de regresséo (regressao de Cox i Proportional Hazards Model)
permite determinar o efeito de um determinado fator na sobrevivéncia (recorréncia,
progressao ou morte especifica), ajustado para o eventual confundimento de outros
fatores envolvidos no modelo. O termo fator de confundimento define um fator que pode
estar associado simultaneamente ao resultado (sobrevivéncia a recorréncia), assim

como, ao fator de exposicao.?77:282:2%)

Para validacdo do modelo de Cox (fun¢des hazard proporcionais), utilizou-se o teste da
razdo de verosimilhancas conjuntamente com a avaliacdo do paralelismo das curvas

logaritmicas Ln(-In) da sobrevivéncia.2822°7)

Para relacionar os fatores de prognoéstico categéricos com as variaveis categoéricas
binarias de resultado (variaveis indicadoras de recorréncia, progressao ou morte
especifica) recorremos a tabelas de cruzamento e ao teste do Qui quadrado (ou exato
de Fisher).(%2

Na metodologia de selecdo de variaveis a incluir na analise multivariavel, comecamos
por efetuar andlises bivariavel entre cada fator de progndéstico e cada uma das variaveis
de resultado (recorréncia, progressdao e morte especifica). Todas as variaveis
estatisticamente significativas (p<0,05) foram incluidas no modelo multivariavel
[incluimos também variaveis com um valor p préximo do significado estatistico (p<0,10)].
Com este modelo multivariavel identificamos os fatores de prognéstico estatisticamente
significativos ap06s ajustamento para outros fatores, considerados os fatores de

prognodstico estatisticamente mais importantes.??

Para extrair os fatores de prognéstico com maior importancia, utilizou-se na analise de
regressao de Cox o método fi B a ¢ k wedimirdirido-se sempre a variavel com o maior
valor de p. A selecao dos fatores de progndstico estatisticamente significativos, através
da andlise multivariavel, permitiu-nos determinar as taxas de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo para a presenga de uma
dada categoria de um fator de prognostico face ao a variavel resultado (binaria)

expectavel.82:2%)

Todas as andlises foram efetuadas com o programa estatistico IBM® SPSS®, versao 24
para Windows®, utilizando o nivel de significAncia de 5% nos testes de hipéteses

bilaterais e os intervalos de confianca a 95% nas estimativas globais da taxa de
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recorréncia, progressao e morte especifica. Também se determinaram os intervalos de

confianca a 95% para as medidas de associacao e efeito HR.
As diferentes fases da analise dos dados estédo representadas na figura 18.

Dos 165 doentes que inicialmente foram selecionados para o estudo com o diagnéstico
de CIBNMI, 147 cumpriam os critérios de inclusdo: doentes com o diagndstico inicial de
carcinoma urotelial da bexiga Ta e T1 (os doentes com CIS concomitante foram
excluidos), sem antecedentes de tumor do urotélio (na bexiga ou no urotélio alto). Na
analise univariavel, para os fatores de prognéstico, a dimensdo amostra foi de 147
doentes. Na andlise bivariavel, os fatores de progndstico incluiram 147 doentes bem
com as variavel resultado. Na andlise multivariavel, foram igualmente incluidos os 147

doentes.
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Critérios de
selecio

Doentes com CUBNMI
n=165

n=147
Doentes com CUBNMI

Analise
Univariavel

Fatores de
prognostico
N=147

L (TaeT1)

)

T

Variaveis resultado
N=147

\
Anilis Fatores de
e i a” ¢ prognéstico Variaveis resultado
bivariavel Ne 147 N 147
y,
. 1
Anilise Fatores de prognostico e varaveis
Itad
Multivariavel resultado
\ N=147 y

Figura 18 i Representacdo esquematica das diferentes fases de analise dos dados.
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4.6 - Plano de operacionalizacdo das Variaveis

Neste capitulo procedemos a identificacao e sistematiza¢ao das variaveis em estudo. A
identificacdo das varidveis a serem operacionalizadas neste estudo compreende a
descri¢do dos fatores de progndstico (variaveis independentes) seguida das variaveis

de resultado.

As variaveis independentes clinico-patoldgicas sdo apresentadas no quadro 4, referindo

0s parametros e tipo de variavel em analise.

Quadro 4 - Variaveis independentes clinico-patolégicas

VARIAVEL Valores da variavel Tipo de variavel
IDADE .
Em anos completos Numeérica
0-<70anos . )
IDADE_70 , Categérica nominal
1-0 70 anos
SEXO 0 - Masculino - ]
N Categorica nominal
1 - Feminino
D_TUM . .
] Em centimetros (cm) Numérica
Dimensé&o do tumor
D_TUM3 0-<3cm - )
, , Categorica nominal
Tumor O 3 cm 1-0 3 c¢cm
ESTADIO 0-Ta - )
. Categorica nominal
Estaddio T 17 T1
GRAU 01 Baixo grau . )
) . ) Categorica nominal
Grau Histolégico 17 Alto grau

No quadro 5 apresentam-se as variaveis independentes - biomarcadores, referindo

igualmente os parametros e tipo de variavel em analise.

Quadro 5 - Variaveis independentes i biomarcadores (continua)

VARIAVEL Valores da variavel Tipo de variavel
Ki67 Percentagem de células do tumor que exibem o Numérica

biomarcador

C_Ki67 0- <20% Categorica nominal
1- 020%
p53 Percentagem de células do tumor que exibem o Numérica

biomarcador
C_P53 0- <20% Categorica nominal
1- 020%
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Quadro 5 - Variaveis independentes T biomarcadores (continuacao)

VARIAVEL Valores da variavel
p21 Percentagem de células do tumor que exibem o
biomarcador

C_P21 0- <5%
1-0 5%
p27 Percentagem de células do tumor que exibem o

biomarcador

C_P27 0- <25%
1-0 25%
CYCLIN_D1 Percentagem de células do tumor que exibem o
Ciclina D1 biomarcador
C_CYCLIN_D1 0- <25%
1-0 25%
CYCLIN_D3 Percentagem de células do tumor que exibem o
Ciclina D3 biomarcador
C_CYCLIN_D3 0- <25%
1- 025%
Bax 07 Sem expressao de biomarcador

17 Com expresséo de biomarcador
Bcl_2 07 sem expressédo de biomarcador

17 com expresséo de biomarcador

C_CASP 07 Sem expressao de biomarcador
Caspases 17 Com expressao de biomarcador
CD44 07 sem expressao de biomarcador

17 com expresséo de biomarcador
C_ERB2 07 sem expressédo de biomarcador
17 com expresséo de biomarcador
CK5/6 01 sem expresséo de biomarcador
17 com expresséo de biomarcador
CK20 01 sem expressédo de biomarcador
17 com expressao de biomarcador

Fendtipo 07 Nulo

Molecular 17 Misto
21 Basal
3 - Luminal

Tipo de variavel

Numeérica

Catego6rica nominal

Numérica

Catego6rica nominal

Numeérica

Categérica nominal

Numérica

Categérica nominal

Categorica nominal

Categorica nominal

Categorica nominal

Categorica nominal

Categorica nominal

Categérica nominal

Categérica nominal

Catego6rica nominal
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No quadro 6 apresentam-se as varidveis dependentes (variaveis de resultado), referindo

igualmente os parametros e tipo de variavel em analise.

Quadro 6 - Variaveis dependentes

VARIAVEL

REC

Recorréncia

T_1REC

Tempo até 12 recorréncia
PROG

Progresséo

T_PROG

Tempo até progresséao
M_ESP

Morte especifica da doenga
T_MESP

Tempo até morte especifica

Valores da variavel
07 Néo
17 Sim

Em meses

07 N&o
17 Sim

Em meses

07 Néo
17 Sim

Em meses

Tipo de variavel

Catego6rica nominal

Numeérica

Catego6rica nominal

Numérica

Catego6rica nominal

Numérica
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4.7 - Questdes Eticas

O obijetivo a atingir neste projeto segue o principio ético fundamental da beneficéncia,
na obtencdo de evidéncia cientifica que seja Util na prevencdo da doenca e promocao
da saude do ser humano, particularmente na area da oncologia. Como tal, os avangos
cientificos e potenciais beneficios obtidos deste projeto serdo disponibilizados a

comunidade cientifica através de publicac6es e comunicacdes cientificas.

No desenho deste projeto foram implementadas todas as medidas consideradas
necessarias para garantir o respeito da dignidade e direitos humanos. As amostras
biolégicas estao codificadas e os dados obtidos estdo guardados de forma confidencial
no Servico de Anatomia Patolégica apenas acessiveis a pessoal devidamente sujeito

ao sigilo profissional.

As amostras foram colhidas apds o consentimento livre e esclarecido dos sujeitos
analisados, de acordo com o principio ético da autonomia, consagrado em todos o0s
normativos éticos para investigacao no ser humano [Conselho da Europa (1997), Comité
de Bioética do Conselho da Europa (2002; 2006), UNESCO (2002; 2004), Associacao
Médica Mundial (2004), Associacdo das Organizacbes Médicas (2003) e Council for
International Organizations of Medical Sciences (2002; 2005) e legais (Lei Portuguesa
n.°12/2005)].

Toda a investigacdo foi efetuada de forma transparente, por pessoal devidamente
qualificado e de acordo com as regras de conduta profissionais estabelecidas para

garantir a honestidade, integridade e responsabilidade profissional.

O estudo foi submetido ao Conselho de Etica da Fundagédo Champalimaud cujo parecer
foi favoravel a realizacdo do estudo de acordo com os principios enunciados e cujo
resultado se encontra em anexo. Foi igualmente submetido @ Comissao Nacional de

Protecao de Dados.

Nao foram identificadas situacdes de conflitos de interesse na equipa de investigacao.
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5. Resultados

5.1 - Caracterizagéo socio demogréfica dos doentes

A amostra que serviu de base ao estudo de coorte clinico retrospetivo é constituida por
147 doentes com o diagnéstico de CUB sem invasao da muscular prépria (Ta e T1).
Para produzir resultados relevantes em oncologia, atendendo a histéria natural da
doenca, sdo necessarios tempos de seguimento dos doentes que se prolongam por
varios anos. Assim, neste estudo, a mediana do tempo de observacdo dos doentes
contado desde o diagndéstico histolégico foi de 76 meses. Salientamos que o tempo
médio de observacao foi de 73,4 meses (desvio padréo de 28,5 meses) e a amplitude
dos tempos de observacéo foi algo extensa com um minimo de 6 meses e um Maximo

de 120 meses.

Iniciaremos a caracterizacdo dos doentes admitidos para o estudo através das variaveis

sociodemograficas sexo e idade.
Na tabela 8 apresentamos os resultados das variaveis sociodemogréficas sexo e idade.

Estes resultados evidenciam uma elevada percentagem de doentes do sexo masculino
(88,4%). A média de idades era de 66,9 anos. A amplitude de variacdo etaria
compreende um minimo de 31 anos e um maximo de 89 anos. Cerca de 44% tinham

mais de 70 anos.

Tabela 8 - Caracterizacao sociodemogréfica (n = 147)

Variavel Categorias Frequéncias Frequéncias Estatisticas descritivas
) . da variavel absolutas relativas B
sociodemografica (contagens) (percentagens) da variavel
Sexo (género) 0 - Masculino 130 88,4 %
1 - Feminino 17 11,6 %

Média: 66,9 anos

Idade (em anos) 0-<70anos 83 56,4 % Mediana: 68 anos
1-0 70 ¢ 64 43,6 % Desvio padrao: 10,8

Min.-Méx.: 317 89 anos
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5.2 - Variaveis anatomopatolégicasnaibas el i ned

A caracterizacdo das varidveis anatomopatolégicas é feita na altura do tratamento

cirdrgico do tumor vesical (RTU-V) apés o diagnostico histopatolégico.

Na analise descritiva da variavel Adi ©me t,rcansiderammos o d&meairo do maior
tumor no caso de haver multiplos implantes. A média era de 3.27 centimetros, variando
entre um minimo de 1 centimetro e um maximo de 8 centimetros. Em cerca de 65% dos

casos a dimenséo do tumor era igual ou superior a 3 centimetros (tabela 9).

Na caracterizacao do estadio T, segundo a classificacdo da AJCC/TNM (American Join
Committee of Cancer/Tumor-Node-Metastasis), revisao de 2016, o predominio foi dos
tumores sem invasao da lamina propria (Ta). SO cerca de 25% dos tumores

encontravam-se no estadio T1 como apresentado na tabela 9.

Relativamente ao grau histolégico dos tumores, de acordo com a classificacdo da OMS
2004/2016, o diagnostico histoloégico em cerca de dois tercos dos doentes foi o tumor
de baixo grau (64,6%). Em cerca de 35% dos casos, o diagndéstico histologico foi de

tumor de alto grau (tabela 9).

Tabela 9 - Variaveis anatomopatolégicas (n=147)

Variavel Categorias da Frequéncias Frequéncias Estatisticas descritivas
absolutas relativas
(contagens) | (percentagens)

anatomopatolégica variavel da variavel

Média: 3,27 cm
Diametro tumoral | 0-<3cm 51 34,7 % Mediana: 3 cm
(em centimetros) 1-0 3 ¢cm 96 65,3 % Desvio padréo: 1,56
Min.- Max.: 17 8 cm

Estaddio T 0-Ta 110 74,8 %
(AJCC/TNM, 1-T1 37 25,2 %
2016)

Grau histolégico | 07 Baixo grau 95 64,6 %
(OMS, 2004/2016) 17 Alto grau 52 35,4 %

Quando consideramos os tumores no estadio Ta, cerca de 86% séo tumores de baixo
grau. Todos os tumores no estadio T1 sdo tumores de alto grau, representando cerca

de 71% do total de tumores de alto grau nos doentes em estudo.
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Na tabela 10 encontra representada a combinacao do estadio T (AJCC/TNM, 2016) com
o grau histologico (OMS 2004/2016).

Tabela 10 - Estadio e Grau do Tumor (n=147)

Grau
Baixo Grau Alto Grau Total
Ta Contagem 95 15 110
% em Estadio 86,4% 13,6% 100%
Estadio % em Grau 100% 28,8% 74,8%
T1 Contagem 0 37 37
% em Estadio 0.0% 100% 100%
% em Grau 0.0% 71,2% 25,2%
Total Contagem 95 52 147
% em Estadio 64,6% 35,4% 100%
% em Grau 100% 100% 100%

5.3 - Expresséao dos biomarcadores

Na caracterizacdo dos resultados obtidos da expressdo dos biomarcadores com
expressao quantitativa, isto é, cujos resultados sdo expressos em percentagem de

células com imunomarcagéo nuclear.

A utilizacdo dumvalordecutoff Aidi f er ent ed para cada uasedos bior
em crit®rios do metabolismo cel ul arpermiteda sua e

andlise das variaveis quantitativas como variaveis categoricas.

A expressdo de Ki-67, um marcador de proliferacdo celular, esta aumentada ( O 2 0 %)
em 15% dos casos. Uma relacdo semelhante é encontrada para o p53, com uma

express«o aumentada (O 20%) em 16% dos casos.

A express«o da ciclina D1 est§8 aumentada (O 25

semelhante se verifica para a ciclina D3, expressao aumentada em 6% dos casos.

A expressdo de p21 sugere um padréo diferente com expressdo aumentada ( O 5ef)
cercade6 8% dos casos. O p27 apresenta uma expressc«

de 50% dos casos.
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Na tabela 11 estdo resumidos os resultados da expressao quantitativa da marcacao

nuclear dos biomarcadores do ciclo celular.

Tabela 11 - Expresséao nuclear dos biomarcadores do ciclo celular (n=147)

Variavel Categorias Frequéncias Frequéncias Estatisticas descritivas
(cutoff) da variavel absolutas relativas da variavel continua
(contagens) (percentagens)
Média: 7,95
Ki67 0-<20% 125 85,0 % Mediana: 3,67
(20%) 1-020% 22 15,0 % Desvio padrdo: 11
Min.-Méax.: 0 - 50,6
Média: 10,3
p53 0-<20% 123 83,7 % Mediana: 3,55
(20%) 1-0 20% 24 16,3 % Desvio padréo: 18,8
Min.-Max.: 07 92,0
Média: 16,2
p21Wwafl 0-<5% 47 32,0 % Mediana: 12,0
(5%) 1-05% 100 68,0 % Desvio padrdo: 17,2
Min.-Méx.: 01 78,9
Média: 29,8
p27Kipl 0-<25% 68 46,3 % Mediana: 28,0
(25%) 1-0 25% 79 53,7 % Desvio padrao: 22,3
Min.-Max.: 07 92,5
Média: 11,1
Ciclina D1 0-<25% 132 90,0 % Mediana: 7,0
(25%) 1-0 25% 15 10,0 % Desvio padrio: 12,4
Min.-Max.: 07 77,8
Média: 9,25
Ciclina D3 0-<25% 138 93,9 % Mediana: 5,55
(25%) 1-0 25% 9 6,1 % Desvio padr&o: 15,3
Min.-Méax.: 07 90,0

Na tabela 12 apresentam-se os resultados da expressdo dos biomarcadores e
citoplasméaticos e da membrana celular. A imunomarcagdo das células é expressa
primariamente numa escala semi-quantitativa quem contempla também o resultado de
padrdes de imunomarcacgdo, resultando finalmente numa varidvel binaria i c o m

exXpr eosksoedm exX press«oo

Considerando os biomarcadores reguladores da apoptose, observamos que cerca de
60% dos tumores analisados ndo expressam Bax, huma percentagem complementar

40% nao tém expressao de Bcl-2 e a caspase 3 tem expressao em cerca de 50% dos
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casos. Verificamos uma elevada percentagem dos tumores, cerca de 70%, expressam
o ErbB-2.

Tabela 12 7 Expressao citoplasmatica/membranar dos biomarcadores (n=147)

Variavel . ” Frequéncias absolutas Freqguéncias relativas
N Categorias da variavel
Aibi omar c (contagens) (percentagens)
Bax 07 Sem expressao 89 60,5 %
17 Com expressao 58 395%
Bcl-2 01 Sem expressdo 60 40,8 %
17 Com expressao 87 59,2 %
Caspase-3 07 Sem expressao 71 48,3 %
17 Com expressao 76 51,7 %
EmB2 | 11 Gom expresetd 43 29,3 %
P 104 70,7 %
CD44 07 Sem expressao 107 72,8 %
17 Com expressao 40 27,7 %
T =1 0,

CK 5/6 0 .|. Sem expresszilo 121 82,3 %
17 Com expressao 26 17,7 %
CK 20 07 Sem expressao 109 74,1 %
17 Com expressao 38 25,9 %
Fendtino 07 Nulo 89 60,5 %
Molecuﬁ’ar 17 Misto 6 4,1 %
27 Basal 20 13,6 %
37 Luminal 32 21,8 %

Dos biomarcadores relacionados com a diferenciacado celular, 0 CD44 sé é expresso por
cerca de um quarto dos tumores analisados, a CK5/6 tem expressdo em cerca de 18%

dos tumores e CK20 é expressa em 26% dos tumores analisados.

Em relagéo ao fendtipo molecular, uma varidvel que resulta da expressédo combinada
da CK 5/6 e CK20, cerca de 60% dos tumores exibem o fenétipo nulo, 4% exibem o

fendtipo misto, 13,6% exibem o fendtipo basal e 22% exibem o fendtipo luminal.

5.4 - Analises descritiva das variaveis dependentes

De seguida analisamos as variaveis dependentes: recorréncia, progressao e morte

especifica pela doencga.
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5.4.1 - Recorréncia Tumoral

A recorréncia tumoral que foi definida como o diagnéstico de um novo tumor vesical,
confirmado por ans8lise anatomopatol -gica, N«o
tumor anteriormente tratado, num doente com um periodo minimo de trés meses livre

de doenga, controlado por cistoscopia e citologia.

Na tabela 13 apresentam-se os resultados da analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier

para a recorréncia da doenca.

Tabela 13 - Andlise de Kaplan-Meier para a recorréncia tumoral

Doentes em risco Proporc¢éo de Proporgéo de incidéncia
Tempo (meses) sobrevivéncia cumulativa
cumulativa

6 144 0,986 0,014
12 120 0,826 0,174
18 100 0,717 0,283
24 86 0,624 0,376
30 76 0,551 0,449
36 74 0,544 0,456
42 72 0,529 0,471
48 69 0,522 0,478
54 68 0,514 0,486
60 63 0,507 0,493
66 47 0,482 0,518
72 40 0,482 0,518
78 30 0,482 0,518
84 29 0,482 0,518
90 20 0,482 0,518
96 15 0,482 0,518
102 15 0,482 0,518
108 10 0,482 0,518
114 4 0,482 0,518
120 0 0,482 0,518

Estes resultados mostram-nos que a recorréncia tumoral, avaliada pela anélise de
Kaplan-Meier, tem uma proporgédo de incidéncia cumulativa de 50%. Apos 0s 66 meses

nao se registaram casos de recorréncia da doenca.

O tempo de sobrevivéncia mediano a recorréncia foi de 61,0 meses.
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Na figura 19 esta representada a curva de sobrevivéncia a recorréncia tumoral.
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Figura 19 - Curva de sobrevivéncia dos doentes face a recorréncia da doenga

5.4.2 - Progressédo tumoral

A progressao da doenca foi definida como a existéncia de uma recorréncia tumoral na
bexiga cuja andlise anatopatoldgica revele a presenca de infiltragcdo da muscular prépria
(>T1) ou 0 aumento do grau histolégico do tumor. Também se considera progresséo se
s«0 diagnost i c adda sovoa dxersiq gahgiioass dafidoenca) ou a

presenca de metastases noutros érgéos, com confirmacéo histolégica de tumor urotelial.

No nosso estudo, a proporcdo de incidéncia cumulativa de progressao foi de cerca de
20%. Nos casos em que registamos progressao da doencga, esta ocorreu sempre antes

dos 60 meses (tabela 14).

Como se pode observar na Figura 20, a curva de sobrevivéncia a progressao apresenta
uma descida pouco acentuada, nunca ultrapassando os 50%, assim, ndo se define

tempo mediano de sobrevivéncia.
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Tabela 14 - Anélise de Kaplan-Meier para a Progresséo da doenga

Tempo Doentes em risco Proporgéo de Proporgéo de
(meses) sobrevivéncia cumulativa incidéncia cumulativa

6 146 1,000 0,000
12 141 0,972 0,028
18 136 0,966 0,034
24 130 0,937 0,063
30 127 0,923 0,077
36 119 0,872 0,128
42 113 0,850 0,150
48 108 0,834 0,166
54 105 0,819 0,181
60 99 0,803 0,197
66 85 0,803 0,197
72 73 0,803 0,197
78 60 0,803 0,197
84 55 0,803 0,197
90 42 0,803 0,197
96 29 0,803 0,197
102 26 0,803 0,197
108 19 0,803 0,197
114 7 0,803 0,197
120 0 0,803 0,197
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Figura 20 - Curva de sobrevivéncia dos doentes face a progresséo da doenca
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5.4.3 - Morte especifica da doenca

No nosso estudo, através da analise de Kaplan-Meier, a taxa de incidéncia cumulativa

de morte especifica aos 120 meses foi de cerca de 16 %.

Tabela 15 - Andlise de Kaplan-Meier para a morte especifica pela doenca

Tempo ) Propor¢éo de sobrevivéncia Proporc¢éo de
(meses) Doentes em risco cumulativa incidéncia cumulativa

6 146 1,000 0,000
12 145 1,000 0,000
18 137 0,972 0,028
24 133 0,965 0,035
30 132 0,958 0,042
36 128 0,943 0,057
42 125 0,943 0,057
48 117 0,905 0,085
54 114 0,890 0,110
60 109 0,882 0,118
66 93 0,865 0,135
72 79 0,855 0,145
78 66 0,855 0,145
84 60 0,842 0,158
90 44 0,842 0,158
96 31 0,842 0,158
102 28 0,842 0,158
108 21 0,842 0,158
114 7 0,842 0,158
120 0 0,842 0,158

Como se pode observar na figura 21, a curva de incidéncia cumulativa da morte
especifica pela doenca objetiva uma descida pouco acentuada, néo atingindo os 50% e

como tal ndo existe tempo mediano de sobrevivéncia.

Apos os 84 meses ndo se registaram 6bitos tendo como causa a doenca neoplésica da

bexiga.
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Figura 21 - Curva de sobrevivéncia dos doentes face a morte especifica da doenca

Atendendo ao facto de que a morte especifica pela doencga ocorre por progressao da
doenca, verificamos que durante o periodo de observacdo (120 meses), em 80% dos

doentes em que ocorreu a progressdo da doencga, esta acabou por causar a morte.
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5.5 - Analise dos fatores de progndstico nos resultados da recorréncia tumoral

Neste capitulo apresentamos os resultados da andlise das variaveis progndstico face
ao tempo até a recorréncia tumoral. Utilizaremos a analise de sobrevivéncia de Kaplan-
Meier e a analise de regressao de Cox para determinar o hazard ratio relativamente ao
grupo comparador. Consideraremos também o tempo mediano de sobrevivéncia a
recorréncia como um fator discriminativo. As taxas de incidéncia ou sobrevivéncia

cumulativas comentadas sdo aos 120 meses.

Iniciaremos a nossa analise pelas variaveis sociodemograficas seguidas das variaveis

histopatoldgicas e finalmente pelos biomarcadores moleculares.

No final do capitulo apresentamos o resumo dos resultados relevantes com a indicagéo
das variaveis que se revelaram estatisticamente significativas para p <0,05 e as

variaveis que serdo integradas no modelo de analise de regresséo de Cox multivariavel.

5.5.1 - Andlise dos fatores de progndéstico sociodemograficos nos resultados da

recorréncia tumoral

5.5.1.1- Idade

Considerando os dois subgrupos de analise: doentes com idade inferior a 70 anos e
doentes com idade igual ou superior a 70 anos na altura do diagnéstico. O resultado da
analise de Kaplan-Meier da influéncia da idade no tempo até a recorréncia (tabela 16 e
figura 22), ndo mostra diferencas estatisticamente significativas (p=0.694) entre os
grupos comparativos.

No entanto, apesar de ndo ser estatisticamente significativa, observa-se uma diferenca
no tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para as duas categorias
consideradas, com um tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia de 45 meses para
0 grupo de doentes com idade inferior a 70 anos e de 61 meses para 0s doentes com
idade O 70 anos, parecendo inclusive observar-se, em termos descritivos, um efeito

protetor da idade face a recorréncia.
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Tabela 16 - Andlise de Kaplan-Meier da idade face a recorréncia

Idade < 70 anos (n=83)* Idade O 70 anos |
Tempo (meses)  Doentes Proporc¢éo de Proporcgéo Doentes = Proporcgédo de Proporc¢éo
emrisco = sobrevivéncia deincidéncia | emrisco @ sobrevivéncia @ de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 67 0,807 0,193 53 0,855 0,145
24 50 0,602 0,498 36 0,658 0,342
36 43 0,530 0,470 31 0,566 0,434
48 40 0,493 0,507 29 0,566 0,434
60 36 0,480 0,520 27 0.547 0,453
72 18 0,467 0,533 22 0,505 0,495
84 12 0,467 0,533 17 0,505 0,495
96 6 0,467 0,533 9 0,505 0,495
108 5 0,467 0,533 5 0,505 0,495
120 0 0,467 0,533 0 0,505 0,495
Tempo de
sobrevivéncia 45 meses 61 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,694
HR (Hazard Ratio) 0,911
IC (95%)** (0,570; 1,456)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacdo na analise de regressao de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confiangca a 95% para o HR

10+ IDADE
' g —= 70 anos
== 70 anos
t— < 70 anos-censuracdo
~—t—== 70 anos -censurado

0,58 ._IL
[
= L
B L
E al!
5 0,61 L_:_‘—H—l_
= iy L
e e et = = S it
“fly
=
-2 04
o
| =
L
o
o

0,2

0,0

T T T T T l T
o 20 40 &0 80 100 120
meses

Figura 22 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com idade < 70 anos versus doentes
com idade O 70 anos face © recorr®°ncia
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5.5.1.2 - Sexo

Na tabela 17 apresentamos os resultados da analise de sobrevivéncia (Kaplan-Meier)
para os dois géneros. Da andlise de Kaplan Meier da influéncia do sexo no tempo até a
recorréncia ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos comparativos (p=0,424).

Os resultados descritivos sugerem que a recorréncia tumoral € maior nas mulheres
(proporcdo de incidéncia cumulativa de 65% nas mulheres). Ndo se verificaram
diferencas nos tempos medianos de sobrevivéncia a recorréncia que foi de 61 meses

para ambos os sexos.

Apesar destes resultados ndo atingirem significado estatistico para p<0,05, o sentido
das diferencas é relevante do ponto de vista epidemiol6gico. Embora o CUB seja menos
frequente nas mulheres (no nosso estudo represente cerca de 11,5% dos doentes), a
propor¢cédo de incidéncia cumulativa de recorréncia observada foi maior nas mulheres

(65% versus 51% nos homens) (tabela 17 e figura 23).

Tabela 17 - Analise de Kaplan-Meier do sexo face a recorréncia

Masculino (n=130)* Feminino (n=17)
Tempo Doentes  Propor¢do de = Proporcdo de = Doentes Proporc¢éo de Proporcgéo
(meses) em risco | sobrevivéncia incidéncia emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 109 0,838 0,162 11 0,733 0,267
24 78 0,627 0,373 8 0,600 0,400
36 67 0,547 0,453 7 0,525 0,475
48 67 0,522 0,478 7 0,525 0,475
60 57 0,505 0,495 6 0.525 0,475
72 36 0,496 0,514 4 0,350 0,650
84 27 0,496 0,514 2 0,350 0,650
96 15 0,496 0,514 0 0,350 0,650
108 10 0,496 0,514 0 0,350 0,650
120 0 0,496 0,514 0 0,350 0,650
Tempo de
sobrevivéncia 61 meses 61 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,424
HR (Hazard Ratio) 1,324
IC (95%)** (0,659; 2,661)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 23 - Comparagdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do sexo masculino versus doentes do
sexo feminino face & recorréncia

5.5.2 - Analise dos fatores de prognéstico clinico-patolégicos nos resultados da
recorréncia tumoral

5.5.2.1 - Diametro tumoral

Consideramos duas categorias na analise: doentes com tumor inferior a 3 centimetros
e doentes com tumor maior ou igual a 3 centimetros. Da andlise de Kaplan Meier sobre
a influéncia da dimenséo do tumor vesical observado no tempo até a recorréncia (tabela
18), encontramos diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
comparativos. A categoria de doentesn os quai s se verificou
3 cm apresenta inferior sobrevivéncia com uma propor¢ao de incidéncia cumulativa de
recorréncia da doenca de 60% enquanto o subgrupo de doentes com tumor < 3 cm
apresenta uma taxa de incidéncia cumulativa de 40% [p=0,034, hazard ratio de 1,72, IC
95% (1,031; 2,994)].

O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia foi de 26 meses para 0s doentes com
t umor v e sm. Paalo subgripo de doente com tumor < 3 cm, a proporgéo de
incidéncia cumulativa de recorréncia néo atinge os 50% e como tal ndo existe tempo

mediano de sobrevivéncia.
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Tabela 18 - Andlise de Kaplan-Meier do didametro tumoral face a recorréncia

Tumor < 3 cm (n=51)*

Tumor O =8)cm (n

Tempo Doentes Propor¢éo de Propor¢éo Doentes Proporgéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia em risco sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 43 0,843 0,157 77 0,819 0,181
24 38 0,745 0,255 48 0,556 0,444
36 33 0,667 0,333 41 0,475 0,525
48 32 0,667 0,333 37 0,440 0,560
60 28 0,624 0,576 35 0.440 0,560
72 17 0,602 0,398 23 0,413 0,587
84 12 0,602 0,398 17 0,413 0,587
96 5 0,602 0,398 10 0,413 0,587
108 5 0,602 0,398 7 0,413 0,587
120 0 0,602 0,398 0 0,413 0,587
Tempo de
sobrevivéncia . 00 - 26 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,034
HR (Hazard Ratio) 1,727

IC (95%)**

(1,031; 2,994)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 24 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.

Sobrevivéncia cumulativa

1,0

0,47

0,2

0,0

Didmetro do tumor

— =3 cm

== 3 cm

t—= 3 cm-censurado
—t—== 3 cm-censurado

l_LII
+—3
L Yttt At
_L
L, -
HA e
T T T T T T
1] 20 40 60 80 100 120
meses

Figura 24 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia considerando

a dimensao tumoral
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5.4.2.2 - Estadio

Em relacdo ao estadio, as categorias consideradas sédo: doentes com Ta e os doentes

com T1 que se analisam em rela¢do a recorréncia tumoral.

Da andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia do estadio (Ta, T1), observado no tempo
até a recorréncia (tabela 19), o resultado evidencia diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos comparativos. Os doentes com T1 apresentam propor¢cao
de incidéncia cumulativa de recorréncia da doenca de 68% enquanto os doentes com
Ta apresentam uma propor¢ao de incidéncia cumulativa de 47% [p=0,006, hazard ratio
de 1,94, IC 95% (1,189; 3,165)].

O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia foi de 21 meses para os doentes com
tumor no estadio T1. Para os doentes com Ta, a proporcéo de incidéncia cumulativa de

recorréncia ndo atinge os 50% e como tal ndo existe tempo mediano de sobrevivéncia.

Tabela 19 -Andlise de Kaplan-Meier do Estadio face a recorréncia

Ta (n=110)* T1 (n=37)
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporgéo Doentes = Proporgéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia deincidéncia | emrisco sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 95 0,872 0,128 25 0,696 0,504
24 70 0,675 0,525 16 0,466 0,534
36 61 0,598 0,412 13 0,379 0,621
48 57 0,579 0,421 12 0,350 0,650
60 51 0,558 0,442 12 0.350 0,650
72 32 0,535 0,465 8 0.321 0,679
84 24 0,535 0,465 5 0.321 0,679
96 13 0,535 0,465 2 0.321 0,679
108 10 0,535 0,465 0 0.321 0,679
120 0 0,535 0,465 0 0.321 0,679
Tempo de
sobrevivéncia 00000 - 21 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,006
HR (Hazard Ratio) 1,940
IC (95%)** (1,189; 3,165)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR
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A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 25 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.
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Figura 25 - Comparacao entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com estadio Ta versus T1 face a
recorréncia

5.5.2.3 - Grau do Tumor

Consideramos duas categorias para analise relativamente ao grau do tumor: tumor de

baixo grau e tumor de alto grau.

Da andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia do grau histolégico observada no tempo
até a recorréncia (tabela 20), verificamos a existéncia de diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos comparativos.

Os doentes com tumor de alto grau apresentam uma propor¢ao de incidéncia cumulativa
de recorréncia de 71% enquanto os doentes com tumor de baixo grau apresentam uma
proporcdo de incidéncia cumulativa de 42% [p<0,001, hazard ratio de 2,38, IC 95%
(1,502; 3,777)].

O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia foi de 22 meses para os doentes com
tumor de alto grau. Para os doentes com tumor de baixo grau, a incidéncia cumulativa
de recorréncia ndo atinge os 50% e como tal ndo existe tempo mediano de

sobrevivéncia.
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Tabela 20 - Andlise de Kaplan-Meier do grau histologico relativamente a recorréncia

Baixo Grau (n=95)* Alto Grau (n=52)
Tempo (meses) = Doentes = Proporcdo de = Proporcdo de  Doentes Proporcgéo de Proporc¢éo
emrisco = sobrevivéncia incidéncia emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 86 0,915 0,085 34 0,667 0,333
24 63 0,699 0,301 23 0,485 0,515
36 57 0,644 0,356 17 0,359 0,641
48 53 0,621 0,379 17 0,337 0,663
60 48 0,609 0,391 15 0.316 0,684
72 30 0,583 0,417 10 0.295 0,705
84 22 0,583 0,417 7 0.295 0,705
96 13 0,583 0,417 1 0.295 0,705
108 10 0,583 0,417 0 0.295 0,705
120 0 0,583 0,417 0 0.295 0,705
Tempo de
sobrevivéncia - 22 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) <0,001
HR (Hazard Ratio) 2,382
IC (95%)** (1,502; 3,777)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacao na andlise de regressao de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 26 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.
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Figura 26 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com tumores de alto grau versus
doentes com tumor de baixo grau histoldgico relativamente a recorréncia
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5.5.3 - Analise da expressdo dos biomarcadores moleculares nos resultados da

recorréncia tumoral

5.5.3.1 - Ki-67

Analisa-se a expressao do Ki-67, tendo em conta as duas categorias consideradas,
utilizando o valor de cutoff de 20%, verificamos que cerca de 85% dos doentes

apresentam uma expressao do biomarcador < 20%.

Da analise de Kaplan Meier sobre a influéncia da expressédo de Ki-67 observada no
tempo até a recorréncia (tabela 21, figura 27), verificamos a existéncia de diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos comparativos.

Os doentes com expressdo de Ki-6 7 O 20% (n= 22) prapprcde deent am un
incidéncia cumulativa de recorréncia da doenca de 65% enquanto os doentes com

expressao de Ki-67 < 20% (n= 125) apresentam uma proporcdo de incidéncia

cumulativa de 49,5% [p=0,03, hazard ratio de 1,88, IC 95% (1,047; 3,367)].

Tabela 21 - Andlise de Kaplan-Meier da expressédo do Ki-67 relativamente a recorréncia

Ki-67 Ki-67
Expresséo < 20% (n=125)* Expressdo 020% (n= 22)
Tempo Doentes Proporgéo de Proporcéo Doentes Proporgéo de Proporgéo
(meses) emrisco  sobrevivéncia @ deincidéncia | emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 107 0,870 0,130 13 0,591 0,409
24 78 0,663 0,337 8 0,404 0,594
36 66 0,570 0,430 8 0,404 0,594
48 62 0,553 0,447 7 0,354 0,646
60 56 0,535 0,465 7 0,354 0,646
72 36 0,505 0,495 4 0,354 0,646
84 26 0,505 0,495 4 0,354 0,646
96 14 0,505 0,495 1 0,354 0,646
108 10 0,505 0,495 0 0,354 0,646
120 0 0,505 0,495 0 0,354 0,646
Tempo de
sobrevivéncia A - 18 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,030
HR (Hazard Ratio) 1,877
IC (95%)** (1,047, 3,367)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacgdo na analise de regressao de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia foi de 18 meses para 0s doentes com
expressdodeKi-6 7 O 20%. Para os do epresséosde Ki-67ra2Q%u mor C U j
(n= 125) ndo existe tempo mediano de sobrevivéncia uma vez que a proporcao de

sobrevivéncia cumulativa a recorréncia foi de 519%.
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Figura 27 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia considerando a
expressao de Ki-67

5.5.3.2 - p53

Analisa-se a expressdo de p53 considerando as duas categorias resultantes da
aplicacdo do cutoff de 20%: os doentes com tumores com expressao de p53 < 20% e

os doentes cujas células tumorais expressam o p53 acima dos 20%.

Da andlise de Kaplan Meier da influéncia da expressdo de p53 no tempo até a
recorréncia (tabela 22 e figura 28), ndo se encontraram diferencas estatisticamente

significativas (p=0,470) entre 0s grupos comparativos.

No entanto, em termos descritivos, refira-se que o tempo mediano de sobrevivéncia a
recorréncia para o grupo com expressdodep 53 O 2 0 %oi ded2mege4 @ de 63

meses para 0 grupo com expressao p53 < 20% (n=123).
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Tabela 22 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao do p53 relativamente a recorréncia

p53 p53
Expresséo < 20% (n=123)* Express«o O 20%
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporc¢éo Doentes Proporc¢éo de Proporc¢éo
(meses) emrisco  sobrevivéncia @ deincidéncia | emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 101 0,835 0,165 19 0,792 0,218
24 73 0,640 0,360 13 0,542 0,458
36 61 0,544 0,456 13 0,542 0,458
48 57 0,526 0,474 12 0,500 0,500
60 62 0,517 0,493 11 0.458 0,542
72 32 0,496 0,514 8 0.417 0,583
84 23 0,496 0,514 6 0.417 0,583
96 12 0,496 0,514 3 0.417 0,583
108 8 0,496 0,514 2 0.417 0,583
120 0 0,496 0,514 0 0.417 0,583
Tempo de
sobrevivéncia 63 meses 42 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,470
HR (Hazard Ratio) 1,237
IC (95%)** (0,690; 2,215)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 28 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progressao considerando
a expressao de p53
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5.5.3.3- p21

A expressdo de p21 nas células tumorais leva-nos a considerar dois grupos de analise
utilizando o valor de cutoff de 5% referido na literatura: os doentes com tumores com
expressao de p2l1 < 5% e os doentes cujas células tumorais expressam o0 p21 acima
dos 5%.

Da andlise de Kaplan Meier da influéncia da expressdo do p21l no tempo até a
recorréncia (tabela 23), ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas

(p=0,927) entre os grupos comparativos.

O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para o grupo com expressao de p21
O5% (n= 100) foi de 61 meses. Para 0 grupo com expresséo p21 < 5% (n=47) o tempo

mediano de sobrevivéncia a recorréncia foi de 50 meses.

Tabela 23 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao do p21 relativamente a recorréncia

p21 p21
Expressdo < 5% (n=47)* Express«o O 5% (
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporcéo de Doentes = Proporgéo de Proporgéo
(meses) emrisco  sobrevivéncia incidéncia emrisco = sobrevivéncia | de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 39 0,849 0,151 81 0,818 0,182
24 31 0,717 0,283 55 0,580 0,420
36 22 0,532 0,468 52 0,549 0,451
48 19 0,508 0,492 50 0,528 0,572
60 17 0.481 0,519 46 0,517 0,483
72 11 0.481 0,519 29 0,482 0,518
84 7 0.481 0,519 22 0,482 0,518
96 3 0.481 0,519 12 0,482 0,518
108 2 0.481 0,519 8 0,482 0,518
120 0 0.481 0,519 0 0,482 0,518
Tempo de
sobrevivéncia 50 meses 61 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,921
HR (Hazard Ratio) 1,025
IC (95%)** (0,625; 1,681)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacao na analise de regressao de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

A observacdo das curvas de sobrevivéncia a recorréncia nas duas categorias
considerada relativamente a expressdo de p2l (figura 29) evidencia uma quase

sobreposicéo das curvas.
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Figura 29 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia a recorréncia relativamente a expressao de p21

5.5.3.4- p27

Analisa-se o p27 considerando dois grupos relativamente a expressédo do biomarcador
nas células tumorais utilizando o valor de cutoff referido na literatura (25%): os doentes
com tumores com expressdo de p27 < 25% e os doentes cujas células tumorais

expressam o p27 acima dos 25%.

Da andlise de Kaplan Meier da influéncia da expressdo do p27 no tempo até a
recorréncia (tabela 24), ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas

(p=0,883) entre os grupos comparativos.

Observamos, no entanto, em termos descritivos, diferenca no tempo mediano de
sobrevivéncia a recorréncia. Paraogr upo com express«o de
61 meses, enquanto para 0 grupo com expressao p27 < 25% (n=68) o tempo mediano

de sobrevivéncia a recorréncia foi de 50 meses.

A observacdo das curvas de sobrevivéncia a recorréncia relativamente a expressao de
p27 (figura 30) evidencia uma quase sobreposicdo das curvas nas duas categorias

consideradas.
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Tabela 24 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao do p27 relativamente a recorréncia

p27 p27
Expresséo < 25% (n=68)* Express«o O 25%
Tempo Doentes = Proporgéo de Proporgéo Doentes = Proporgéo de Propor¢éo
(meses) emrisco  sobrevivéncia deincidéncia = emrisco = sobrevivéncia @ de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 54 0,806 0,194 66 0,846 0,154
24 40 0,612 0,388 46 0,634 0,366
36 33 0,520 0,480 41 0,565 0,435
48 31 0,505 0,495 38 0,537 0,463
60 27 0.488 0,512 36 0,523 0,477
72 23 0.488 0,512 23 0,478 0,522
84 18 0.488 0,512 22 0,478 0,522
96 7 0.488 0,512 12 0,478 0,522
108 6 0.488 0,512 8 0,478 0,522
120 0 0.488 0,512 0 0,478 0,522
Tempo de
sobrevivénci 50 meses 61 meses
a mediano
Valor de p (Log Rank) 0,883
HR (Hazard Ratio) 0,966

IC (95%)**

(0,610; 1,531)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 30 - Comparagdo entre curvas de sobrevivéncia a recorréncia relativamente a expressao de p27
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5.5.3.5- CiclinaD1

Consideramos dois grupos de analise na expresséo da ciclina D1 nas células tumorais
utilizando o valor de cutoff de 25%: os doentes com tumores com expressao de ciclina

D1 < 25% e os doentes cujas células tumorais expressam a ciclina D1 acima dos 25%.

Da analise de Kaplan Meier sobre a influéncia da expresséo da ciclina D1 observada no
tempo até a recorréncia (tabela 25 e figura 31), verificamos a existéncia de diferencas

estatisticamente significativas entre 0s grupos comparativos.

Assim,ogrupoded oent es com express«o dapresantasiimaa D10 2°¢
propor¢cdo de incidéncia cumulativa de recorréncia da doenca de 80% enquanto no

grupo em que a expressdo de ciclina D1 < 25% (n=132) a proporcdo de incidéncia

cumulativa de recorréncia € de 48,5% [p=0,008, hazard ratio de 2,24, IC 95% (1,202;

4,172)].

Estes resultados sugerem que uma express«o da pelaxdélulasa D10 2
tumorais é um fator de risco para a recorréncia do CUBNMI, com uma magnitude de 2,2

vezes.

Tabela 25 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao do Ciclina D1 relativamente a recorréncia

Ciclina D1 Ciclina D1
Expresséo < 25% (n=132)* Express«o O 25%
Tempo Doentes Proporgéo de Propor¢éo de | Doentes Proporgéo de Proporgéo
(meses) em risco sobrevivéncia incidéncia emrisco | sobrevivéncia | de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 109 0,839 0,161 11 0,733 0,267
24 80 0,650 0,350 6 0,400 0,600
36 70 0,577 0,423 3 0,267 0,733
48 66 0,560 0,440 4 0,200 0,800
60 60 0.543 0,457 3 0,200 0,800
72 37 0.515 0.485 3 0,200 0,800
84 27 0.515 0.485 3 0,200 0,800
96 14 0.515 0.485 1 0,200 0,800
108 9 0.515 0.485 1 0,200 0,800
120 0 0.515 0.485 0 0,200 0,800
Tempo de
sobrevivéncia 0 - 18 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,008
HR (Hazard Ratio) 2,240
IC (95%)** (1,202; 4,172)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR
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O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para os doentes com expressao da
ciclina D10 25% foi de 18 meuseldiva a recogéndiav a d e
para o grupo com expressao da ciclina D1 < 25% apresenta uma descida lenta que néo

atinge os 50% e como tal ndo existe tempo mediano de sobrevivéncia.
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Figura 31 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia considerando
a expressédo da ciclina D1

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 24 evidencia o resultado
estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.

5.5.3.6 - Ciclina D3

Na analise da expresséao da ciclina D3 consideramos dois grupos utilizando o valor de
cutoff de 25%: os doentes com tumores com expressdo de ciclina D3 < 25% e os

doentes cujas células tumorais com expressdo dacicinaD3 O .25 %

Da andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia da expresséo da ciclina D3 no tempo até
a recorréncia (tabela 26 e figura 32) concluimos que nao se verificam diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos comparativos (p=0,229).
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Tabela 26 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao do Ciclina D3 relativamente a recorréncia

Ciclina D3 Ciclina D3
Expresséo < 25% (n=138)* Express«o O 25%
Tempo Doentes = Proporgéo de Propor¢éo Doentes Proporgéo de Proporgéo de
(meses) emrisco = sobrevivéncia | de incidéncia | em risco sobrevivéncia incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 115 0,846 0,154 5 0,556 0,444
24 83 0,637 0,363 3 0,417 0,583
36 71 0,552 0,448 3 0,417 0,583
48 66 0,529 0,471 3 0,417 0,583
60 60 0.513 0,487 3 0,417 0,583
72 35 0.486 0,514 2 0,417 0,583
84 28 0.486 0,514 1 0,417 0,583
96 14 0.486 0,514 1 0,417 0,583
108 9 0.486 0,514 1 0,417 0,583
120 0 0.486 0,514 0 0,417 0,583
Tempo de
sobrevivéncia 61 meses 21 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,299
HR (Hazard Ratio) 1,603

IC (95%)**

(0,646; 3,679)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacdo na analise de regressdo de Cox
**|C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia foi de 21 meses para 0s doentes com

eXpress«o

d a 25% (©=D)ie @ 61 n8sesPara o grupo de doentes com

expressao da ciclina D3 < 25%.
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Figura 32 - Comparacgéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia considerando a
expressao da ciclina D3.
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55.3.7 - Bax

Analisa-se a expressao de Bax nas células tumorais considerando dois grupos: com

expressao do biomarcador e sem expressao do biomarcador (tabela 27 e figura 33).

Considerando a influéncia da expressao do Bax no tempo até a recorréncia, concluimos,
através da analise de Kaplan Meier, ndo existirem diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos comparativos (p=0,060), embora seja possivel considerar

um nivel de tendéncia de significado estatistico (p<0,10).

No entanto, apesar dos resultados ndo atingirem significado estatistico para p<0,05, em
termos meramente descritivos, os resultados sugerem que, para o grupo de doentes
sem expressao de Bax (n=89), a incidéncia cumulativa de recorréncia é maior que para

os doentes com expressao de Bax (n=58), respetivamente 58% e 43%.

Tabela 27 - Andlise de Kaplan-Meier da expressdo de Bax relativamente a recorréncia

Bax Bax
Sem expressao (n= 89)* Com expressao (n=58)
Tempo Doentes Proporcdo de = Proporcdo de | Doentes = Proporcédo de Proporgéo de
(meses) emrisco = sobrevivéncia incidéncia emrisco  sobrevivéncia incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 70 0,805 0,195 50 0,862 0,138
24 47 0,572 0,428 29 0,702 0,298
36 42 0,511 0,489 32 0,594 0,406
48 38 0,487 0,513 31 0,575 0,425
60 34 0.418 0,582 29 0,575 0,425
72 19 0.418 0,582 21 0,575 0,425
84 12 0.418 0,582 17 0,575 0,425
96 5 0.418 0,582 10 0,575 0,425
108 2 0.418 0,582 8 0,575 0,425
120 0 0.418 0,582 0 0,575 0,425
Tempo de
sobrevivéncia 38meses e
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,060
HR (Hazard Ratio) 0,531
IC (95%)** (0,387; 1,029)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacdo na analise de regressao de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 33 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia considerando a
expressao de Bax.

O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para o grupo sem expressao de Bax
foi de 38 meses. Para o grupo com expressao de Bax, a curva de sobrevivéncia a
recorréncia nao ultrapassa os 50% e como tal ndo se define tempo mediano de

sobrevivéncia.

Estes resultados sugerem algum efeito protetor de expressao de Bax relativamente a

recorréncia.

5.5.3.8 - Bcl-2

Analisa-se a expressao do Bcl-2 nas células tumorais considerando dois grupos: com

expressao de Bcl-2 e sem expressédo do biomarcador.

Considerando o resultado da anélise de Kaplan-Meier (tabela 28 e gréfico da figura 34)
nao encontramos diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos

comparativos (p=0,13).

O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para o grupo sem expressao do
biomarcador foi de 42 meses. Para o grupo com expressao do biomarcador, a curva de
sobrevivéncia a recorréncia tem uma descida menos acentuada, sem atingir os 50% e

como tal ndo se define tempo mediano de sobrevivéncia.
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Tabela 28 1 Andlise de Kaplan-Meier da expresséo de Bcl-2 relativamente a recorréncia

Bcl-2 Bcl-2
Sem expresséo (n= 60)* Com expresséo (n=87)
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporcgéo Doentes Proporc¢éo de Proporc¢éo
(meses) emrisco = sobrevivéncia deincidéncia | emrisco  sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 45 0,776 0,224 75 0,862 0,138
24 30 0,546 0,454 56 0,675 0,325
36 27 0,509 0,491 47 0,567 0,433
48 25 0,490 0,510 44 0,543 0,457
60 22 0.451 0,549 41 0,543 0,457
72 12 0.408 0,592 28 0,529 0,471
84 8 0.408 0,592 20 0,529 0,471
96 5 0.408 0,592 10 0,529 0,471
108 2 0.408 0,592 8 0,529 0,471
120 0 0.408 0,592 0 0,529 0,471
Tempo de
sobrevivéncia 42 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,128
HR (Hazard Ratio) 0,702
IC (95%)** (0,443; 1,115)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 34 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia considerando a
expressao de Bcl-2.

No entanto, apesar dos resultados n&o atingiram significado estatistico para p<0,05, em
termos meramente descritivos, os resultado mostram que a propor¢ao de incidéncia

cumulativa de recorréncia € maior para o grupo de doentes sem expressao de Bcl-2
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(n=60) do que para os doentes com expressao de Bcl-2 (n=87), com valores

respetivamente de 60% e 47%.

5.5.3.9 - Caspase 3

Relativamente a expressdo da caspase 3 nas células tumorais, consideramos dois

grupos: com expressao do biomarcador ou sem expressao do biomarcador.

O resultado da influéncia da expresséo da Caspase 3 no tempo até a recorréncia (tabela
29 e figura 35), obtida através da analise de Kaplan Meier, ndo mostra diferencas

estatisticamente significativas (p=0,79) entre 0s grupos comparativos.

Tabela 29 - Analise de Kaplan-Meier da expressdo das caspases relativamente a recorréncia

Caspase 3 Caspase 3
Sem expressdo (n= 71)* Com expresséo (n=76)
Tempo Doentes = Proporcdo de @ Proporcdo de Doentes @ Proporcao de Proporgéo
(meses) emrisco  sobrevivéncia incidéncia emrisco @ sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 59 0,844 0,156 61 0,813 0,187
24 42 0,653 0,347 44 0,598 0,402
36 35 0,544 0,456 39 0,544 0.456
48 33 0,513 0,487 36 0,530 0.470
60 29 0.497 0,503 34 0,515 0.485
72 18 0.497 0,503 22 0,498 0,502
84 10 0.497 0,503 19 0,498 0,502
96 5 0.497 0,503 10 0,498 0,502
108 3 0.497 0,503 7 0,498 0,502
120 0 0.497 0,503 0 0,498 0,502
Tempo de
sobrevivéncia 60 meses 63 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,791
HR (Hazard Ratio) 0,940
IC (95%)** (0,594; 1,488)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacgdo na analise de regressao de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

De forma similar, encontramos uma diferenca minima no tempo mediano de
sobrevivéncia a recorréncia com 63 meses para 0 grupo de doentes em que com
expressao da caspase 3 (n=76), enquanto esse tempo é de 60 meses para 0 grupo de

doente sem expresséo da caspase 3.

123



1,04 i Caspases
-| —Isem expresssao
| — I com expressSo
1+— sem expressio-censurado
| com expressdo-censurado

D 8_ | -
L]
= 1
s Uy
: A,
s 0,6— g
o
o — . 4
S B :
= m }
oy
==
‘= 04
a
B
£
(=]
o

0,2

0,0

T T T L] T
o 20 40 (=] S0 100 120
meses

Figura 35 - Comparacdo entre curvas de sobrevivéncia a recorréncia na analise da expressao tumoral
da caspase 3

A observagédo das curvas de sobrevivéncia a recorréncia relativamente a expressao de
Caspase 3 (figura 35) evidencia uma quase sobreposicdo das curvas nas duas

categorias consideradas.

55.3.10-CD 44

A expressao do biomarcador nas células tumorais leva-nos a considerar dois grupos de

analise: com expressdo de CD 44 e sem expressao de CD 44.

O resultado da influéncia da expressédo de CD44 no tempo até a recorréncia (tabela 30
e figura 36), obtida através da andlise de Kaplan Meier, ndo mostra diferencas

estatisticamente significativas (p=0,943) entre 0s grupos comparativos.

No entanto, salientamos que o tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para o
grupo com expressdo de CD44 foi de 38 meses, enquanto para 0 grupo sem expressao
do biomarcador foi de 61 meses. Ainda assim, a observacdo das curvas de
sobrevivéncia a recorréncia relativamente a expressdo de CD 44 (figura 29) evidencia

uma quase sobreposicao das curvas nas duas categorias consideradas.
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Tabela 30 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao de CD 44 relativamente a recorréncia

CD 44 CD 44
Sem expresséo (n= 107)* Com expresséo (n=40)
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporc¢éo Doentes Proporc¢éo de Proporc¢éo
(meses) em risco sobrevivéncia | deincidéncia emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 87 0,821 0,179 33 0,846 0,156
24 65 0,630 0,370 21 0,604 0,396
36 56 0,553 0,447 18 0,517 0,483
48 52 0,533 0,447 18 0,489 0,511
60 47 0.512 0,488 16 0,456 0,544
72 31 0.491 0,509 9 0,456 0,544
84 23 0.491 0,509 6 0,456 0,544
96 10 0.491 0,509 5 0,456 0,544
108 6 0.491 0,509 3 0,456 0,544
120 0 0.491 0,509 0 0,456 0,544
Tempo de
sobrevivéncia 61 meses 38 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,943
HR (Hazard Ratio) 1,019
IC (95%)** (0,609; 1,705)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 36 - Comparagao entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia considerando
a expressao de CD44
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5.5.3.11- ErbB-2/HER2

Também na analise da expressdo do biomarcador ErbB-2 nas células tumorais
consideramos dois grupos: com expressdao do biomarcador e sem expressdo do

biomarcador.

Da anadlise de Kaplan Meier da influéncia da expressdo do ErbB-2 no tempo até a
recorréncia (tabela 31 e figura 37), praticamente ndo se encontraram diferencas

estatisticamente significativas (p=0,909) entre os grupos comparativos.

Tabela 31 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao de ErbB-2 relativamente a recorréncia

ErbB-2 ErbB-2
Sem expresséo (n= 43)* Com expressao (n=104)
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporgéo Doentes Proporgéo de Proporgéo
(meses) em risco sobrevivéncia | deincidéncia emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 35 0,814 0,186 85 0,834 0,166
24 29 0,674 0,326 57 0,601 0,399
36 22 0,535 0,465 52 0,548 0,452
48 20 0,511 0,489 49 0,527 0,473
60 17 0.485 0,515 46 0,516 0,484
72 13 0.485 0,515 27 0,481 0,519
84 8 0.485 0,515 21 0,481 0,519
96 3 0.485 0,515 14 0,481 0,519
108 2 0.485 0,515 8 0,481 0,519
120 0 0.485 0,515 0 0,481 0,519
Tempo de
sobrevivéncia 50 meses 61 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,909
HR (Hazard Ratio) 0,971
IC (95%)** (0,589; 1,602)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para 0 grupo sem expressado do

biomarcador foi de 50 meses e de 61 meses para 0 grupo com expressao de ErbB-2.
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Figura 37 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia considerando a
expressédo de ErbB-2.

5.5.3.12 - CK 5/6

Analisa-se a expressao de CK 5/6 nas células tumorais considerando dois grupos: com

expressao do biomarcador e sem expressao do biomarcador.

Como podemos observar na tabela 32 e nas curvas de sobrevivéncia representadas no
grafico da figura 38, o resultado da andlise de Kaplan Meier efetuada ndo mostra
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos comparativos na influéncia da

expressdo de CK 5/6 no tempo até a recorréncia (p=0,779).

Salienta-se a diferenca encontrada nos tempos de sobrevivéncia mediana a recorréncia.
O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para o grupo sem expressao de CK
5/6 foi de 60 meses, enquanto para 0 grupo com expressao do biomarcador (n=26), o

tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia foi de 42 meses.

A mediana de sobrevivéncia a recorréncia para o grupo sem expressado do biomarcador

foi de 61 meses e de 42 meses para o0 grupo com expresséo de CK 5/6.
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Tabela 32 - Andlise de Kaplan-Meier da expressdo de CK 5/6 relativamente a recorréncia

CK 5/6 CK 5/6
Sem expresséo (n= 121)* Com expresséo (n=26)
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporgéo Doentes Propor¢éo de Proporc¢éo
(meses) em risco sobrevivéncia | deincidéncia = emrisco | sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 99 0,825 0,175 21 0,840 0,131
24 69 0,597 0,403 17 0,758 0,351
36 62 0,545 0,455 12 0,535 0,456
48 58 0,528 0,472 11 0,490 0,510
60 52 0.509 0,491 11 0,490 0,510
72 34 0.479 0,521 6 0,490 0,510
84 24 0.479 0,521 5 0,490 0,510
96 12 0.479 0,521 3 0,490 0,510
108 9 0.479 0,521 1 0,490 0,510
120 0 0.479 0,521 0 0,490 0,510
Tempo de
sobrevivénci 61 meses 42 meses
a mediano
Valor de p (Log Rank) 0,779
HR (Hazard Ratio) 0,916
IC (95%)** (0,493; 1,702)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacao na analise de regressao de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 38 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia
considerando a expresséo de CK 5/6.
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5.5.3.13- CK 20

Em relacdo a expresséo de CK 20 nas células tumorais consideramos dois grupos para

analise: com expressao do biomarcador e sem expressao do biomarcador.

Quando consideramos a influéncia da expressdo de CK 20 no tempo até a recorréncia
na andlise de Kaplan Meier (tabela 33 e figura 39), verificamos a existéncia de

diferengas estatisticamente significativas entre os grupos comparativos.

A expressao do CK 20 (n=38) nas células neoplasicas esta associada a uma taxa de
incidéncia cumulativa de recorréncia da doenca de 64% enquanto o grupo dos doentes
cujo tumor ndo expressa CK 20 (n=109) apresentam uma taxa de incidéncia cumulativa
de 47% [p=0,032, hazard ratio de 1,69, IC 95% (1,035; 2,762)]. Estes resultados
sugerem que o a expressdo de CK 20 pelo tumor é um fator de risco para a progressao

do CUB, com uma magnitude de 1,7 vezes.

Tabela 33 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao de CK 20 relativamente a recorréncia

CK 20 CK 20
Sem expresséo (n= 109)* Com expressao (n=38)
Tempo Doentes | Proporgdo de @ Propor¢cdo de  Doentes Proporgéo de Proporgéo
(meses) em risco | sobrevivéncia incidéncia emrisco  sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 89 0,832 0,168 31 0,816 0,184
24 71 0,690 0,310 15 0,428 0,572
36 62 0,613 0,387 12 0,344 0,636
48 57 0,583 0,417 12 0,344 0,636
60 52 0.562 0,438 11 0,344 0,636
72 34 0.529 0,471 6 0,344 0,636
84 24 0.529 0,471 5 0,344 0,636
96 13 0.529 0,471 2 0,344 0,636
108 9 0.529 0,471 1 0,344 0,636
120 0 0.529 0,471 0 0,344 0,636
Tempo de
sobrevivéncia | 0 - 22 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) 0,032
HR (Hazard Ratio) 1,690
IC (95%)** (1,035; 2,762)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

Também o tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para 0 grupo com expressao

do biomarcador foi de 22 meses.
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Figura 39 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a recorréncia considerando
a expresséao de CK 20

Para

uma

o grupo sem expressao de CK 20 a curva de sobrevivéncia a recorréncia apresenta

descida menos acentuada, ndo ultrapassando os 50%, portanto, sem tempo

mediano de sobrevivéncia A observacdo das curvas de sobrevivéncia a recorréncia

relativamente a expressédo de CK20 (figura 39) objetiva os resultados.

5.5.3

.14 - Fenétipo Molecular

A variavel fenétipo molecular para o CBUNMI tem por base um classificador que utiliza

dois biomarcadores detetados por métodos de imunohistoquimica, o CK5/6 e o CK20.

A operacionalizacdo desta variavel resulta da classificacdo dos tumores em quatro

subgrupos baseados na imunorreatividade aos biomarcadores CK20 e / ou CK5/6,

definindo uma variavel com as categorias:

1
1
1
1

Nulo (CK20-, CKs/6-)
Misto (CK20+, CK5/6+)
Basal (CK20-, CK5/6+)

Luminal (Ck20+ Cks/e-)

Como podemos observar na tabela 34 e nas curvas de sobrevivéncia representadas no

grafico da figura 40, o resultado da analise de Kaplan Meier efetuada mostra diferencas
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estatisticamente significativas entre 0os grupos comparativos no tempo até a recorréncia
(p=0,02, teste Log Rank).

Nesta classificagdo do fen6tipo molecular do CUNMIB, o grupo comparador para a

regresséo de Cox é feno6tipo fi n u, isto 6, sem expressao dos biomarcadores.

Os doentes com o f en- prespntam finhautama deaihcéncian =3 2) a
cumulativa de recorréncia da doenca de 72% versus 4 5% para o fen-tipo
[p=0,005, hazard ratio de 2,15; IC 95% (1,189; 3,165)].

Os resultados encontrados para os fen-tipos fAmi
estatistico para p<0,05, no entanto, em termos meramente descritivos, observamos que,
paraogrupo de doentescomt umor com f en - t japnoidéictaaumaldtva ( n =2 0)
derecorréncian éde 57% e para o fen-tipo fAimistod (n=6)
suygerem a possibilidade de o fen-tipo fAbasal o

recorréncia do CUNMIB, no entanto, sem atingir significado estatistico.

Como se pode observar no grafico da figura 40, as curvas de sobrevivéncia a
recorréncia para os fenétipos nulo e misto apresentam uma descida pouco acentuada,

nunca ultrapassando os 50% e como tal ndo existindo tempo mediano de sobrevivéncia.

O tempo mediano de sobrevivéncia a recorréncia para o fenétipo basal é de 29 meses
e para o fendétipo luminal é de 19 meses, sugerindo que recorréncia tumoral é mais

frequente (72% dos doentes) mas também mais precoce.

Todos os cassos de recorréncia no fenétipo basal ocorreram até aos 30 meses apds o

diagnéstico.
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Tabela 34 - Andlise de Kaplan-Meier da expresséo fenotipica relativamente a recorréncia

FENOTIPO MOLECULAR

Nulo (n=89)* Misto (n=6) Basal (n=20) Luminal (n=32)
(Leerzgg) Doentes Propor_(;éo d_e Pr_op_or(;éo_ de |Doentes Propor_géo d_e Pr_op_orgéo_ de |Doentes Propor_géo d_e Prop_orgéo_ de |Doentes Propor_(;éo d_e Pfop_orgéo_ de
em |sobrevivéncia| incidéncia em |sobrevivéncia] incidéncia em |sobrevivéncial incidéncia em |sobrevivéncia| incidéncia
risco | cumulativa cumulativa risco | cumulativa cumulativa risco | cumulativa cumulativa risco | cumulativa | cumulativa
12 74 0,841 0,159 6 1,000 0,000 15 0,789 0,211 25 0,781 0,219
24 59 0,682 0,318 5 0,833 0,167 12 0,737 0,263 10 0,349 0,651
36 54 0,636 0,364 4 0,667 0,333 8 0,491 0,509 8 0,279 0,721
48 50 0,612 0,388 4 0,667 0,333 7 0,430 0,570 8 0,279 0,721
60 45 0,588 0,418 4 0,667 0,333 7 0,430 0,570 8 0,279 0,721
72 30 0,547 0,453 3 0,667 0,333 4 0,430 0,570 4 0,279 0,721
84 21 0,547 0,453 3 0,667 0,333 3 0,430 0,570 3 0,279 0,721
96 11 0,547 0,453 1 0,667 0,333 2 0,430 0,570 1 0,279 0,721
108 8 0,547 0,453 0 0,667 0,333 1 0,430 0,570 1 0,279 0,721
120 0 0,547 0,453 0 0,667 0,333 0 0,430 0,570 0 0,279 0,721
Tempo de
sotr)nrg\éli\;ir;ma -- -- 29 meses 19 meses
Valor de p (Log Rank) 0,021
HR (Hazard Ratio) 1,000 0,638 1,344 2,145

IC (95%)**

(0,154; 2,644)

(0,670; 2,694)

(1,265; 3,637)

Valor de p (Wald)

0,536

0,405

0,005

*Categoria de referéncia/denominador da comparagéo na andlise de regressédo de Cox
**|C(95%) i Intervalo de Confiangca a 95% para o HR
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554 - Resumo da analise dos fatores de prognéstico nos resultados da

recorréncia tumoral

Na tabela 35 apresentamos os resultados mais importantes da analise da influéncia dos
fatores de prognostico relativamente a recorréncia da doenca nos doentes estudados.
Os fatores de progndstico com resultados estatisticamente significativos (p<0,05), ou
préximo de significado estatistico (p<0,10) estdo destacados e constituem os fatores de

prognéstico a integrar na analise multivariavel.

Tabela 35 - Resumo da analise dos fatores de prognéstico face a recorréncia tumoral

Variavel (fator de progndstico) valor de p Hazard IC 95%**
(Log Rank) Ratio
Idade (<70anos*/ O70 anos) 0,694 0,911 (0,570; 1,456)
Sexo (M*/F) 0,424 1,324 (0,659; 2,661)
D. tumor (<3 cm*/ 03 ¢ m) 0,034 1,727 (1,031; 2,994)
Estadio (Ta*/T1) 0,006 1,940 (1,189; 3,165)
Grau (baixo grau* / alto grau) <0,001 2,382 (1,502; 3,777)
Ki67 (< 20%* / O20%) 0,030 1,877 (1,047; 3,367)
P53 (<20%*/O 2 0 %) 0,470 0,940 (0,594; 1,488)
P21 (<5%*/ 0 5 %) 0,921 1,025 (0,625; 1,681)
P27 (<25%*/ O 2 5 %) 0,883 0,966 (0,610; 1,531)
CiclinaD1 (<25%* /O 2 5 %) 0,008 2,240 (1,202; 4,172)
CiclinaD3(<25%* /O 25 %) 0,299 1,603 (0,646; 3,679)
Caspases (sem expressao* / com expressao) 0,791 0,940 (0,594; 1,488)
Bax (sem expressao* / com expressao) 0,060 0,531 (0,387; 1,029)
Bcl-2 (sem expressdo* / com expressao) 0,128 0,702 (0,443; 1,115)
CD44 (sem expressao* / com expressao) 0,943 1,019 (0,609; 1,705)
ErbB-2 (sem expressao* / com expressao) 0,909 0,971 (0,589; 1,602)
CK 5/6 (sem expressado* / com expresséao) 0,779 0,916 (0,493; 1,702)
CK20 (sem expressao* / com expressao) 0,032 1,690 (1,035; 2,762)
Fen6tipo (N*/M/B/L) *** 0,029 - —-
Nulo* -- -- --
Misto 0,536 0,638 (0,154; 2,644)
Basal 0,405* 1,344 (0,670; 2,694)
Luminal 0,005% 2,145 (1,265; 3,637)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacao na andlise de regressao de Cox.
**|C (95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

*** Eendtipo: Nulo/Misto/ Basal/ Luminal

# valor de p (Wald)
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5.6 - Analise dos fatores de progndstico nos resultados da progresséao tumoral

No préximo capitulo vamos proceder a andlise dos resultados das variaveis de
prognostico face a progressao tumoral. Também neste capitulo utilizaremos a analise
de Kaplan Meier e a regressdo de Cox para determinar o hazard ratio com o grupo
comparador. Para cada uma das variaveis independentes consideradas, os grupos de
analise serdo semelhantes aos descritos no capitulo anterior. Consideraremos também
o tempo mediano de sobrevivéncia a progressdo como um fator discriminativo. As
propor¢des de incidéncia ou sobrevivéncia cumulativas comentadas sdo aos 120

meses.

Iniciaremos a nossa analise pelas variaveis sociodemograficas seguidas das variaveis

histopatoldgicas e finalmente pelos biomarcadores moleculares.

No final do capitulo apresentamos o resumo dos resultados relevantes com a indicacao
das variaveis que se revelaram estatisticamente significativas para p<0,05 e que serdo

as variaveis integradas no modelo de analise multivariavel de Cox.

5.6.1 - Analise dos fatores de prognostico sociodemogréaficos nos resultados da

progresséo tumoral

5.6.1.1 - Idade

O resultado da andlise de Kaplan Meier da influéncia da idade no tempo até a
progressao da doenca (tabela 36 e figura 41) ndo mostra diferencas estatisticamente
significativas (p=0,150) entre os grupos comparativos. Em termos estritamente
descritivos, os resultados obtidos mostram diferengas: para o grupo de doentes com
idade inferior a 70 anos, a incidéncia cumulativa da progressao é menor que para 0s
doentes com 1id ar@@etiv@merﬂeOlGO/a a 844%. No entanto, estes

resultados ndo atingiram significado estatistico para p<0,05.
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Tabela 36 - Andlise de Kaplan-Meier da idade face a progressao

Idade < 70 anos (n=83)* ldade O 70 anos
Tempo Doentes Proporcéo de Proporgéo Doentes Proporc¢éo de Proporc¢éo de
(meses) emrisco = sobrevivéncia = deincidéncia emrisco = sobrevivéncia incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 83 1,000 0,000 58 0,935 0,065
24 80 0,976 0,034 50 0,885 0,115
36 73 0,914 0,086 46 0,814 0,186
48 70 0,877 0,113 38 0,777 0,223
60 63 0,839 0,161 35 0.756 0,244
72 44 0,839 0,161 29 0.756 0,244
84 31 0,839 0,161 24 0.756 0,244
96 16 0,839 0,161 13 0.756 0,244
108 12 0,839 0,161 7 0.756 0,244
120 0 0,839 0,161 0 0.756 0,244
Valor de p (Log Rank) 0,150
HR (Hazard Ratio) 1,726
IC (95%)** (0,811; 3,674)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

Como se pode observar no grafico da figura 41, as curvas de sobrevivéncia a
progressdo para ambos os grupos apresentam uma descida pouco acentuada sem

atingir os 50%, portanto, ndo se definindo tempo mediano de sobrevivéncia.

104 IDADE
! +Hn — 1= 70 anos
—I == 70 anos
+ — —}—= 70 anos-censuracdo

—t+—== 70 anos-censurado

0,6

0.4

Sobrevivéncia cumulativa

0,2

0,0

T
20 40 &0 80 100 120

[=F5

meses

Figura 41 - Comparacao entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com idade < 70 anos versus
doentes com idade O 70 anos face ~ progressc«
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5.6.1.2 - Sexo

Da andlise de Kaplan Meier da influéncia do sexo no tempo até a progresséo (tabela 37)
nao se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
comparativos (p=0,062), embora seja possivel considerar um nivel de tendéncia de
significado estatistico (p<0,10).

Salientamos que ndo foi registada qualquer progressdo da doenca nas mulheres

durante o periodo de observagéo.

Tabela 37 - Andlise de Kaplan-Meier do sexo face a progressao

Masculino (n=130)* Feminino (n=17)
Tempo Doentes Proporgéo de Proporgéo Doentes Proporcéo de Proporgéo
(meses) em risco sobrevivéncia | de incidéncia = emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 126 0,969 0,031 15 1,000 0,000
24 116 0,930 0,070 14 1,000 0,000
36 105 0,857 0,143 14 1,000 0,000
48 94 0,815 0,185 14 1,000 0,000
60 87 0,781 0,219 12 1,000 0,000
72 63 0,781 0,219 10 1,000 0,000
84 48 0,781 0,219 7 1,000 0,000
96 25 0,781 0,219 4 1,000 0,000
108 17 0,781 0,219 2 1,000 0,000
120 0 0,781 0,219 1 1,000 0,000
Valor de p (Log Rank) 0,062
HR (Hazard Ratio) 0,041
IC (95%)** (0,000; 7,620)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

A proporcdo de incidéncia cumulativa da progressdo da doenca foi de 22%, néo

ocorrendo apés os 60 meses.

Também em relacdo a influéncia do género no tempo até a progressao, com se pode
observar no grafico da figura 42, as curvas de sobrevivéncia a progressao para ambos
0S grupos apresentam uma descida pouco acentuada sem atingir os 50%, portanto, ndo

se definindo tempo mediano de sobrevivéncia.
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Figura 42 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do sexo masculino versus doentes
do sexo feminino face a progressao.

5.6.2 - Anadlise dos fatores de progndstico clinico-patolégicos nos resultados da

progresséo tumoral

5.6.2.1 - Diametro tumoral

Consideramos dois subgrupos de analise: doentes com tumor inferior a 3 centimetros e

doentes com tumor maior ou igual a 3 centimetros.

O resultado da influéncia da dimensdo do tumor vesical observado no tempo até a
progressao no tempo até a progressao (tabela 38 e figura 43), obtida através da analise
de Kaplan Meier, ndo mostra diferengas estatisticamente significativas (p=0,162) entre

0S grupos comparativos.

No entanto, em termos estritamente descritivos, 0s resultados obtidos mostram
diferencas: para o grupo de doentes nos quais se verificouu ma di mens « o

cm apresentam inferior sobrevivéncia a progressdo com uma propor¢ao de incidéncia
cumulativa de progressdo da doenca de 23% enquanto o subgrupo de doentes com

tumor < 3 cm apresenta uma taxa de incidéncia cumulativa de 14%.
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Tabela 38 - Analise de Kaplan-Meier do didmetro tumoral face & progressao

Tumor < 3 cm (n=51)* Tumor O 3 c¢cm (n:=
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporgéo Doentes Propor¢éo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia = deincidéncia em risco sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 51 1,000 0,000 90 0,957 0.043
24 50 0,980 0,020 80 0,913 0,078
36 47 0,941 0,059 72 0,832 0,168
48 45 0,921 0,097 63 0,785 0,215
60 39 0,858 0,142 60 0.773 0,227
72 26 0,858 0,142 47 0.773 0,227
84 21 0,858 0,142 34 0.773 0,227
96 11 0,858 0,142 18 0.773 0,227
108 7 0,858 0,142 13 0.773 0,227
120 0 0,858 0,142 0 0.773 0,227
Valor de p (Log Rank) 0,162
HR (Hazard Ratio) 1,827
IC (95%)** (0,772; 4,324)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressdo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

Como se pode observar no grafico da figura 43, as curvas de sobrevivéncia a
progressao para ambos 0S grupos apresentam uma descida pouco acentuada sem

atingir os 50%, portanto, ndo se definindo tempo mediano de sobrevivéncia.

Diametro do tumor
— < 3 em

1,0 —I-LI— —I I ==3cm
I < 3 cm-censurada

1 = == 3 cm-censurado
1

06—

0,47

Sobrevivéncia cumulativa

0,2

0,0

(==

20 40 60 j=n] 100 120

meses

Figura 43 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progressao considerando
a dimenséo tumoral
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5.6.2.2 - Estadio

Como anteriormente, relativamente ao estadio do tumor, consideramos dois grupos, 0s

doentes com Ta e os doentes com T1 relativamente a progresséo tumoral.

A influéncia do estadio (Ta, T1) no tempo até a recorréncia na andlise de Kaplan Meier
(tabela 39), mostra a existéncia de diferengas estatisticamente significativas entre os

grupos comparativos.

Os doentes com T1 apresentam uma taxa de incidéncia cumulativa de progresséo da
doenca de 49% enquanto os doentes com Ta apresentam uma taxa de incidéncia
cumulativa de 9,7% [p<0,001, hazard ratio de 6,24, IC 95% (2,851; 13,650)]. Estes
resultados sugerem que o estadio T1 € um fator de risco para a progressédo do CUB,

com uma magnitude acrescida de 6 vezes.

Tabela 39 - Andlise de Kaplan-Meier do Estadio face a progressao

Ta (n=110)* T1 (n=37)
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporgéo Doentes Proporcéo de Proporgéo
(meses) = emrisco  sobrevivéncia @ deincidéncia | emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia

cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa

12 107 0,982 0,018 34 0,944 0.056
24 101 0,972 0,028 29 0,831 0,169
36 95 0,933 0,067 24 0,688 0,312
48 89 0,923 0,077 19 0,569 0,431
60 82 0,903 0,097 17 0.509 0,491
72 61 0,903 0,097 12 0.509 0,491
84 45 0,903 0,097 9 0.509 0,491
96 25 0,903 0,097 4 0.509 0,491
108 17 0,903 0,097 2 0.509 0,491
120 0 0,903 0,097 0 0.509 0,491

Valor de p (Log Rank) <0,001

HR (Hazard Ratio) 6,238

IC (95%)** (2,851; 13,650)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 44 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.

No entanto, para ambos 0s grupos, as curvas de sobrevivéncia a progressao
apresentam uma descida pouco acentuada sem atingir os 50%, portanto, ndo se

definindo tempo mediano de sobrevivéncia.
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Figura 44 - Comparacdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com estadio Ta versus T1 face a
progressao

5.6.2.3 - Grau histolégico

Consideramos, como anteriormente, dois grupos para analise relativamente ao grau do

tumor:; doentes com tumor de baixo grau e doentes com tumor de alto grau.

Da analise de Kaplan Meier sobre a influéncia do grau histolégico observada no tempo
até a recorréncia (tabela 40), verificamos a existéncia de diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos comparativos.

De facto, os doentes com tumor de alto grau apresentam uma proporcéao de incidéncia
cumulativa de recorréncia da doencga de 43% enquanto para os doentes com tumor de
baixo grau apresentam este valor é de 6,8% [p<0,001, hazard ratio de 7,85, IC 95%
(3,166; 19,481)].

Estes resultados sugerem que o alto grau histolégico é um fator de risco para a

progressado do CUBNMI, com uma magnitude acrescida de 7,8 vezes.

A observacao das curvas de sobrevivéncia no gréafico da figura 45 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.

As curvas de sobrevivéncia a progressao para ambos 0S grupos apresentam uma

descida que nao atinge os 50% e como tal ndo existe tempo mediano de sobrevivéncia.
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Tabela 40 - Andlise de Kaplan-Meier do grau histol6gico relativamente a progressao

Baixo Grau (n=95)* Alto Grau (n=52)
Tempo Doentes Propor¢éo de Propor¢éo de Doentes Proporc¢éo de Proporc¢éo
(meses) em risco = sobrevivéncia incidéncia emrisco  sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 94 1,000 0,000 47 0,922 0,078
24 89 0,989 0,011 41 0,840 0,160
36 84 0,944 0,056 36 0,738 0,262
48 79 0,944 0,056 29 0,632 0,368
60 73 0,932 0,068 26 0.566 0,434
72 54 0,932 0,068 19 0.566 0,434
84 39 0,932 0,068 16 0.566 0,434
96 22 0,932 0,068 7 0.566 0,434
108 15 0,932 0,068 4 0.566 0,434
120 0 0,932 0,068 0 0.566 0,434
Valor de p (Log Rank) <0,001
HR (Hazard Ratio) 7,853
IC (95%)** (3,166; 19,481)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressao de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 45 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com tumores de alto grau versus
doentes com tumor de baixo grau histolégico relativamente a progresséo
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5.6.3 - Analise da expressédo dos biomarcadores moleculares nos resultados da

progressé&o tumoral

5.6.3.1 - Ki-67

Analisa-se a expressdo do Ki-67 tendo em conta as duas categorias consideradas,
utilizando o valor de cutoff de 20%.

Da andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia da expressédo de Ki-67 observada no
tempo até a progressdo (tabela 41), verificamos a existéncia de diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos comparativos.

Assim, para os doentes com expressdo de Ki-6 7 20% (n= 22) a proporc¢éo de
incidéncia cumulativa de recorréncia da doenga € de 38% enquanto para o grupo dos
doentes com expressao de Ki-67 < 20% (n= 125) a propor¢éo de incidéncia cumulativa
€ de 16% [p=0,006, hazard ratio de 2,99, IC 95% (1,306; 6,830)].

Tabela 41 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao do Ki-67 relativamente a progressao

Ki-67 Ki-67
Expressao < 20% (n=125)* Express«o O 20%
Tempo Doentes Propor¢édo de | Proporcdo de  Doentes Proporgéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia incidéncia emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 122 0,992 0,008 19 0,864 0,136
24 115 0,967 0,033 16 0,770 0,230
36 105 0,899 0,101 14 0,719 0,281
48 96 0,873 0,127 12 0,616 0,384
60 87 0,836 0,163 12 0,616 0,384
72 66 0,836 0,163 7 0,616 0,384
84 49 0,836 0,163 6 0,616 0,384
96 26 0,836 0,163 3 0,616 0,384
108 17 0,836 0,163 2 0,616 0,384
120 0 0,836 0,163 0 0,616 0,384
Valor de p (Log Rank) 0,006
HR (Hazard Ratio) 2,987
IC (95%)** (1,306; 6,830)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

Como se pode observar no grafico da figura 46, as curvas de sobrevivéncia a
progressao, para ambos 0s grupos, apresentam uma descida pouco acentuada sem

atingir os 50%, néo se definindo tempo mediano de sobrevivéncia.

A observacdo das curvas de sobrevivéncia no grafico evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.
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Figura 46 - Comparagdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progresséo
considerando a expresséo do Ki-67

5.6.3.2 - p53

A expresséo de p53 € analisada considerando os dois grupos de andlise resultantes da
aplicacdo do cutoff de 20%. Apds a andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia da
expressao do p53 no tempo até a progressao (tabela 42 e figura 47), ndo se encontraram

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos comparativos (p=0,823).

Também relativamente a incidéncia cumulativa de progressao da doenca, o valor

observado é praticamente semelhante para os dois grupos.

Como podemos observar as curvas de sobrevivéncia a recorréncia sao praticamente
sobreponiveis e com uma descida pouco acentuada, objetivando a inexisténcia de

diferencas estatisticamente significativas na comparacéo dos dois grupos em analise.
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Tabela 42 - Andlise de Kaplan-Meier da expressdo do p53 relativamente a progressao

p53 p53
Expressdo < 20% (n=123)* Express«o O 20%
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporc¢éo Doentes Proporc¢éo de Proporc¢éo
(meses) emrisco  sobrevivéncia @ deincidéncia | emrisco @ sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 117 0,967 0,033 24 1,000 0,000
24 109 0,942 0,058 21 0,917 0,083
36 99 0,864 0,156 20 0,917 0,083
48 91 0,837 0,163 17 0,822 0,178
60 82 0,800 0,200 17 0,822 0,178
72 60 0,800 0,200 13 0,822 0,178
84 44 0,800 0,200 11 0,822 0,178
96 23 0,800 0,200 6 0,822 0,178
108 14 0,800 0,200 5 0,822 0,178
120 0 0,800 0,200 0 0,822 0,178
Valor de p (Log Rank) 0,823
HR (Hazard Ratio) 0,886
IC (95%)** (0,306; 2,563)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 47 - Comparagao entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progressao considerando a
expressao de p53

145



5.6.3.3 - p21

Para a andlise da expressao de p21, como anteriormente, consideramos dois grupos:
os doentes com tumores com expressao de p21<5% e os doentes cujas células tumorais

expressam p21 acima dos 5%.

Ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
comparativos (p=0,226), pela analise de Kaplan Meier, na avaliacdo da influéncia da

expressao do p21 no tempo até a progressao (tabela 43 e figura 48).

Relativamente a incidéncia cumulativa de progresséo da doenca, o valor observado é
de 22% para o grupo cuja expressao de p21 é mais elevada e de 15% para 0 grupo com
expressao menor expressdo do biomarcador, embora esta diferenca ndo seja

estatisticamente significativa.

Tabela 43 - Analise de Kaplan-Meier da expressdo do p21 relativamente a progressao

p21 p21
Expresséo < 5% (n=47)* Express«o O 5% (
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporgéo Doentes Proporc¢éo de Proporgéo de
(meses) emrisco = sobrevivéncia = deincidéncia emrisco = sobrevivéncia incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 46 1,000 0,000 95 0,960 0,040
24 43 0,978 0,022 87 0,918 0,082
36 41 0,956 0,046 78 0,832 0,168
48 35 0,932 0,068 73 0,790 0,210
60 31 0.852 0,148 68 0,779 0,221
72 23 0.852 0,148 51 0,779 0,221
84 18 0.852 0,148 37 0,779 0,221
96 8 0.852 0,148 21 0,779 0,221
108 6 0.852 0,148 13 0,779 0,221
120 0 0.852 0,148 0 0,779 0,221
Valor de p (Log Rank) 0,226
HR (Hazard Ratio) 1,735
IC (95%)** (0,700; 4,298)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacao na analise de regressao de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

A expresséo grafica do comportamento das curvas de sobrevivéncia a recorréncia pode
ser observada na figura 48, salientando-se uma descida pouco acentuada em ambos

0S grupos comparativos.
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Figura 48 - Comparacdao entre curvas de sobrevivéncia a progressao considerando a expressao de p21

5.6.3.4 - p27

O resultado da andlise de sobrevivéncia a progressdo ndo mostra diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos comparativos (valor de p=0,947 no teste

de Log Rank na analise de Kaplan-Meier) com se pode observar na tabela 44.

Tabela 44 - Analise de Kaplan-Meier da expressao do p27 relativamente a progressao

p27

Expresséo < 25% (n=68)*

p27
Express«o O 25%

Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporgéo Doentes = Proporgédo de Proporc¢éo
(meses) emrisco = sobrevivéncia  deincidéncia | emrisco @ sobrevivéncia @ de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 67 1,000 0,000 74 0,949 0,051
24 63 0,955 0,045 67 0,922 0,078
36 58 0,895 0,105 61 0,852 0,148
48 55 0,864 0,136 53 0,807 0,193
60 47 0.800 0.200 52 0,807 0,193
72 35 0.800 0.200 38 0,807 0,193
84 24 0.800 0.200 31 0,807 0,193
96 15 0.800 0.200 14 0,807 0,193
108 9 0.800 0.200 10 0,807 0,193
120 0 0.800 0.200 0 0,807 0,193
Valor de p (Log Rank) 0,947
HR (Hazard Ratio) 1,026

IC (95%)**

(0,482; 2,183)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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As curvas de sobrevivéncia a progressao para os dois grupos em analise apresentam

uma sobreposicdo quase total como se observa no grafico da figura 49.
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Figura 49 -Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia a recorréncia considerando a expressao de p27

5.6.3.5- CiclinaD1

O resultado da influéncia da expresséo da ciclina D1 no tempo até a recorréncia (tabela
45 e figura 50), obtida através da andlise de Kaplan Meier, mostra diferencas

estatisticamente significativas (p=0,002) entre 0s grupos comparativos.

O grupo de doentes com express«o da <ciclina
proporcdo de incidéncia cumulativa de progressdo da doenca de cerca de 50%,

enquanto o grupo com expressdo de ciclina D1<25% (n=132) apresentam uma

propor¢cdo de incidéncia cumulativa de 16% [p=0,002, hazard ratio de 3,54, IC 95%

(1,490; 8,391)].

Estes resultados sugerem que pelaacélelaspumarass «o da ¢

€ um fator de risco para a progressao do CUB, com uma magnitude de 3,54 vezes.
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Tabela 451 Andlise de Kaplan-Meier da expresséo do Ciclina D1 relativamente a progressao

Ciclina D1 Ciclina D1
Expressdo < 25% (n=132)* Express«o O 25%
Tempo Doentes Propor¢cdo de = Proporcdo de | Doentes @ Proporcédo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia incidéncia emrisco  sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 126 0,969 0,031 15 1,000 0,000
24 117 0,938 0,062 14 0,933 0,067
36 109 0,889 0,111 10 0,718 0,282
48 101 0,873 0,127 7 0,503 0,497
60 93 0.838 0,162 7 0,503 0,497
72 67 0.838 0,162 6 0,503 0,497
84 49 0.838 0,162 6 0,503 0,497
96 27 0.838 0,162 2 0,503 0,497
108 18 0.838 0,162 1 0,503 0,497
120 0 0.838 0,162 0 0,503 0,497
Valor de p (Log Rank) 0,002
HR (Hazard Ratio) 3,634

IC (95%)**

(1,490; 8,381)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 50 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.

A curva de sobrevivéncia cumulativa a progressao para 0 grupo com expressao da
ciclina D1 < 25% apresenta uma descida lenta em contraste com a curva que representa
D10 25%
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5.6.3.6 - Ciclina D3

Da andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia da expresséo da ciclina D3 no tempo até
a progressao verificamos a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre

0S grupos comparativos (tabela 46).

O grupo de doentes com expressio da ciclina D3 ©25% (n= 9) apresentam uma taxa
de incidéncia cumulativa de progresséo da doenca de cerca de 58%, enquanto o grupo
com expressao de ciclina D1 < 25% (n=138) apresentam uma taxa de incidéncia
cumulativa de 17% [p<0,001, hazard ratio de 6,17, IC 95% (2,328; 16,372)].

Estes resultados sugerem que uma expressdo da ciclina D3 O 25% pelas células

tumorais € um fator de risco para a progressdo do CUB, com uma magnitude de 6 vezes.

Tabela 46 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao do Ciclina D3 relativamente a progressao

Ciclina D3 Ciclina D3
Expresséo < 25% (n=138)* Express«o O 25%
Tempo Doentes Proporcdo de = Proporcdo de Doentes @ Proporcao de Proporgéo
(meses) emrisco  sobrevivéncia incidéncia emrisco  sobrevivéncia | de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 136 0,993 0,017 5 0,556 0,444
24 126 0,963 0,037 4 0,556 0,444
36 115 0,893 0,107 4 0,417 0,583
48 104 0,854 0,146 4 0,417 0,583
60 96 0.829 0,171 3 0,417 0,583
72 71 0.829 0,171 2 0,417 0,583
84 54 0.829 0,171 1 0,417 0,583
96 28 0.829 0,171 1 0,417 0,583
108 18 0.829 0,171 1 0,417 0,583
120 0 0.829 0,171 0 0,417 0,583
Tempo de
sobrevivéncia 0 - 50 meses
mediano
Valor de p (Log Rank) <0,001
HR (Hazard Ratio) 6,174
IC (95%)** (2,328; 16,372)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

A curva de sobrevivéncia cumulativa a progressao para 0 grupo com expressdo da
ciclina D3 < 25% apresenta uma descida lenta contrastando com a curva que representa
o grupo com expressdo daciclinaD30 25 % que a tcomungempsmediah®bo

de sobrevivéncia a progressao de 50 meses (figura 51).
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Figura 51 - Comparacao entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progressédo considerando
a expressdo da ciclina D3.

5.6.3.7 - Bax

Relativamente a expressdo de Bax nas células tumorais, como anteriormente,
consideramos dois grupos de andlise comparativa: os doentes com tumores com
expressao do biomarcador e sem expressao do biomarcador.

Também, apds a andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia do padréo de expresséo do
Bax no tempo até a progressao, encontramos diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos comparativos (p=0,017) (tabela 47 e figura 52).

Os doentes sem expressao de Bax (n=89), apresentam uma propor¢édo de incidéncia
cumulativa de progresséo da doenca de 21% enquanto o grupo com expressao de Bax
(n=58) apresentam uma proporcédo de incidéncia cumulativa de 9,4% [p=0,017, hazard
ratio de 0,326, IC 95% (0,123; 0,860)].

Estes resultados sugerem que a ndo expressao de Bax pelas células tumorais é um
fator de risco para a progressao do CUNMIB, com uma magnitude acrescida de 3 vezes,
ou seja, a expressao de Bax é um fator protetor com uma reducédo de hazard relativo de
67%.
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Tabela 47 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao de Bax relativamente a progressao

Bax Bax
Sem expressédo (n= 89)* Com expressao (n=58)
Tempo = Doentes Proporgéo de Proporgéo Doentes = Proporgéo de Propor¢éo de
(meses emrisco @ sobrevivéncia = deincidéncia = emrisco = sobrevivéncia incidéncia
) cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 84 0,966 0.054 57 0,983 0,017
24 77 0,919 0,081 53 0,965 0,035
36 69 0,823 0,177 50 0,946 0,054
48 63 0,787 0,213 45 0,906 0,094
60 57 0.737 0,213 42 0,906 0,094
72 41 0.737 0,213 32 0,906 0,094
84 31 0.737 0,213 24 0,906 0,094
96 13 0.737 0,213 16 0,906 0,094
108 8 0.737 0,213 11 0,906 0,094
120 0 0.737 0,213 0 0,906 0,094
Valor de p (Log Rank) 0,017
HR (Hazard Ratio) 0,326
IC (95%)** (0,123; 0,860)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressdo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no gréafico da figura 51 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.

BN

A sobrevivéncia cumulativa a progressdo tem uma descida pouco acentuada
particularmente no grupo com expressao de Bax, ainda assim, nunca ultrapassando os

50% e como tal ndo existindo tempo mediano de sobrevivéncia.
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Figura 52 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progressao considerando
a expressao de Bax.
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5.6.3.8 - Bcl-2

Também para este biomarcador molecular consideramos dois grupos de analise
comparativa: os doentes com tumores com expressao do biomarcador e sem expressao

do biomarcador.

Da analise de Kaplan Meier sobre a influéncia do padrdo de expressdo do Bcl-2 no
tempo até a ocorréncia de progressdo, encontramos diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos comparativos (p=0,019) (tabela 48 e figura 53).

Tabela 48 - Andlise de Kaplan-Meier da expressédo de Bcl-2 relativamente a progressao

Bcl-2 Bcl-2
Sem expressao (n= 60)* Com expressao (n=87)
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporcéo Doentes Proporgéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia @ deincidéncia | emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 54 0,931 0,069 86 1,000 0,000
24 49 0,878 0,122 81 0,976 0,024
36 43 0,788 0,212 76 0,928 0,072
48 39 0,751 0,249 69 0,890 0,110
60 36 0.713 0,287 63 0,864 0,156
72 26 0.713 0,287 47 0,864 0,156
84 19 0.713 0,287 36 0,864 0,156
96 10 0.713 0,287 19 0,864 0,156
108 6 0.713 0,287 13 0,864 0,156
120 0 0.713 0,287 0 0,864 0,156
Valor de p (Log Rank) 0,019
HR (Hazard Ratio) 0,412
IC (95%)** (0,191, 0,888)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacdo na analise de regressao de Cox.
**|C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR

Nos doentes sem expresséo de Bcl-2 (n=60), a propor¢ao de incidéncia cumulativa de
progressdo da doenca de 29% enquanto o grupo com expressdo de Bcl-2 (n=87),
apresentam uma proporg¢éao de incidéncia cumulativa de 16% [p=0,019, hazard ratio de
0,412, IC 95% (0,191, 0,888)]

Estes resultados sugerem que a ndo expressdo de Bcl-2 pelas células tumorais € um
fator de risco para a progressdo do CUNMIB, com uma magnitude de 2,5 vezes. A

expressao de Bcl-2 é um fator protetor com uma reducgéo de hazard relativo de 59%.

A curva de sobrevivéncia cumulativa a progresséo tem uma descida pouco acentuada
particularmente nos o grupo com expressao de Bcl-2, nunca atingindo os 50% e como

tal ndo existindo tempo mediano de sobrevivéncia.
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Figura 53 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progresséo considerando
a expressao de Bcl-2

A observacdo das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 53 evidenciam o

resultado estatisticamente significativo da anélise de Kaplan Meier.

5.6.3.9 - Caspase 3

Analisa-se a expressao da caspase 3 nas células tumorais considerando dois grupos:

com expressédo do biomarcador e sem expressao do biomarcador.

Na tabela 49 e na figura 54 observamos os resultados face a progressao tumoral da
expressao diferencial das caspases. Nao se encontraram diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos comparativos na analise de Kaplan Meier.

No entanto, apesar de ndo atingiram significado estatistico para p<0,05 na analise de
Kaplan-Meier, em termos meramente descritivos, os resultados mostram que o grupo
de doentes sem expressao de caspases (n=71) a incidéncia cumulativa de recorréncia
€ menor que para os doentes com expressao de caspases (n=76), respetivamente
15,5% e 24%, sugerindo que a expressao das caspases podera aumentar o risco de

progressao da doencga.
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Tabela 49 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao da caspase 3 relativamente a progressao

Caspase 3 Caspase 3
Sem expressao (n= 71)* Com expressao (n=76)
Tempo Doentes Proporc¢éo de Propor¢éo Doentes | Propor¢éo de Proporcgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia deincidéncia emrisco @ sobrevivéncia = de incidéncia

cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa

12 77 0,973 0.027 68 0,971 0,029
24 69 0,946 0.054 61 0,927 0.073
36 64 0,905 0.085 55 0,836 0.164
48 56 0,860 0.140 52 0,806 0.194
60 53 0.845 0.155 46 0,759 0,241
72 38 0.845 0.155 35 0,759 0,241
84 32 0.845 0.155 23 0,759 0,241
96 18 0.845 0.155 11 0,759 0,241
108 12 0.845 0.155 7 0,759 0,241
120 0 0.845 0.155 0 0,759 0,241

Valor de p (Log Rank) 0,213

HR (Hazard Ratio) 0,619

IC (95%)** (0,287; 1,333)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

Os resultados obtidos objetivam-se na observacdo das curvas de sobrevivéncia

representadas no gréfico da figura 54.
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Figura 54 - Comparacao entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com expresséo de caspase 3 versus
doentes sem expressao de caspase 3 face a progressao
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5.6.3.10- CD 44

Para a andlise da expressao do CD44, como anteriormente, consideramos dois grupos
de andlise comparativa: os doentes com tumores com expressao de CD44 e os doentes

cujas células tumorais ndo expressam CD44.

Da analise de Kaplan Meier da influéncia da expressdo de CD44 no tempo até a

progressao (tabela 50 e figura 55), ndo se encontraram diferencas estatisticamente

significativas (p=0,672) entre 0s grupos comparativos.

Tabela 50 -Analise de Kaplan-Meier da expressédo de CD44 relativamente a progressao

Tempo
(meses)

12
24
36
48
60
72
84
96
108
120

CD44

Sem expressao (n= 107)*

Doentes
em risco

102
97
89
80
93
56
44
19
13

Propor¢éo de Proporcgéo

sobrevivéncia de
cumulativa incidéncia
cumulativa
0,962 0,038
0,934 0,066
0,866 0,134
0,826 0,174
0.795 0,205
0.795 0,205
0.795 0,205
0.795 0,205
0.795 0,205
0.795 0,205

Valor de p (Log Rank)
HR (Hazard Ratio)
IC (95%)**

CDh44

Com expressao (n=40)

Doente Proporgéo de

sem sobrevivéncia
risco cumulativa
39 1,000
33 0,946
30 0,887
28 0,857
26 0,826
17 0,826
11 0,826
10 0,826
6 0,826
0 0,826
0,673
0,823

(0,332; 2,040)

Proporc¢éo
de incidéncia
cumulativa

0,000
0,054
0,113
0,143
0,174
0,174
0,174
0,174
0,174
0,174

*Categoria de referéncia/denominador da comparacao na andlise de regressédo de Cox.

**C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR

Relativamente a incidéncia cumulativa de progresséo da doenga, o valor observado para

ambos os grupos € equivalente, aspeto que se evidencia no gréafico da figura 47 em que

as curvas de sobrevivéncia cumulativa a progressao sdo praticamente coincidentes.
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Figura 55 - Comparacdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progresséo
considerando a expressdo de CD44.

5.6.3.11 - ErbB-2/HER2

Também na andlise da expressdo do biomarcador ErbB-2 nas células tumorais
consideramos dois grupos: com expressdo do biomarcador e sem expressdo do

biomarcador.

Da andlise de Kaplan Meier da influéncia da expressédo do ErbB-2 no tempo até a
progressdo (tabela 51 e figura 56), encontramos diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos comparativos (p=0,029).

Nos doentes sem expressdo de ErbB-2 (n=43), a incidéncia cumulativa de progressao
da doenca de 31%, enquanto o grupo com expresséo de ErbB-2 (n=104), apresentam
uma taxa de incidéncia cumulativa de 15% [p=0,029, hazard ratio de 0,443, IC 95%
(0,208; 0,942)]

Estes resultados sugerem que a ndo expressao de ErbB-2 pelas células tumorais é um
fator de risco para a progressdo do CUNMIB, com uma magnitude de 2,5 vezes. A

reducéo de hazard relativo de 56 % para os doentes com expressao de ErbB-2.
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Tabela 51 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao de ErbB-2 relativamente & progressao

ErbB-2 ErbB-2
Sem expresséao (n= 43)* Com expressao (n=104)
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporcgéo Doentes = Proporgédo de Proporcgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia deincidéncia | emrisco sobrevivéncia @ de incidéncia

cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa

12 39 0,907 0,093 102 1,000 0,000
24 38 0,884 0,116 92 0,980 0,020
36 35 0,837 0,163 84 0,885 0.115
48 31 0,735 0,265 77 0,863 0,137
60 26 0.691 0,309 73 0,852 0,148
72 21 0.691 0,309 52 0,852 0,148
84 16 0.691 0,309 39 0,852 0,148
96 8 0.691 0,309 23 0,852 0,148
108 3 0.691 0,309 16 0,852 0,148
120 0 0.691 0,309 0 0,852 0,148

Valor de p (Log Rank) 0,029

HR (Hazard Ratio) 0,443

IC (95%)** (0,208; 0,942)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 56 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.
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Figura 56 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progressao considerando
a expresséo de ErbB-2.
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A curva de sobrevivéncia cumulativa a progressao tem uma descida pouco acentuada,
particularmente no grupo com expressao de ErbB-2, ainda assim, nunca ultrapassando

0s 50% em ambos 0s grupos e como tal ndo existindo tempo mediano de sobrevivéncia.

5.6.3.12 - CK 5/6

Também na andlise da expressdo do biomarcador CK5/6 nas células tumorais
consideramos dois grupos: com expressdo do biomarcador e sem expressdo do
biomarcador.

Da andlise de Kaplan Meier da influéncia da expressdo de CK5/6 no tempo até a
progressao (tabela 52 e figura 57), ndo encontramos diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos comparativos (p=0,401).

Tabela 52 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao de CK 5/6 relativamente a progressao

CK 5/6 CK 5/6
Sem expressao (n= 121)* Com expressao (n=26)
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporgéo Doentes = Proporgédo de Proporgéo
(meses) = emrisco = sobrevivéncia @ deincidéncia | emrisco @ sobrevivéncia = de incidéncia

cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa

12 116 0,967 0,033 25 1,000 0,000
24 108 0,933 0,067 22 0,957 0,043
36 99 0,872 0,128 20 0,870 0,130
48 93 0,854 0,146 15 0,729 0,271
60 84 0.817 0,183 11 0,729 0,271
72 65 0.817 0,183 8 0,729 0,271
84 48 0.817 0,183 7 0,729 0,271
96 25 0.817 0,183 4 0,729 0,271
108 18 0.817 0,183 1 0,729 0,271
120 0 0.817 0,183 0 0,729 0,271

Valor de p (Log Rank) 0,401

HR (Hazard Ratio) 1,406

IC (95%)** (0,593; 3,643)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**C (95%) 1 Intervalo de Confiangca a 95% para o HR

No entanto, apesar de ndo atingiram significado estatistico para p<0,05 na analise de
Kaplan-Meier, em termos descritivos, os resultados mostram que no grupo de doentes
sem expressao de CK5/6 (n=121) a incidéncia cumulativa de recorréncia € menor que
para os doentes com expressdo de CK5/6 (n=26), respetivamente 18% e 27%,
sugerindo que a expressao de CK5/6 pelas células tumorais podera aumentar o risco
de progresséo da doenca.
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Figura 57 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progressao considerando
a expressao de CK5/6.

5.6.3.13- CK 20

No padrao de expressao de CK20 nas células tumorais consideramos dois grupos: com

expressao do biomarcador e sem expressao do biomarcador.

Quando consideramos a influéncia da expressdo de CK 20 no tempo até a progressao
na andlise de Kaplan Meier (tabela 53), verificamos a existéncia de diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos comparativos.

A expressdo do CK20 (n=38) nas células neoplasicas estéa associado a uma proporcao
de incidéncia cumulativa de progressédo da doenca de 37,5% enquanto o grupo dos
doentes cujo tumor ndo expressa CK20 (n=109) apresentam uma propor¢cdo de
incidéncia cumulativa de 13,7% [p<0,001, hazard ratio de 3,46, IC 95% (1,623; 7,378)].
Estes resultados sugerem gue 0 a expresséo de CK20 pelas células tumorais é um fator

de risco para a progressdo do CUBNMI, com uma magnitude acrescida de 3,4 vezes.
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Tabela 53 - Andlise de Kaplan-Meier da expressdo de CK 20 relativamente a progresséo

CK 20 CK 20
Sem expresséo (n= 109)* Com expresséo (n=38)
Tempo Doentes = Proporcdo de = Proporcao Doentes Propor¢éo Proporcgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia de em risco de de
cumulativa incidéncia sobrevivénci incidéncia
cumulativa a cumulativa | cumulativa
12 107 1,000 0,000 34 0,895 0,105
24 102 0,981 0,019 28 0,811 0,189
36 95 0,923 0,077 24 0,721 0,279
48 89 0,904 0,016 19 0,625 0,375
60 82 0.863 0,137 18 0,625 0,375
72 61 0.863 0,137 12 0,625 0,375
84 45 0.863 0,137 10 0,625 0,375
96 22 0.863 0,137 7 0,625 0,375
108 16 0.863 0,137 3 0,625 0,375
120 0 0.863 0,137 0 0,625 0,375
Valor de p (Log Rank) 0,001
HR (Hazard Ratio) 3,461

IC (95%)**

(1,623; 7,378)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacao na andlise de regressao de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 58 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.

A curva de sobrevivéncia cumulativa a progressao para o grupo sem expressao de CK20

apresenta uma descida lenta em contraste com a curva que representa 0 grupo com

expressao de CK20 que, ainda assim né&o atinge os 50%.
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Figura 58 - Comparac¢dao entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a progressao considerando
a expressao de CK20.
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5.6.3.14 - Fendtipo Molecular

Como anteriormente referido, o fenétipo molecular para o CBUNMI tem por base um
classificador molecular que utiliza a expressdo de dois biomarcadores, o CK5/6 e o
CK20, resultando em quatro fendtipos distintos: nulo,(©K20/CK56)  mjgtg, (CK20+/CK5/6+)
basal(CKZO-/CK5/6+) e |umina|.(CK20+/CK5/6-)

Como podemos observar na tabela 54 e nas curvas de sobrevivéncia representadas no
grafico da figura 59, o resultado da analise de Kaplan Meier efetuada mostra diferengas
estatisticamente significativas entre 0s grupos comparativos no tempo até a progressao
(p<0,001).

Nesta classificagdo do fenotipo molecular da CUNMIB o grupo comparador para a

regressdo de Cox é fendtipo nulo. (CK20-/CKS/E)

Os doentes com o f en -aprespntam finhautama deaihcwénclan =3 2)
cumulativa de progresséo da doenca de 41,5% [p=0,005, hazard ratio de 2,15, IC 95%

(1,189; 3,165)] enquanto os doentescom f en-ti po Abasal d (n=20) apre
de incidéncia cumulativa de progressédo da doenca de 20,5% [p=0,035, hazard ratio de

3,24, 1C 95% (1,085; 9,708)].

O resultado encontrado para o fen-tipo Amistoo
p<0,05, no entanto, em termos descritivos, observamos que a incidéncia cumulativa de
progressdodadoenca no fen-ti po fAmistoodo ( n=é6ncontddode 12 %,

para o fenétipo nulo que serve de categoria de referéncia para a anélise

Como se pode observar no grafico da figura 59, as curvas de sobrevivéncia a
progressao para os diferentes fenétipos moleculares nulo e misto apresentam uma
descida pouco acentuada. O fenétipo luminal apresenta a descida mais acentuada,
ainda assim, nunca ultrapassando os 50% e como tal ndo existindo tempo mediano de

sobrevivéncia.

Os fenoétipos moleculares luminal e basal tém um riscos acrescido de progressao em
comparacdo com o fendtipo molecular nulo, sendo estas diferencas estatisticamente

significativas.
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Tabela 54 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao fenotipica relativamente a progressao

FENOTIPO MOLECULAR

Tempo Nulo (n=89)* Misto (n=6) Basal (n=20) Luminal (n=32)
%5%) | Doentes [Proporeo de|Proporcso de py,. . | Proporcao de | Proporgao de | ooy [Proporgao del Proporgao de | oo | Proporgé de Proporgio de
em 1isco sobreV|ve_nC|a |nC|denc_|a em fisco sobreV|ve_nC|a |nC|denc_|a em fisco sobrevwe_n(:la |n(:|den(_:|a em fisco sobrevwe_n(:la |nC|den(_:|a
cumulativa | cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa | cumulativa
12 88 1,000 0,000 6 1,000 0,000 19 1,000 0,000 28 0,875 0,125
24 86 0,989 0,011 6 1,000 0,000 16 0,941 0,059 22 0,774 0,227
36 81 0,943 0,057 6 1,000 0,000 14 0,824 0,176 18 0,663 0,337
48 79 0,943 0,057 5 0,883 0,117 10 0,695 0,305 14 0,585 0,415
60 71 0,895 0,105 5 0,883 0,117 10 0,695 0,305 13 0,585 0,415
72 55 0,895 0,105 2 0,883 0,117 6 0,695 0,305 10 0,585 0,415
84 40 0,895 0,105 2 0,883 0,117 5 0,695 0,305 8 0,585 0,415
96 20 0,895 0,105 2 0,883 0,117 2 0,695 0,305 5 0,585 0,415
108 15 0,895 0,105 1 0,883 0,117 1 0,695 0,305 3 0,585 0,415
120 0 0,895 0,105 0 0,883 0,117 0 0,695 0,305 0 0,585 0,415
Valor de p (Log Rank) <0.001
HR (Hazard Ratio) 1,604 3,246 5,477

IC (95%)**

(0,203; 12,661)

(1,085; 9,708)

(2,299; 13,051)

Valor de p (Wald)

0,654

0,035

<0,001

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressao de Cox.

**|C(95%) 1 Intervalo de Confianga a 95% para o HR
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5.6.4 - Resumo da analise dos fatores de progndéstico nos resultados da

progressé&o tumoral

Na tabela 55 apresentamos os resultados mais importantes da analise da influéncia dos
fatores de prognéstico estudados relativamente a progresséo da doenca nos doentes
estudados. Os fatores de prognéstico com resultados estatisticamente significativos
(p<0,05), ou proximo de significado estatistico (p<0,10) estdo destacados e constituem

os fatores de progndéstico a integrar na analise multivariavel.

Tabela 55 - Resumo da andlise bivariavel face a progresséo tumoral

Variavel (fator de prognéstico) valor de p Hazard Ratio IC 95%**
(Log Rank)

Idade (<70anos*/ O70 anos) 0,150 1,726 (0,811; 3,674)
Sexo (M*/F) 0,062 0,041 (0,000; 7,620)
D.tumor(< 3 cm* / O3 cm) 0,162 1,827 (0,772; 4,324)
Estadio (Ta*/T1) <0,001 6,238 (2,851; 13,650)
Grau (baixo grau* / alto grau) <0,001 7,853 (3,166; 19,481)
Ki67 (< 20%* / ©20%) 0,006 2,987 (1,306; 6,830)
P53 (<20% /0 20 %) 0,823 0,886 (0,306; 2,563)
P21 (<5%/0 5 %) 0,226 1,735 (0,700; 4,298)
P27 (<25% /0 25 %) 0,947 1,026 (0,482; 2,183)
CiclinaD1 (< 25%* /O 25 %) 0,002 3,534 (1,490; 8,381)
CiclinaD3 (<25%*/ O 25 %) <0,001 6,174 (2,328; 16,372)
Caspases (sem expressao* / com expressao) 0,213 0,619 (0,287; 1,333)
Bax (sem expressao* / com expressao) 0,017 0,326 (0,123; 0,860)
Bcl-2 (sem expressdo* / com expressao) 0,019 0,412 (0,191, 0,888)
CD44 (sem expressao* / com expressao) 0,673 0,823 (0,332; 2,040)
ErbB-2 (sem expressao* / com expressao) 0,029 0,443 (0,208; 0,942)
CK 5/6 (sem expressao* / com expresséao) 0,401 1,406 (0,593; 3,643)
CK20 (sem expressao* / com expressao) 0,001 3,461 (1,623; 7,378)
Fenotipo (N*/M/B/L) *** <0,001 -- =

Nulo

Misto 0,654# 1,604 (0,203; 12,661)
Basal 0,035% 3,246 (1,085; 9,708)
Luminal <0,001# 5,477 (2,299; 13,051)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacgdo na analise de regressao de Cox.
**|C (95%) 1 Intervalo de Confiangca a 95% para o HR

*** Eenotipo: Nulo/Misto/ Basal/ Luminal

# valor de p (Wald)
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5.7 - Analise dos fatores de progndstico nos resultados da morte especifica

No proximo capitulo vamos proceder a andlise dos resultados das variaveis de
prognostico face a morte especifica, isto é, a causa direta da morte é a evolugao da
doenca neoplasica. Também neste capitulo utilizaremos a andlise de Kaplan Meier e a

regressao de Cox para determinar o hazard ratio com o grupo comparador.

Como nos capitulos anteriores, iniciaremos a nossa analise pelas variaveis
sociodemogréficas seguidas das varidveis histopatologicas e finalmente pelos

biomarcadores moleculares.

No final do capitulo apresentamos o resumo dos resultados relevantes com a indicacao
das variaveis que se revelaram estatisticamente significativas para p<0,05 e as variaveis

gue serdo integradas no modelo de analise multivariavel de Cox.

5.7.1 - Analise dos fatores de progndéstico sociodemograficos nos resultados da

morte especifica

5.7.1.1 -Idade

Com anteriormente, consideramos dois subgrupos de andlise: doentes com idade
inferior a 70 anos e doentes com idade igual ou superior a 70 anos na altura do

diagnéstico.

O resultado da analise de Kaplan Meier da influéncia da idade no tempo até a morte
especifica da doenca (tabela 56 e figura 60), mostra a existéncia de diferencas

estatisticamente significativas entre 0s grupos comparativos.

Os doentes com idade O 70 apopscio(da nddércia apr es en
cumulativa de morte especifica da doenca de 21,8% enquanto os doentescom i dade O

70 anos (n=83) apresentam uma taxa de incidéncia cumulativa de 9,4% [p=0,013,

hazard ratio de 3,02, IC 95% (1,203; 7,576)].

Estes resultados sugeremque a i dade O¢é umCatomde oisso para a morte

especifica da doengca com uma magnitude de 3 vezes.
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Tabela 56 - Andlise de Kaplan-Meier da idade face & morte especifica

Idade < 70 anos (n=83)* ldade O 70 anos
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporc¢éo Doentes Proporcéo de Proporcgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia @ deincidéncia = emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia

cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa

12 82 1,000 0,000 62 1,000 0,000
24 81 1,000 0,000 52 0,918 0,082
36 78 0,988 0,012 50 0,882 0,118
48 76 0,962 0,038 41 0,824 0,176
60 71 0,937 0,063 38 0.804 0,196
72 48 0,906 0,094 31 0.782 0,218
84 35 0,906 0,094 25 0.782 0,218
96 17 0,906 0,094 14 0.782 0,218
108 13 0,906 0,094 8 0.782 0,218
120 0 0,906 0,094 0 0.782 0,218

Valor de p (Log Rank) 0,013

HR (Hazard Ratio) 3,019

IC (95%)** (1,203; 7,576)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressdo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

As curvas de sobrevivéncia & morte especifica para ambos 0s grupos apresentam uma
descida pouco acentuada sem atingir os 50%, portanto, ndo se definindo tempo mediano

de sobrevivéncia.
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Figura 60 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com idade < 70 anos versus doentes
com idade O 70 anos face " morte espec?2fica

167



5.7.1.2 - Sexo

Na tabela 57 apresentamos os resultados da analise de sobrevivéncia (Kaplan Meier)
para os dois géneros. Da andlise de Kaplan Meier da influéncia do género no tempo até
a morte especifica ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre

0S grupos comparativos (p=0,112).

Salientamos que né&o foi registada qualquer caso de morte especifica da doenca nas

mulheres durante o periodo de observacao.

A proporcao de incidéncia cumulativa da morte especifica da doenga nos homens foi de

17,6%, ndo ocorrendo apos os 79 meses de observacao.

Tabela 57 - Andlise de Kaplan-Meier do sexo face a morte especifica

Masculino (n=130)* Feminino (n=17)
Tempo Doentes Propor¢do de | Proporcdo de  Doentes Proporgéo de Proporgéo
(meses) em risco sobrevivéncia incidéncia emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 129 1,000 0,000 15 1,000 0,000
24 119 0,961 0,039 14 1,000 0,000
36 115 0,937 0,063 14 1,000 0,000
48 103 0,894 0,106 14 1,000 0,000
60 97 0,868 0,132 12 1,000 0,000
72 73 0,838 0,162 10 1,000 0,000
84 53 0,824 0,176 7 1,000 0,000
96 27 0,824 0,176 4 1,000 0,000
108 19 0,824 0,176 2 1,000 0,000
120 0 0,824 0,176 1 1,000 0,000
Valor de p (Log Rank) 0,112
HR (Hazard Ratio) 0,042
IC (95%)** (0,000; 18,664)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

Também em relacdo a influéncia do género no tempo até a morte especifica, com se
pode observar no grafico da figura 61, as curvas de sobrevivéncia a morte especifica
para ambos 0s grupos apresentam uma descida pouco acentuada sem atingir os 50%,

portanto, ndo se definindo tempo mediano de sobrevivéncia.
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Figura 61 - Comparagédo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do sexo masculino vs doentes do
sexo feminino face a morte especifica da doenca

5.7.2 - Analise dos fatores de progndstico clinico-patolégicos nos resultados da

morte especifica

5.7.2.1 - Diametro tumoral

Como anteriormente, consideramos dois grupos de analise: doentes com tumor inferior

a 3 centimetros e doentes com tumor maior ou igual a 3 centimetros.

A andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia da dimenséo do tumor vesical observado
no tempo até a morte especifica da doenca (tabela 58 e figura 62), mostra a existéncia

de diferencas estatisticamente significativas (p=0,028) entre os grupos comparativos.

Os doentesnosquais se verificou uma di mens«o do
sobrevivéncia com uma taxa de incidéncia cumulativa da morte especifica pela doenca
de 21% enquanto de doentes com tumor < 3 cm apresenta uma taxa de incidéncia
cumulativa de 6,4% [p=0,028, hazard ratio de 3,62, IC 95% (1,060; 12,355)]. Estes
resultados sugeremqueu ma di mens « o d éunifatande riscapara a neorte

especifica pela doenga com uma magnitude acrescida de 3,6 vezes.
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Tabela 58 - Andlise de Kaplan-Meier do didmetro tumoral face & morte especifica

Tumor < 3 cm (n=51)*

Tempo Doentes Proporgéo de Proporc¢éo
(meses) emrisco = sobrevivéncia | de incidéncia
cumulativa cumulativa
12 50 1,000 0,000
24 50 1,000 0,000
36 50 1,000 0,000
48 48 0,980 0,020
60 44 0,959 0,041
72 30 0,936 0,064
84 25 0,936 0,064
96 12 0,936 0,064
108 7 0,936 0,064
120 0 0,936 0,064

Valor de p (Log Rank)
HR (Hazard Ratio)
IC (95%)**

Tumor O 3 c¢cm (n:=
Doentes Proporgéo de Proporgéo
em risco sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa
94 1,000 0.000
82 0,946 0,054
78 0,911 0,089
69 0,862 0,138
65 0.837 0,163
49 0.808 0,192
35 0.789 0,211
19 0.789 0,211
14 0.789 0,211
0 0.789 0,211
0,028
3,619

(1,060; 12,355)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na analise de regressao de Cox.

**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

As curvas de sobrevivéncia a morte especifica para ambos 0s grupos apresentam uma

descida pouco acentuada sem atingir os 50%, portanto, ndo se definindo tempo mediano

de sobrevivéncia.
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Figura 62 - Comparacdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a morte

considerando a dimensao tumoral
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5.7.2.2 - Estadio

Na tabela 59 e figura 63 apresentamos os valores da analise de Kaplan-Meier do estadio
tumoral (Classificacdo OMS 2016) relativamente a morte especifica da doenca. Como
anteriormente, consideramos dos grupos, os doentes com Ta e os doentes com T1

relativamente a ocorréncia de morte especifica pelo tumor.

Da andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia do estadio (Ta, T1) no tempo até a morte
especifica verificamos a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos comparativos (p<0,001).

Os doentes com T1 apresentam uma propor¢cdo de incidéncia cumulativa de morte
especifica pela doenca de 40% enquanto os doentes com Ta apresentam uma
propor¢cdo de incidéncia cumulativa de 7,1% [p<0,001, hazard ratio de 6,15, IC 95%
(2,453; 15,43)]. Estes resultados sugerem que o estadio T1 € um fator de risco para a
morte especifica pela doenca, com uma magnitude de 6 vezes quando comparado com

o estadio Ta.

Tabela 59 -Analise de Kaplan-Meier do estadio face a morte especifica

Ta (n=110)* T1 (n=37)
Tempo Doentes Proporgéo de Proporcéo Doentes Proporgéo de Proporgéo
(meses) em risco sobrevivéncia @ deincidéncia em risco sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 109 1,000 0,000 36 1,000 0.000
24 101 0,982 0,018 32 0,916 0,084
36 97 0,962 0,038 31 0,887 0,113
48 91 0,952 0,048 26 0,769 0,231
60 85 0,941 0,059 24 0.710 0,290
72 63 0,929 0,071 16 0.642 0,338
84 48 0,929 0,071 12 0.597 0,403
96 25 0,929 0,071 6 0.597 0,403
108 17 0,929 0,071 4 0.597 0,403
120 0 0,929 0,071 0 0.597 0,403
Valor de p (Log Rank) <0,001
HR (Hazard Ratio) 6,151
IC (95%)* (2,453; 15,427)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacgao na analise de regresséo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confiangca a 95% para o HR

As curvas de sobrevivéncia a morte especifica da doenga para ambos 0s grupos nunca

ultrapassando os 50% e como tal ndo existe tempo mediano de sobrevivéncia.
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Figura 63 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com estadio Ta versus T1 face &
morte especifica.

5.7.2.3 - Grau histolégico

Da analise de Kaplan Meier sobre a influéncia do grau histolégico observada no tempo
até a morte especifica pela doenca (tabela 60 e figura 64) verificamos a existéncia de

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos comparativos (p< 0,001).

Tabela 60 - Andlise de Kaplan-Meier do grau histologico relativamente a morte especifica

Baixo Grau (n=95)* Alto Grau (n=52)
Tempo Doentes Proporgéo de Proporcéo Doentes = Proporcéo de Proporgéo
(meses) emrisco | sobrevivéncia | de incidéncia | emrisco sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 94 1,000 0,000 51 1,000 0,000
24 91 1,000 0,000 44 0,901 0,099
36 85 0,977 0,023 43 0,880 0,120
48 81 0,977 0,023 36 0,773 0,223
60 75 0,965 0,035 34 0,730 0,270
72 55 0,952 0,048 24 0.681 0,319
84 40 0,952 0,048 20 0.650 0,350
96 22 0,952 0,048 9 0.650 0,350
108 15 0,952 0,048 6 0.650 0,350
120 0 0,952 0,048 0 0.650 0,350
Valor de p (Log Rank) <0,001
HR (Hazard Ratio) 8,263
IC (95%)** (2,762; 24,725)

*Categoria de referéncia/denominador da comparag&o na andlise de regressado de Cox.
**|C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Os doentes com tumor de alto grau apresentam uma proporcao de incidéncia cumulativa
de morte especifica da doenca de 35% enquanto os doentes com tumor de baixo grau
apresentam uma proporc¢éao de incidéncia cumulativa de 4,8% [p <0,001, hazard ratio de
8,26, IC 95% (2,76; 24,73)].

s

Estes resultados sugerem que o alto grau histolégico € um fator de risco para a
progressao do CUB, com uma magnitude de 8 vezes quando comparado com 0s
tumores de baixo grau. As curvas de sobrevivéncia a morte especifica da doenca para
ambos 0s grupos nunca ultrapassam os 50% e como tal ndo existe tempo mediano de

sobrevivéncia.
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Figura 64 - Comparacao entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com tumores de alto grau versus
doente com tumor de baixo grau histoldgico relativamente a morte especifica
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5.7.3 - Analise da expresséo dos biomarcadores moleculares nos resultados da

morte especifica

5.7.3.1 - Ki-67

Relativamente a expresséo de Ki-67, tendo em conta as duas categorias consideradas,

a andlise de Kaplan-Meier sobre a influéncia da expressao de Ki-67 observada no tempo

até a morte especifica (tabela 61), mostra a existéncia de diferengas estatisticamente

significativas entre os grupos comparativos.

Os doentes com expressdo de Ki-6 7 O 20% (n= 22) prapprcde deent am um
incidéncia cumulativa de recorréncia da doenca de 29% enquanto os doentes com

expressdo de Ki-67 < 20% (n= 125) apresentam uma propor¢do de incidéncia

cumulativa de 13,5% [p=0,025, hazard ratio de 2,845, IC 95% (1,092; 7,411)].

Tabela 61 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao do Ki-67 relativamente a morte especifica

Ki-67 Ki-67
Expressao < 20% (n=125)* Express«o O 20%
Tempo Doentes Proporgéo de Proporc¢éo Doentes = Proporcgéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia deincidéncia | emrisco = sobrevivéncia de incidéncia

cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa

12 123 1,000 0,000 21 1,000 0,000
24 116 0,984 0,016 17 0,864 0,136
36 112 0,967 0,037 16 0,813 0,207
48 102 0,931 0,069 15 0,762 0,238
60 95 0,912 0,088 14 0,711 0,289
72 70 0,880 0,120 9 0,711 0,289
84 52 0,865 0,135 8 0,711 0,289
96 26 0,865 0,135 5 0,711 0,289
108 17 0,865 0,135 4 0,711 0,289
120 0 0,865 0,135 0 0,711 0,289

Valor de p (Log Rank) 0,025

HR (Hazard Ratio) 2,845

IC (95%)** (1,092; 7,411)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**]C(95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

Como se pode observar na figura 65, as curvas de sobrevivéncia a morte especifica
para ambos 0s grupos apresentam uma descida pouco acentuada sem atingir os 50%,

portanto, ndo se definindo tempo mediano de sobrevivéncia.
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Figura 65 - Comparacgdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face & morte especifica
considerando a expresséo do Ki-67

5.7.3.2 - p53

Os resultados da analise de Kaplan Meier, considerando a expressao de p53 nas células
tumorais, utilizando o valor de cutoff de 20%, estédo representados na tabela 62 e no

gréafico da figura 66.

Da analise da influéncia da expressao de p53 no tempo até a morte especifica ndo se
encontraram diferencas estatisticamente significativas entre 0os grupos comparativos
(p=0,843).

Também, relativamente a incidéncia cumulativa da morte especifica da doencga, o valor
observado é semelhante para os dois grupos, situando-se nos 16% e 14%
respetivamente para o grupo dos doentes com tumores com expressao de p53 <20% e

para os doentes cujas células tumorais expressam o p53 acima dos 20%.
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Tabela 62 - Andlise de Kaplan-Meier da expressdo do p53 relativamente a morte especifica

p53 p53
Express&o < 20% (n=123)* Express«o O 20%
Tempo Doentes = Proporgéo de Proporgéo Doentes = Proporcéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia deincidéncia | emrisco = sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 121 1,000 0,000 24 1,000 0,000
24 112 0,967 0,033 21 0,958 0,042
36 107 0,941 0,059 21 0,958 0,042
48 98 0,905 0,095 19 0,910 0,090
60 90 0,877 0,133 19 0,910 0,090
72 66 0,854 0,146 14 0,863 0,137
84 48 0,838 0,162 12 0,863 0,137
96 24 0,838 0,162 7 0,863 0,137
108 15 0,838 0,162 6 0,863 0,137
120 0 0,838 0,162 0 0,863 0,137
Valor de p (Log Rank) 0,843
HR (Hazard Ratio) 0,884

IC (95%)**

(0,259; 3,017)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR

Como podemos observar no grafico da figura 59 as curvas de sobrevivéncia a morte
especifica sdo praticamente sobreponiveis objetivando a inexisténcia de diferencas

estatisticamente significativas na comparacgéo dos dois grupos em analise.
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Figura 66 - Comparacdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes face a morte especifica
considerando a expressdo do p53.
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5.7.3.3 - p21

Como anteriormente, para a analise da expressado de p21 consideramos dois grupos:
os doentes com tumores com expressao de p21<5% e os doentes cujas células tumorais
expressam p21 acima dos 5%.

Ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
comparativos (p=0,261) na andlise de Kaplan Meier da influéncia da expresséo de p21

no tempo até a morte especifica (p=0,261) (tabela 63 e figura 67).

\

Relativamente a incidéncia cumulativa da morte especifica da doenca, o valor
observado é de 18% para o grupo cuja expressao de p21 (n=100) é mais elevada e de
10% para o grupo com expressdo de p21<5%, embora esta diferenca ndo seja

estatisticamente significativa para p< 0,05.

Tabela 63 - Andlise de Kaplan-Meier da expressdo do p21 relativamente a morte especifica

p21 p21
Expressao < 5% (n=47)* Express«o O 5% |
Tempo Doentes Proporgéo de Proporcéo Doentes = Proporcgéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia = deincidéncia | emrisco sobrevivéncia @ de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 46 1,000 0,000 99 1,000 0,000
24 44 1,000 0,000 89 0,949 0,051
36 42 0,977 0,023 86 0,928 0,072
48 35 0,926 0,074 82 0,895 0,105
60 34 0,926 0,074 75 0,862 0,158
72 25 0.898 0,102 55 0,836 0,164
84 20 0.898 0,102 40 0,817 0,183
96 8 0.898 0,102 23 0,817 0,183
108 6 0.898 0,102 15 0,817 0,183
120 0 0.898 0,102 0 0,817 0,183
Valor de p (Log Rank) 0,261
HR (Hazard Ratio) 1,852
Intervalo de Confianga (95%)** (0,619; 5,539)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacdo na analise de regresséo de Cox.
**|C (95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

A expressao grafica do comportamento das curvas de sobrevivéncia a morte especifica
pode ser observada na figura 67, salientando-se uma descida pouco acentuada em

ambos 0s grupos comparativos.
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Figura 67 - Comparagao entre curvas de sobrevivéncia & morte especifica considerando a expresséo de p21.

5.7.3.4 - p27

Considerando a expresséao de p27, conforme anteriormente referido, os doentes foram

divididos em dois grupos comparativos utilizando um valor de cutoff de 25%.

Tabela 64 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao do p27 relativamente a morte especifica

p27 p27
Expressao < 25% (n=68)* Express«o O 25%
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporcgéo Doentes Proporcéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia @ deincidéncia @ emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia

cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa

12 67 1,000 0,000 78 1,000 0,000
24 66 1,000 0,000 67 0,935 0,065
36 62 0,970 0,030 66 0,921 0,079
48 58 0,923 0,074 59 0,891 0,119
60 53 0.891 0.109 55 0,860 0,140
72 37 0.849 0.151 42 0,860 0,140
84 26 0.849 0.151 34 0,837 0,163
96 15 0.849 0.151 16 0,837 0,163
108 9 0.849 0.151 12 0,837 0,163
120 0 0.849 0.151 0 0,837 0,163

Valor de p (Log Rank) 0,771

HR (Hazard Ratio) 1,139

IC (95%)** (0,472; 2,750)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacao na analise de regressao de Cox.
**|C (95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR
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O resultado da andlise de sobrevivéncia a morte especifica ndo mostra diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos comparativos (valor de p=0,771 no teste

de Log Rank na analise de Kaplan Meier) com se pode observar na tabela 64.

Como podemos observar no grafico da figura 68 as curvas de sobrevivéncia a morte
especifica sdo praticamente sobreponiveis e com uma descida pouco acentuada,
objetivando a inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas na comparacao

dos dois grupos em analise.
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Figura 68 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia a morte especifica considerando a expressao
de p27.

5.7.3.5- Ciclina D1

A analise de sobrevivéncia a morte especifica pelo método de Kaplan-Meier, utilizando
um cutoff de 25% na expressado da ciclina D1 pelas células tumorais, verificamos a
existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos comparativos
(tabela 65).

O grupo de doentes com expressisoda ciclina D10 25% (a= 15) a
proporcdo de incidéncia cumulativa de morte especifica da doenca de cerca de 45%,
enquanto o grupo com expressao de ciclina D1 <25% (n=132) apresentam proporcao
de incidéncia cumulativa de 12% [p=0,003, hazard ratio de 3,86, IC 95% (1,461; 9,913)].

Estes resultados sugerem que uma express«o da
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tumorais € um fator de risco para a morte especifica do CUBNMI, com uma magnitude

de 3,86 vezes.

Tabela 65 - Analise de Kaplan-Meier da expressao do Ciclina D1 relativamente a morte especifica

Ciclina D1 CiclinaD1
Expressdo < 25% (n=132)* Express«o O 25%
Tempo Doentes Proporgéo de Proporcéo Doentes = Proporcéo de Proporgéo
(meses) em risco sobrevivéncia @ deincidéncia = emrisco sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 130 1,000 0,000 15 1,000 0,000
24 119 0,961 0,039 14 1,000 0,000
36 115 0,945 0,055 13 0,929 0,071
48 107 0,928 0,072 10 0,714 0,286
60 99 0.912 0,088 10 0,714 0,286
72 71 0.880 0,120 8 0,643 0,357
84 53 0.880 0,120 7 0,563 0,447
96 28 0.880 0,120 3 0,563 0,447
108 19 0.880 0,120 3 0,563 0,447
120 0 0.880 0,120 0 0,563 0,447
Valor de p (Log Rank) 0,003
HR (Hazard Ratio) 3,806
IC (95%)** (1,461; 9,913)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressé@o de Cox
**C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 69 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.
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Figura 69 - Comparacdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a morte especifica
considerando a expressdo da ciclina D1
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5.7.3.6 - Ciclina D3

Como ja descrito anteriormente utilizamos um cutoff de 25% na expresséo da ciclina D3

pelas células tumorais, constituindo dois grupos comparativos de analise.

Da andlise de Kaplan Meier sobre a influéncia da expressao da ciclina D3 no tempo até
a progressao verificamos a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre

0S grupos comparativos (tabela 66).

O grupo de doentes com express«o da <ciclina I
incidéncia cumulativa de progressao da doencga de cerca de 44%, enquanto 0 grupo

com expressao de ciclina D1<25% (n=138) apresentam uma incidéncia cumulativa de

17% [p<0,001, hazard ratio de 6,71, IC 95% (2,221, 20,252)].

Estes resultados sugerem que uma expressdo daci cl ina D3O 25% pel as
tumorais é um fator de risco para a progressdo do CUB, com uma magnitude de 6,7

vezes.

Tabela 66 - Andlise de Kaplan-Meier da expressédo do Ciclina D3 relativamente & morte especifica

Ciclina D3 Ciclina D3
Expressdo < 25% (n=138)* Express«o O 25%
Tempo Doentes Proporgéo de Proporcéo Doentes = Proporcéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia  deincidéncia | emrisco sobrevivéncia @ de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 136 1,000 0,000 8 1,000 0,000
24 129 0,992 0,037 4 0,556 0,444
36 124 0,969 0,107 4 0,556 0,444
48 113 0,929 0,146 4 0,556 0,444
60 105 0.904 0,171 4 0,556 0,444
72 77 0.875 0,171 2 0,556 0,444
84 59 0.862 0,171 1 0,556 0,444
96 30 0.862 0,171 1 0,556 0,444
108 20 0.862 0,171 1 0,556 0,444
120 0 0.862 0,171 0 0,556 0,444
Valor de p (Log Rank) <0,001
HR (Hazard Ratio) 6,706
IC (95%)** (2,221; 20,252)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C (95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no gréfico da figura 70 evidencia o resultado
estatisticamente significativo da andalise de Kaplan Meier: a curva de sobrevivéncia
cumulativa a morte especifica para o grupo com expressao da ciclina D3 <25%
apresenta uma descida lenta em contraste com a curva gque representa 0 grupo com

express«o da ciclina D30 25% que atinge os 44%.
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Figura 70 - Comparacéao entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face & morte especifica considerando
a expressdo da ciclina D3

5.7.3.7 - Bax

Relativamente a expressao de Bax nas células tumorais, seguindo a metodologia ja
descrita, consideram-se dois grupos de analise comparativa: os doentes com tumores

com expressédo do biomarcador e sem expressao do biomarcador.

Também, apés a analise de Kaplan Meier sobre a influéncia do padrao de expressao de
Bax no tempo até a morte especifica, verificamos a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos comparativos (p=0,019) (tabela 67 e
figura 71).

Os doentes sem expresséo de Bax (n=89), apresentam uma incidéncia cumulativa de
morte especifica da doenca de 22% enquanto o grupo com expressao de Bax (n=58)
apresentam uma incidéncia cumulativa de 6,4% [p=0,019, hazard ratio de 0,257, IC
95%(0,075; 0,877)].

Estes resultados sugerem que a nao expressao de Bax pelas células tumorais € um
fator de risco para a progressdo do CUNMIB, com uma magnitude acrescida de 4 vezes.
A expressdo de Bax pelas células tumorais € um fator de protecdo de morte especifica

com uma reducgéo de hazard relativo de 74%.
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Tabela 67 - Andlise de Kaplan-Meier da expressdo de Bax relativamente a morte especifica

Bax Bax
Sem expressédo (n= 89)* Com expressao (n=58)
Tempo Doentes Proporc¢éo de Proporc¢éo Doentes = Proporcéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia deincidéncia | emrisco = sobrevivéncia de incidéncia

cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa

12 87 1,000 0,000 57 1,000 0,000
24 80 0,954 0,046 53 0,982 0,018
36 76 0,918 0,082 52 0,982 0,018
48 69 0,869 0,131 48 0,962 0,038
60 64 0.831 0,169 45 0,962 0,038
72 45 0.804 0,196 34 0,936 0,064
84 34 0.783 0,217 26 0,936 0,064
96 13 0.783 0,217 18 0,936 0,064
108 8 0.783 0,217 13 0,936 0,064
120 0 0.783 0,217 0 0,936 0,064

Valor de p (Log Rank) 0,019

HR (Hazard Ratio) 0,257

IC (95%)* (0,075; 0,877)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**|C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 71 - Analise de Kaplan-Meier da expresséo de Bax relativamente a morte especifica
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5.7.3.8 - Bcl-2

Também para este biomarcador molecular consideramos dois grupos de analise
comparativa: os doentes com tumores com expressao do biomarcador e sem expressao

do biomarcador.

Da analise de Kaplan Meier sobre a influéncia do padrdo de expressao do Bcl-2 no
tempo até a ocorréncia de morte especifica pela doenca, encontramos diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos comparativos (p=0,014) (tabela 68 e

figura 72).

Nos doentes sem expressdo de Bcl-2 (n=60), a incidéncia cumulativa de morte
especifica pela doenca de 24% enquanto o grupo com expressao de Bcl-2 (n=87),
apresentam uma incidéncia cumulativa de 7,7% [p=0,014, hazard ratio de 0,334, IC 95%
(0,133; 0,838)].

Tabela 68 - Andlise de Kaplan-Meier da expressédo de Bcl-2 relativamente a morte especifica

Bcl-2 Bcl-2
Sem expresséo (n= 60)* Com expressao (n=87)
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporgéo Doentes = Proporcgédo de Proporgéo
(meses) em risco sobrevivéncia = de incidéncia emrisco sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 58 1,000 0,000 86 1,000 0,000
24 52 0,931 0,069 81 0,988 0,024
36 48 0,887 0,113 80 0,988 0,072
48 45 0,858 0,142 72 0,937 0,023
60 41 0.801 0,199 68 0,937 0,023
72 28 0.755 0,245 51 0,923 0,077
84 21 0.755 0,245 39 0,923 0,077
96 12 0.755 0,245 19 0,923 0,077
108 8 0.755 0,245 13 0,923 0,077
120 0 0.755 0,245 0 0,923 0,077
Valor de p (Log Rank) 0,014
HR (Hazard Ratio) 0,334
IC (95%)** (0,133; 0,838)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacdo na analise de regressao de Cox.
**C (95%) 1 Intervalo de Confianga a 95% para o HR

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 72 evidencia o resultado
estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.

Estes resultados sugerem que auséncia de expressao de Bcl-2 pelas células tumorais
€ um fator de risco para a progressdo do CUNMIB, com uma magnitude acrescida de 3
vezes. A expressao de Bcl-2 pelas células tumorais é um fator de prote¢cdo de morte

especifica com uma reducado de hazard relativo de 67 %.
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Figura 72 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a morte especifica considerando
a expresséao de Bcl-2.

5.7.3.9 - Caspase 3

Analisa-se a expressdo das caspases nas células tumorais considerando dois grupos:

com expresséo do biomarcador e sem expressao do biomarcador.

Na tabela 69 e na figura 73 observamos os resultados da expresséo diferencial das
caspases nos grupos comparativos face a morte especifica da doenca. Ndo se
encontraram diferencas estatisticamente significativas resultantes da analise de Kaplan

Meier.

Também valor observado é semelhante para os dois grupos, situando-se nos 15% e
17% respetivamente grupo dos doentes com tumores com expressdo de caspases e

sem expresséao de caspases.

Como podemos observar, as curvas de sobrevivéncia a morte especifica da doenca sao
praticamente sobreponiveis e com uma descida pouco acentuada, refletindo a

incidéncia cumulativa de morte especifica da doenca.
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Tabela 69 - Andlise de Kaplan-Meier da expresséo das caspases relativamente a morte especifica

Caspase 3
Sem expresséo (n= 71)*

Caspase 3
Com expressao (n=76)

Tempo Doentes Proporgéo de Proporc¢éo Doentes = Proporgéo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia deincidéncia | emrisco = sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 70 1,000 0,000 75 1,000 0,000
24 64 0,971 0.029 69 0,960 0.040
36 61 0,926 0.034 67 0,960 0,404
48 57 0,880 0.120 60 0,930 0,070
60 51 0.833 0.167 58 0,930 0,070
72 39 0.833 0.167 40 0,875 0,125
84 27 0.833 0.167 33 0,851 0,149
96 12 0.833 0.167 19 0,851 0,149
108 8 0.833 0.167 13 0,851 0,149
120 0 0.833 0.167 0 0,851 0,149
Valor de p (Log Rank) 0,536
HR (Hazard Ratio) 0,758
IC (95%)** (0,314; 1,830)
*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressao de Cox.
**C (95%) 1 Intervalo de Confianga a 95% para o HR
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Figura 73 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes com expresséo de caspases versus
doentes sem expresséo de caspases face a morte especifica.
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5.7.3.10- CD 44

Da andlise de Kaplan Meier da influéncia da expressdo de CD 44 no tempo até a

progressao (tabela 70 e figura 74), ndo se encontraram diferencas estatisticamente

significativas (p=0,993) entre os grupos comparativos.

Tabela 70 1 Analise de Kaplan-Meier da expressédo de CD44 relativamente a morte especifica

CD44 CDh44
Sem expresséo (n= 107)* Com expresséo (n=40)
Tempo Doentes Proporcdo de = Proporcdo de Doentes @ Proporcdo de Proporgéo
(meses) em risco sobrevivéncia incidéncia emrisco = sobrevivéncia = de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 106 1,000 0,000 39 1,000 0,000
24 100 0,962 0,038 33 0,973 0,054
36 96 0,943 0,057 32 0,943 0,113
48 88 0,912 0,088 29 0,883 0,143
60 82 0.892 0,108 27 0,852 0,148
72 61 0.856 0,144 17 0,852 0,148
84 48 0.839 0,161 12 0,852 0,148
96 21 0.839 0,161 10 0,852 0,148
108 15 0.839 0,161 6 0,852 0,148
120 0 0.839 0,161 0 0,852 0,148
Valor de p (Log Rank) 0,993
HR (Hazard Ratio) 0,996

IC (95%)**

(0,362; 2,741)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacdo na analise de regresséo de Cox.

**|C (95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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Figura 74 - Comparacdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a morte especifica
considerando a expressédo de CD44.
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Relativamente a incidéncia cumulativa da morte especifica da doenca, o valor
observado para ambos os grupos € equivalente, aspeto que se evidencia no gréafico da
figura 66 em que as curvas de sobrevivéncia cumulativa & morte especifica da doenga

sdo praticamente coincidentes.

5.7.3.11 - ErbB-2/HER2

A expressdo do biomarcador ErbB-2 pelas células tumorais distingue dois grupos: com

expressao do biomarcador e sem expressao do biomarcador.

Da analise de Kaplan Meier da influéncia da expresséo do ErbB-2 no tempo até a morte
especifica (tabela 71 e figura 75), encontramos diferencas estatisticamente significativas

entre os grupos comparativos (p=0,039).

Nos doentes sem expressédo de ErbB-2 (n=43), a incidéncia cumulativa da ocorréncia
de morte especifica da doenga é de 25%, enquanto o grupo com expresséao de ErbB-2
(n=104), apresentam um valor de 12% [p=0,039, hazard ratio de 0,410, IC 95% (0,208;
0,942)]

Tabela 71 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao de ErbB-2 relativamente a morte especifica

ErbB-2 ErbB-2
Sem expresséo (n= 43)* Com expressao (n=104)
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporcéo Doentes = Proporcéo de Proporgéo
(meses) emrisco | sobrevivéncia | de incidéncia | emrisco sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 42 1,000 0,000 102 1,000 0,000
24 39 0,907 0,093 94 0,990 0,010
36 37 0,884 0,116 91 0,969 0.031
48 33 0,811 0,189 84 0,946 0,054
60 31 0.811 0,189 78 0,912 0,088
72 24 0.751 0,249 55 0,900 0,100
84 19 0.751 0,249 41 0,881 0,119
96 10 0.751 0,249 24 0,881 0,119
108 4 0.751 0,249 17 0,881 0,119
120 0 0.751 0,249 0 0,881 0,119
Valor de p (Log Rank) 0,039
HR (Hazard Ratio) 0,410
IC (95%)** (0,171; 0,986)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacgdo na analise de regressao de Cox.
**|C (95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR

Estes resultados sugerem que a auséncia de expressdo de ErbB-2 pelas células
tumorais € um fator de risco para a morte especifica do CUNMIB, com uma magnitude

acrescido de 2,5 vezes.
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A expressdo de ErbB-2 pelas células tumorais é um fator de protecdo de morte

especifica com uma reducédo de hazard relativo de 59%.

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 75 evidencia o resultado

estatisticamente significativo da analise de Kaplan Meier.

A curva de sobrevivéncia cumulativa & morte especifica pela doenca tem uma descida
pouco acentuada particularmente no grupo com expressao de ErbB-2, ainda assim,
nunca ultrapassando os 50% em ambos 0s grupos e como tal ndo existindo tempo

mediano de sobrevivéncia.
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Figura 75 - Comparacdo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a morte especifica
considerando a expresséo de ErbB-2.

5.7.3.12 - CK 5/6

Também na andlise da expressdo do biomarcador CK5/6 nas células tumorais
consideramos dois grupos: com expressdo do biomarcador e sem expressdo do

biomarcador.

Da andlise de Kaplan Meier da influéncia da expressao de CK5/6 no tempo até a morte
especifica (tabela 72 e figura 76), ndo encontramos diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos comparativos (p=0,643).
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Tabela 72 - Andlise de Kaplan-Meier da expressao de CK 5/6 relativamente a morte especifica

CK 5/6 CK 5/6
Sem expressao (n= 121)* Com expressao (n=26)
Tempo Doentes Propor¢éo de Proporcgéo Doentes = Proporcgédo de Proporgéo
(meses) emrisco = sobrevivéncia deincidéncia | emrisco sobrevivéncia de incidéncia

cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa

12 120 1,000 0,000 25 1,000 0,000
24 110 0,958 0,042 23 1,000 0,000
36 106 0,941 0,059 22 0,957 0,043
48 99 0,913 0,087 18 0,861 0,139
60 92 0.895 0,105 17 0,813 0,187
72 69 0.862 0,138 10 0,813 0,187
84 51 0.847 0,153 9 0,813 0,187
96 25 0.847 0,153 6 0,813 0,187
108 18 0.847 0,153 4 0,813 0,187
120 0 0.847 0,153 0 0,813 0,187

Valor de p (Log Rank) 0,643

HR (Hazard Ratio) 1,294

IC (95%)** (0,432; 3,872)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**|C (95%) 1 Intervalo de Confianga a 95% para o HR

A incidéncia cumulativa da morte especifica da doenca que se observa para ambos os
grupos é equivalente com as curvas de sobrevivéncia cumulativa praticamente

coincidentes.
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Figura 76 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a morte especifica considerando
a expressao de CK5/6

190



5.7.3.13-CK 20

O padréo de expressdo de CK20 nas células tumorais diferencia dois grupos: com

expressao do biomarcador e sem expressao do biomarcador.

Quando consideramos a influéncia da expressao de CK 20 no tempo até a progressao
na andlise de Kaplan Meier (tabela 73), verificamos a existéncia de diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos comparativos.

A expressdo do CK20 (n=38) nas células neoplasicas estd associado a uma taxa de
incidéncia cumulativa de progresséo da doenca de 36% enquanto o grupo dos doentes
cujo tumor ndo expressa CK20 (n=109) apresentam uma taxa de incidéncia cumulativa
de 8,1% [p<0,001, hazard ratio de 4,3, IC 95% (1,778; 10,381)].

Tabela 73 - Andlise de Kaplan-Meier da expressdo de CK 20 relativamente a morte especifica

CK 20 CK 20
Sem expresséao (n= 109)* Com expressao (n=38)
Tempo Doentes Proporgéo de Proporc¢éo Doentes = Proporcéo de Proporgéo
(meses) em risco sobrevivéncia deincidéncia = em risco @ sobrevivéncia de incidéncia
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa
12 107 1,000 0,000 38 1,000 0,000
24 104 1,000 0,000 29 0,866 0,154
36 99 0,971 0,029 29 0,866 0,154
48 93 0,951 0,049 24 0,770 0,230
60 86 0.920 0,080 23 0,770 0,230
72 64 0.909 0,081 15 0,695 0,305
84 48 0.909 0,081 12 0,642 0,358
96 23 0.909 0,081 8 0,642 0,358
108 17 0.909 0,081 4 0,642 0,358
120 0 0.909 0,081 0 0,642 0,358
Valor de p (Log Rank) <0,001
HR (Hazard Ratio) 4,296
IC (95%)** (1,778; 10,381)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacgdo na analise de regressao de Cox.
**|C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR

Estes resultados sugerem que a expresséo de CK20 pelas células tumorais é um fator

de risco para a progressdo do CUBNMI, com uma magnitude acrescida de 4,3 vezes.

A observacao das curvas de sobrevivéncia no grafico da figura 77 evidencia o resultado

estatisticamente significativo obtido através da analise de Kaplan Meier.
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Figura 77 - Comparacéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face & morte especifica considerando
a expresséo de CK20

5.7.3.14 - Fendtipo Molecular

Como podemos observar na tabela 74 e nas curvas de sobrevivéncia representadas no
gréfico da figura 78, o resultado da analise de Kaplan Meier efetuada mostra diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos comparativos no tempo até a morte
especifica (p<0,001). Como anteriormente, na classificacdo do fendtipo molecular do

CUNMIB o grupo comparador para a regressédo de Cox é fenétipo nulo.

Os doentes com o fen-tipo 0lpuoporcéoade idcidgnoia=32) apr
cumulativa de morte especifica da doenca de 43% versus 6, 1% do fen-ti po Anul
[p<0,005, hazard ratio de 8,49; IC 95% (2,299; 13,051)] enquanto os doentes com
fen-tipo fibasal 0 ( mo®EJo daipcidéndaccurulativa da mate
especifica da doenca de 26,1% [p=0,021, hazard ratio de 4,70; IC 95% (2,942; 24,494)].

Oresultadoencont rado para o f en-ignifigado edlatistico paca® n«o at i
<0,05, no entanto, em termos descritivos, observamos que a incidéncia cumulativa de
morte especificada doen- a no fen-tipo fAnulod (n=89)

expressao do fendtipo misto ndo se verificaram 6bitos especificamente pela doenca.
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Tabela 74 - Analise de Kaplan-Meier da expressao fenotipica relativamente a morte especifica

FENOTIPO MOLECULAR

Tempo Nulo (n=89)* Misto (n=6) Basal (n=20) Luminal (n=32)
(meses) Doentes | Proporcéo de | Proporgao de | o |Proporcdo de| Proporgéo de | . |Proporcao de|Proporcdo de| , . Proporcéo de|Proporco de
em risco sobreV|ve_nC|a |nC|denc_:|a em risco sobreV|ve_nC|a |nC|den(_:|a em risco sobreV|ve_nC|a |nC|den(_:|a em risco sobreV|ve_nC|a |nC|denc_|a
cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa cumulativa | cumulativa cumulativa | cumulativa
12 88 1,000 0,000 6 1,000 0,000 19 1,000 0,000 28 1,000 0,000
24 87 1,000 0,000 6 1,000 0,000 17 1,000 0,000 23 0,840 0,160
36 84 0,977 0,023 6 1,000 0,000 16 0,941 0,059 23 0,840 0,160
48 81 0,977 0,023 6 1,000 0,000 12 0,807 0,193 18 0,720 0,280
60 75 0,952 0,048 6 1,000 0,000 11 0,739 0,261 17 0,720 0,280
72 57 0,939 0,061 3 1,000 0,000 7 0,739 0,261 12 0,629 0,371
84 42 0,939 0,061 3 1,000 0,000 6 0,739 0,261 9 0,567 0,433
96 20 0,939 0,061 3 1,000 0,000 3 0,739 0,261 5 0,567 0,433
108 15 0,939 0,061 1 1,000 0,000 2 0,739 0,261 3 0,567 0,433
120 0 0,939 0,061 0 1,000 0,000 0 0,739 0,261 0 0,567 0,433
Valor de p (Log Rank) <0.001
HR (Hazard Ratio) 4,705 8,488

IC (95%)**

(2,942; 24.494)

(2,299; 13,051)

Valor de p (Wald)

0,021

<0,001

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na analise de regressao de Cox.
**|C (95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR



Como se pode observar no grafico da figura 78, as curvas de sobrevivéncia a morte

especifica para os diferentes fenétipos moleculares nulo e misto apresentam uma

descida pouco acentuada. O fendétipo luminal apresenta a descida mais acentuada,

ainda assim, nunca ultrapassando os 50%.

O fendtipo luminal apresenta casos de morte especifica pela doenca mais precoce,

antes dos 24 meses apoés o diagndstico.

1,0

0,5

0,56

0,4

Sobrevivéncia cumulativa

0,2

0,0

ey
S H

LT

- —

Hias!

I I
o] 20 40 [=n} a0 100 120

meses

FENOTIPO

—Nulo
T Misto
Basal
~ILuminal
—t—Mulo-censurado
t—Misto-censuradao
Basal-censurado
~—+—Luminal-censurado

Figura 78 - Comparagéo entre curvas de sobrevivéncia dos doentes do face a morte especifica considerando
o fendtipo molecular.
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5.7.4 - Resumo da analise dos fatores de progndstico nos resultados da morte

especifica

Paralelamente ao que foi feito para a recorréncia, na tabela 75 apresentamos o0s
resultados mais importantes da andlise da influéncia dos fatores de prognéstico
estudados relativamente a recorréncia da doencas nos doentes estudados. Os fatores
de prognéstico com resultados estatisticamente significativos (p<0,05), ou préximo de
significado estatistico (p<0,10) estao destacados e constituem os fatores de prognéstico

a integrar na analise multivariavel.

Tabela 75 - Resumo da analise bivariavel face a morte especifica

Variavel (fator de prognéstico) valor de p Hazard Ratio IC 95%**
(Log Rank)

ldade (<70 anos* [/ O7I 0,013 3,019 (1,203; 7,576)
Sexo (M*/F) 0,112 0,042 (0,000; 18,664)
D. tumor (< 3 cm* /| O 0,028 3,619 (1,060; 12,355)
Estadio (Ta*/T1) <0,001 6,151 (2,453; 15,427)
Grau (baixo grau* / alto grau) <0,001 8,263 (2,762; 24,725)
Ki67 (< 20%* / ©20%) 0,025 2,845 (1,092; 7,411)
P53 (<20%* O 20 %) 0,843 0,884 (0,259; 3,017)
P21 (<5%/0 5 %) 0,261 1,852 (0,619; 5,539)
P27 (<25%* /O 25 %) 0,771 1,139 (0,472; 2,750)
CiclinaD1 (<25%*/ O 2 5 %) 0,003 3,806 (1,461; 9,913)
CiclinaD3 (<25% * O 2 5 %) <0,001 6,706 (2,221; 20,252)
Caspases (sem expresséo* / com expresséo) 0,536 0,758 (0,314; 1,830)
Bax (sem expressao* / com expressao) 0,019 0,257 (0,075; 0,877)
Bcl-2 (sem expressao* / com expresséao) 0,014 0,334 (0,133; 0,838)
CD44 (sem expressao*/ com expresséao) 0,993 0,996 (0,362; 2,741)
ErbB-2 (sem expresséo* / com expressao) 0,039 0,410 (0,171; 0,986)
CK 5/6 (sem expressao* / com expressao) 0,643 1,294 (0,432; 3,872)
CK20 (sem expressdo* / com expressao) <0,001 4,296 (1,778; 10,381)
Fendtipo (N*/M/B/L)*** <0,001 -- --

Nulo*

Misto 0,985* ——--
Basal 0,021* 4,705 (1,261; 17,550)
Luminal <0,001# 8,488 (2,942; 24,494)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.
**|C (95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR

*** Fenotipo: Nulo/Misto/ Basal/ Luminal

# valor de p (Wald)
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5.8 - Resultados da analise de regressédo de Cox multivariavel

Os fatores de prognostico a serem incluidos no modelo multivariavel resultaram da
selecdo apoiada em critérios estatisticos da analise bivariavel. Assim, foram incluidas
no modelo multivaridvel as variaveis estatisticamente significativas (p <0,05) ou com um
valor p préximo do significado estatistico (p<0,10) de acordo com a sua importancia na

investigacao.

Nas tabelas 76, 78 e 80 apresentamos 0s resultados mais importantes da andlise da
influéncia dos fatores de prognéstico com resultados estatisticamente significativos
(p<0,05), ou préximo de significado estatistico (p<0,10), relativamente a recorréncia,
progressdao e morte especifica respetivamente. Dentro do grupo de fatores de
prognéstico com resultado estatisticamente significativo (ou préximo de atingir
significado estatistico), excluimos os fatores de progndstico com resultados estatisticos
sugestivos de colinearidade com outros fatores de progndstico selecionados para
andlise multivariavel. As colinearidades face aos resultados estatisticos da analise
bivariavel surgiram entre a expresséo dos biomarcadores CK 5/6, CK 20 e a expressao
da variavel fenotipo molecular por nés introduzida com base na expressao destes dois
biomarcadores. Assim, decidimos incluir na analise multivariavel o fenétipo molecular e
excluir a expressdo dos biomarcadores CK 5/6 e CK 20 individualmente ainda que

estatisticamente significativos.

Na analise multivariavel utilizamos a analise de regressdo mdultipla de Cox com
aplicacdo do método i B a ¢ k wetimindnido-se em cada i p a sasvariével com o maior
valor de p até atingir um valor de p< 0,05 para todas as variaveis. Os resultados assim
obtidos, através deste modelo multivariavel, resultam no maior nimero de fatores de
prognostico estatisticamente significativos apds ajustamento para os outros fatores de
prognéstico, resultando na selecdo dos fatores de progndstico estatisticamente mais

importantes e, possivelmente, com maior relevancia clinica.

5.8.1 - Andlise de regressao de Cox multivariavel dos fatores de prognéstico na

recorréncia tumoral

Deste modo, as variaveis selecionadas para analise multivariavel relativamente a
recorréncia foram o didmetro do tumor, estadio, grau histoldgico, Ki-67, ciclina D1, Bax

e Fendtipo molecular, estatisticamente significativas para p< 0,05 (tabela 76).
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Os resultados destas varidveis selecionadas relativamente a recorréncia tumoral
sugerem com significado estatistico (p<0,05) (ou com tendéncia para significado
estatistico) que os doentes com tumores maiores que trés centimetros tém pior
prognostico, o estadio T1 tem pior progndstico, os doentes com tumor de alto grau tém
2 0 %)

na

pior prognostico, a expressdo aumentada de Ki-6 7 ( O

express«o aumentada de <cicli

molecular luminal tem pior prognéstico que o fenétipo nulo.

Tabela 76 - Resumo dos fatores de progndstico de maior relevancia para a analise multivariavel

da recorréncia

BN

tem @ior
D1 (O

expressao de Bax pelas células tumorais tem pior progndstico e finalmente o fenétipo

y o valor de p ]
Variavel (fator de progndstico) Hazard Ratio
(Log Rank)
D.tumor(<3 c¢cm* / O3 c¢m) 0,034 1,727
Estadio (Ta*/T1) 0,006 1,940
Grau (baixo grau* / alto grau) <0,001 2,382
Ki67 (<20%*/ O 2 0 %) 0,030 1,877
CiclinaD1 (<25%*/ 0 2 5 %) 0,008 2,240
Bax (sem expressao* / com expressao) 0,060 0,531
CK20 (sem expressao* / com expressao) 0,032 1,690
Fenotipo 0,029
Nulo* 1,000
Misto 0,536% 0,638
Basal 0,405# 1,344
Luminal 0,005* 2,145

IC 95%**

(1,031; 2,994)
(1,189; 3,165)
(1,502; 3,777)
(1,047; 3,367)
(1,202; 4,172)
(0,387; 1,029)
(1,035; 2,762)

(0,154; 2,644)
(0,670; 2,694)
(1,265; 3,637)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressédo de Cox.

**]C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR
# valor de p (Wald)

Os resultados da analise de regressdao multivariavel de Cox (tabela 77) refletem o
sentido da andlise bivariavel no que respeita as associa¢fes encontradas, dando
evidéncia estatistica ao facto dos CUBNMI de alto grau constituirem um fator de risco
para a recorréncia (HR=3,005; p<0,05), bem como o fenétipo molecular luminal que

representa igualmente um fator de risco para a recorréncia tumoral (HR=2,307; p<0,05).
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Tabela 77 - Analise de regressédo multipla de Cox para extragdo dos fatores de progndstico mais
relevantes para a recorréncia tumoral

. a Valor de p . IC (95,0%)**
Variavel (recorréncia) (Wald) Hazard Ratio Inferior | Superior

Grau (baixo grau* / alto grau) <0,001 3,005 1,820 4,962
Fendtipo molecular 0,004

Nulo* 1,000

Misto 0,286 0,459 0,110 1,917

Basall 0,402 0,730 0,349 1,526

Luminal 0,002 2,307 1,350 3,943

*Categoria de referéncia/denominador da comparacao na analise de regressao de Cox.
**|C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR

5.8.2 - Andlise de regressédo de Cox multivaridvel dos fatores de prognéstico na

progresséo tumoral

As variaveis selecionadas para a analise multivariada considerando a progressao
tumoral foram o sexo, o estadio, o grau histolégico, a expressao de Ki-67, a expressao

de ciclina D1, ciclina D3, Bax, Bcl-2, ErbB-2 e o fenétipo molecular (tabela 78).

Tabela 78 - Resumo dos fatores de prognéstico de maior relevancia para a analise multivariavel
da progresséo

) ) valor de p (Log Hazard
Variavel (fator de prognéstico) ) IC 95%**
Rank) Ratio
Sexo (M*/F) 0,062 0,041 (0,000; 7,620)
Estadio (Ta*/T1) <0,001 6,238 (2,851; 13,650)
Grau (baixo grau* / alto grau) <0,001 7,853 (3,166; 19,481)
Ki67 (<20%*/ O 2 0 %) 0,006 2,987 (1,306; 6,830)
CiclinaD1 (<25%* /O 25 %) 0,002 3,534 (1,490; 8,381)
CiclinaD3 (<25%*/ 0 2 5 %) <0,001 6,174 (2,328; 16,372)
Bax (sem expresséo* / com expressao) 0,017 0,326 (0,123; 0,860)
Bcl-2 (sem expressé@o* / com expresséo) 0,019 0,412 (0,191; 0,888)
ErbB-2 (sem expressdo* / com expressao) 0,029 0,443 (0,208; 0,942)
CK20 (sem expressdo* / com expressao) 0,001 3,461 (1,623; 7,378)
Fendtipo molecular <0,001
Nulo* 1,000
Misto 0,654# 1,604 (0,203; 12,661)
Basal 0,035% 3,246 (1,085; 9,708)
Luminal <0,001%# 5,477 (2,299; 13,051)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**C (95%) 1 Intervalo de Confianca a 95% para o HR
# valor de p (Wald)
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Os resultados das variaveis selecionadas relativamente a progressao tumoral sugerem
com significado estatistico (p<0,05) (ou com tendéncia para significado estatistico) que
as mulheres tém melhor prognostico que os homens, o estadio T1 tem pior prognéstico,

os doentes com tumor de alto grau tém pior prognostico, a expressdo aumentada de

cicinaD1( O 25%) tem pior progn-stic67 &§0e2pfdssem

pior progn-stico, a express«o aumentada
auséncia de expressédo de Bax pelas células tumorais tem pior progndstico, a auséncia
de expressédo de Bcl2 pelas células tumorais tem pior progndstico, a auséncia de
expressao de ErbB-2 pelas células tumorais tem pior prognéstico e finalmente o fenétipo

molecular luminal e basal tém pior prognéstico que o fen6tipo nulo.

Os resultados da analise de regressdo de Cox multivariavel (tabela 79) refletem o
sentido da analise bivariavel no que respeita ao sentido das associacfes encontradas
para a progressao tumoral.

Tabela 79 - Andlise de regresséo multipla de Cox para extracéo dos fatores de progndstico mais
relevantes para a progressao tumoral

L ~ Valor de p . IC (95,0%)**
Variavel (progresséo) (Wald) Hazard Ratio Inferior Superior

Grau (baixo grau* / alto grau) < 0,001 10,245 3,854 27,234
CiclinaD3 (<25%*/ O 2 5 %) 0,017 4,476 1,314 15,250
Bax (sem expressao* / com expresséao) 0,003 0,155 0,046 0,522
Bcl-2 (sem expressédo* / com expressao) 0,005 0,280 0,114 0,684
Fendtipo molecular < 0,001

Nulo* 1.000

Misto 0,082 8,591 0,760 97,065

Basal 0,006 6,271 1,715 22,936

Luminal < 0,001 15,981 5,652 46,003

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regressdo de Cox.
**C (95%) 1 Intervalo de Confiangca a 95% para o HR

Assim, ter um carcinoma urotelial de alto grau é um fator de risco para a progressao da
doenca (HR=10,2; p <0,05), a expressdo aumentada de ciclina D1 pelas células
tumorais ( O 2 &uih)fator de risco para a progressio da doenca (HR=4,5; p <0,05), a
expressao de do biomarcador Bax pelas células tumorais € um fator protetor da
progressao tumoral (HR=0,155; p <0,05), a expressao de do biomarcador Bcl2 pelas
células tumorais € um fator protetor da progressdo da doenca (HR=0,155; p<0,05), o
fen6tipo molecular basal é um fator de risco para a progressao tumoral (HR=6,3;
p<0,05), finalmente o fenétipo molecular luminal é um fator de risco para a progressao
tumoral (HR=16,0; p<0,05).
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5.8.3 - Andlise de regressdo de Cox multivariavel dos fatores de progndstico na

morte especifica

Relativamente a morte especifica da doenca, as variaveis selecionadas para a andlise
de regressdo de Cox multivariavel foram a idade, o didmetro tumoral, estadio, o grau
histologico, a expresséo de Ki-67, ciclina D1, ciclina D3, Bax, Bcl-2, ErbB-2 e o fenotipo

molecular (tabela 80).

Para a morte especifica pela doenca, os resultados das variaveis selecionadas
sugerem, com significado estatistico (p<0,05) (ou com tendéncia para significado
estatistico), que os doentes com idade superior a 70 anos tém pior progndstico, 0s
doentes com tumores maiores que trés centimetros tém pior progndstico, o estadio T1
tem pior progndstico, os doentes com tumor de alto grau tém pior progndstico, a
expressdo aumentadade Ki-6 7 ( O teInOpl) progndstico, a expressdo aumentada

de ciclina D1 ( O té@rb gioy progndstico, a expressdo aumentada de ciclina D3

Tabela 80 - Resumo dos fatores de progndstico de maior relevancia para a analise multivariavel
da morte especifica

. o valor de p )
Variavel (fator de progndstico) Hazard Ratio IC 95%**
(Log Rank)

ldade (<70 anos* [/ O7¢C 0,013 3,019 (1,203; 7,576)
D. tumor (< 3 cm* [ Ot 0,028 3,619 (1,060; 12,355)
Estadio (Ta*/T1) <0,001 6,151 (2,453; 15,427)
Grau (baixo grau* / alto grau) <0,001 8,263 (2,762; 24,725)
Ki67 (<20%*/ O 2 0 %) 0,025 2,845 (1,092; 7,411)
CiclinaD1 (<25%* /O 2 5 %) 0,003 3,806 (1,461; 9,913)
CiclinaD3 (<25%* O 25 %) <0,001 6,706 (2,221; 20,252)
Bax (sem expressao* / com expresséo) 0,019 0,257 (0,075; 0,877)
Bcl-2 (sem expresséo* / com expressao) 0,014 0,334 (0,133; 0,838)
ErbB-2 (sem expressdo* / com expressao) 0,039 0,410 (0,171; 0,986)
CK20 (sem expressao* / com expressao) <0,001 4,296 (1,778; 10,381)
Fendtipo <0,001

Nulo* 1,000

Misto 0,985*

Basal 0,021# 4,705 (1,261; 17,550)

Luminal <0,001# 8,488 (2,942; 24,494)

*Categoria de referéncia/denominador da comparacgdo na analise de regresséao de Cox.
**|C (95%) i Intervalo de Confianga a 95% para o HR
#valor de p (Wald)
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(O 25%) tem pior progn-stico, a alastimomais a

tem pior progndéstico, a auséncia de expressao de Bcl-2 pelas células tumorais tem pior
prognéstico, a auséncia de expressdo de ErbB-2 pelas células tumorais tem pior
prognostico e finalmente o fenétipo molecular luminal e basal tém pior prognostico que

o fendtipo nulo.

Também para a morte especifica pela doencga, os resultados da andlise de regresséo
multivariavel de Cox (tabela 81) refletem o sentido da analise bivariavel dando evidéncia
estatistica ao facto do didmetro tumoral superior a trés centimetros representar um fator
de risco para a morte especifica (HR=5,1; p<0,001), ter um carcinoma urotelial de alto
grau é um fator de risco para a morte especifica (HR=11,6; p<0,05), a expressao de do
biomarcador Bax pelas células tumorais é um fator protetor para a morte especifica
(HR=0,062; p<0,001), a expressédo de do biomarcador Bcl-2 pelas células tumorais é
um fator protetor para a morte especifica (HR=0,10; p<0,001), o fenétipo molecular basal
€ um fator de risco para a morte especifica (HR=7,9; p=0,008), finalmente o fendtipo

molecular luminal € um fator de risco para a morte especifica (HR=25,0; p<0,001).

Tabela 81 - Analise de regressdo multipla de Cox para extracéo dos fatores de prognéstico mais
relevantes para a morte especifica

. Valor de p . IC (95,0%)**
Variavel (Wald) Hazard Ratio Inferior Superior

D. tumor (< 3 cm* [ | 0,024 5,134 1,242 21,224
Grau (baixo grau* / alto grau) < 0,001 11,635 3,362 40,273
Bax (sem express&do* / com expressao) < 0,001 0,062 0,013 0,291
Bcl-2 (sem expressdo* / com expressao) < 0,001 0,098 0,028 0,347
Fendtipo molecular < 0,001

Nulo* 1,000

Misto 0,989

Basal 0,008 7,881 1,695 36,644

Luminal < 0,001 24,893 6,627 93,499

*Categoria de referéncia/denominador da comparacéo na andlise de regresséo de Cox.
**|C (95%) i Intervalo de Confianca a 95% para o HR
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5.9 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo dos fatores de progndstico face as variaveis resultado

Em complemento dos resultados obtidos pala andlise multivaridvel na selecéo de fatores
de prognéstico nos doentes com CIBNMI e com o objetivo de contribuir para um modelo
de aplicacdo da expressao dos biomarcadores de prognostico na pratica clinica,
apresentamos as taxas de sensibilidade e especificidade, bem como o valor preditivo
positivo e o valor preditivo negativo dos fatores de prognéstico com resultados
estatisticamente significativos na analise multivariavel de Cox relativamente as variaveis

de resultado progresséo, recorréncia e morte especifica.

Os valores de sensibilidade e especificidade, o valor preditivo negativo e o valor preditivo
positivo sdo obtidos, para uma dada categoria do fator de prognéstico, em relagéo a
categoria de referéncia. Para facilitar a interpretacdo podemos considerar o fator de
prognostico como um teste de diagndstico, representando a categoria de referéncia do
fator de progndstico o negativo do teste, sendo o positivo do teste representado pela
categoria em andlise. As variaveis resultado, no nosso estudo, a recorréncia, a
progressao e a morte especifica representam a presenca ou auséncia da doenca

conforme ocorram ou nao durante o estudo.

Assim, na tabela 82 apresentamos os valores da sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo para os fatores de prognéstico resultantes

da analise de regressdo de Cox multivariavel para a recorréncia tumoral.

Tabela 82 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo dos
fatores de progndstico mais relevantes para a recorréncia tumoral

Variavel (recorréncia) Sensibilidade Especificidade Valor Valor
preditivo (+) preditivo (-)

Grau (baixo grau* / alto grau) 48 77 67 60
Fendtipo molecular

Nulo* - - - -

Misto 5 93 33 56

Basal 21 83 50 56

Luminal 36 83 69 56

*Categoria de referéncia

Da analise dos resultados obtidos, salientamos que o alto grau histolégico tem uma
elevada especificidade para a recorréncia bem como os fenétipos misto, basal e luminal,
embora apresentem sensibilidades baixas. Relativamente ao valor preditivo positivo, a

doenca de alto grau e o fenétipo luminal apresentam um valor preditivo positivo razoavel.
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Na tabela 83 apresentamos os valores da sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo para os fatores de progndstico resultantes da analise

de regressdo de Cox multivaridvel para a progressao tumoral.

Tabela 83- Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo dos
fatores de progndstico mais relevantes para a progresséo tumoral

Variavel (progressao) Sensibilidade Especificidade Valor Valor
preditivo (+) preditivo (-)
Grau (baixo grau* / alto grau) 78 74 40 94
CiclinaD3 (<25%*/ 0 2 5 %) 19 97 56 84
Bax (com expressao* / sem 81 44 24 91
expressao)
Bcl-2 (com expressédo* / sem 43 63 27 87
expressao)
Fendtipo molecular
Nulo* -- -- -- --
Misto 10 94 17 90
Basal 35 84 25 90
Luminal 57 80 38 90

*Categoria de referéncia

Na andlise dos resultados obtidos, quando consideramos a progressdo as doenca,
salientamos que o alto grau histologico tem uma elevada sensibilidade, especificidade
e valor preditivo negativo. J& a expressao da ciclina 3 exibe uma especificidade de 97%
com um valor preditivo negativo de 84%. A expressdo de Bax pelas células tumorais
tem uma elevada sensibilidade e um valor preditivo negativo de 91%. A expressao de
Bcl-2 pelas células tumorais tem uma baixa sensibilidade, baixa especificidade e baixo
VPP, no entanto tem um VPN de 87 %. Destacamos ainda a elevada especificidade
dos fendtipos moleculares (misto, basal e luminal) associada a um valor preditivo
negativo de 90%.

A tabela 84 resume os valores da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
e valor preditivo negativo para os fatores de prognéstico resultantes da analise de

regressao de Cox multivaridvel para a morte especifica.

Da analise dos resultados obtidos, quando consideramos a morte especifica pela
doenca, salientamos que o didmetro do tumor superior a 3 centimetros, para além de
ser fator de risco para a morte especifica, apresenta uma sensibilidade elevada, 85%, e
um valor preditivo negativo de 94%. O alto grau histolégico continua a apresentar uma

elevada sensibilidade e elevado valor preditivo negativo.
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Tabela 84 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo dos
fatores de progndstico mais relevantes para a morte especifica da doenca

Variavel (morte especifica) Valor Valor
Sensibilidade | Especificidade | preditivo preditivo

*) ©)

D. tumor (< 3 cm* |/ 85 38 18 94
Grau (baixo grau* / alto grau) 80 71 30 96
Bax (com expresséo* / sem expressao) 85 43 19 95
Bcl-2 (com expressdo* / sem expresséo) 65 63 21 92
Fendtipo molecular
Nulo* -- - - -
Misto - 93 -- 94
Basal 44 84 20 94
Luminal 68 80 34 94

*Categoria de referéncia

Dos biomarcadores da via apoptética, a expressao de Bax pelas células tumorais tem
uma elevada sensibilidade e um valor preditivo negativo de 95%, quanto a expressao
de Bcl-2 pelas células tumorais tem uma baixa sensibilidade, baixa especificidade e
baixo VPP, no entanto, tem um VPN de 92%. Destacamos ainda a elevada
especificidade dos fendtipos moleculares (misto, basal e luminal) associada a um valor

preditivo negativo de 94%.

5.10 - Aplicacéo clinica dos biomarcadores moleculares

Ao longo do desenvolvimento do estudo procuramos integrar os fatores clinicos e
histopatolégicos com os resultados do estudo da expressdo de biomarcadores nos
tumores uroteliais (obtidos por resseccédo transuretral) com o objetivo de caracterizar
padrdes personalizaveis preditivos da recorréncia, progressao e mortalidade especifica

da doenga.

Um dos desafios importantes para os urologistas ha abordagem contemporanea do
CUBNMI prende-se com a necessidade de estratificacdo do risco nos doentes com

tumor de alto grau, particularmente no T1.

Da analise dos resultados do nosso estudo, verificamos que os fatores de prognéstico
independentes presentes em todos 0s outcomes, isto €, para a recorréncia tumoral,

progressao da doenca e morte especifica sdo o grau histolégico e o fenétipo molecular.
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Tabela 85 - Resumo dos fator de progndstico independentes face aos outcomes do estudo

Variavel Recorréncia Progressao Morte especifica
(HR) (HR)* (HR)¥

D. t umor (< 3 cm** [ 5,134
Grau (baixo grau** / alto grau) 3,005 10,245 11,635
Ciclina D3 (< 25%** | 025%) 4,476
Bax (sem expressao** / com expressao) 0,155 0,062
Bcl-2 (sem expressédo** / com expresséao) 0,098 0,280
Fendétipo Molecular

Nulo** -- -- -

Misto

Basal 6,271 7,881

Luminal 2,307 15,981 24,893

*Hazard Ratio
**Categoria de referéncia/denominador da comparagéo

Assim, tendo em vista uma possivel aplicacdo na clinica, resolvemos aplicar a
classificagdo molecular (fen6tipo molecular) apés a estratificagdo do CUBNMI por grau

histolégico.

Estudamos de f or ma Gueé unrfatdr indeperdante aeprogngstice
robusto no nosso estudo, baseado em critérios morfolégicos de andlise. Assim,
aplicaremos separadamente aos tumores de baixo grau e aos tumores de alto grau a

classificagdo molecular relativamente aos outcomes anteriormente considerados.

Na tabela 86 apresentamos o resumo da analise de Kaplan Meier da expressédo do
fen6tipo molecular nos tumores de baixo grau (Ta e T1) e utilizando também a andlise
de regresséo de regressdo de Cox de forma a estabelecer o hazard ratio, tomando por
comparador a categoria do fenétipo nulo. Cerca de 70% dos casos pertencem ao

fendtipo nulo.

Os fendtipos misto e basal aparecem com uma frequéncia muito baixa (< 5% dos casos).
A recorréncia tumoral situa-se nos 40%. A progresséo da doenca verifica-se em cerca
de 6% dos casos e a morte especifica da doenca verifica-se em cerca de 4 % dos casos.
Curiosamente o fendtipo basal, que representa cerca de 5% dos casos, esta presente
em 50% dos casos de mortalidade especifica (embora seja de considerar o muito baixo

namero de ocorréncias).
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Tabela 86 - Resumo da analise da expresséo fenotipica molecular nos tumores de baixo grau
face a recorréncia, progressao e morte especifica

Baixo grau
N=95

Fenotipo N/%
molecular

Nulo** 66 (69,4)

Misto 33,2

Basal 5 (5,3)

Luminal 21 (22.1)

Rec. HR*+
N=38 (%)  (IC95%)
p=0.183*

23 (33,8)

1(33,3) 0,801
(0,117 5,93)

3 (60,0) 2,75
(0,821 9,18)

11 (52,4) 1,78
(0,871 3,67)

Prog. HR***
N=6 (%) (1C95%)
p=0.005*
3(4,5)
0 (0,0)
2 (40,0) 11,6
(1,927 69,8)
1(4,8) 1,25
(0,137 12,0)

Morte esp. HR***
N=4 (%) (1C95%)
p <0,001*
2 (3,0)
0 (0,0)
2 (40,0) 15,7
(2,17 i 106)
0 (0,0)

Rec. T recorréncia; Prog. i progressao; Morte esp. i morte especifica.

* Teste Log-Rank

** Categoria de referéncia/denominador
*** HR - Hazard ratio; IC 95% - Intervalo de confianca a 95%

Na figura 79 observamos as curvas de sobrevivéncia dos doentes com carcinoma

urotelial de baixo grau do face a recorréncia, progressdo e morte especifica

considerando o fen6tipo molecular.
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Figura 79 - Comparacao da expresséo fenotipica molecular nos tumores de baixo grau face a recorréncia,

progress&o e morte espec

ifica
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Analishmos de forma semelhante o CUBNMI de alto grau, deforma a obter uma
estratificacdo, aplicamos a classificacdo molecular relativamente aos outcomes

anteriormente considerados.

Na tabela 87 apresentamos o resumo da analise de Kaplan Meier da expressdo do
fen6tipo molecular nos tumores de alto grau (Ta e T1) e utilizando também a analise de
regressdo de Cox de forma a estabelecer o hazard ratio relativamente a categoria do

fenétipo nulo.

O fendtipos misto continua a apresentar uma frequéncia muito baixa ( < 5% dos casos).
Cerca de 44% (n=52) dos casos pertencem ao fendtipo nulo. O fendtipo basal
representa cerca de 29% dos casos. A frequéncia relativa do fenétipo luminal mantém-

se nos 21%.

Tabela 87 1 Resumo da anélise da expresséao fenotipica molecular nos tumores de alto grau face
a recorréncia, progressdo e morte especifica

Alto Grau Rec. HR Prog. HR Morte esp. HR
N=52 N=35 (%) (1C95%) N=21 (%) (1C95%) N=16 (%) (1C95%)
Fenotipo N/%
molecular p<0.001* p<0.001* p<0,001*
Nulo** 23(44,2) | 16 (69,6) 6 (26,1) 3(13,0)
Misto 3(5,8) 1(33,3) 0,332 1(33,3) 1,32 0 (0.0)
(0,447 2,50) (0,167 11,0
Basal 15 (28,9) | 7(46,7) 0,576 3(20,0) 1,09 2 (13,3) 1,57
(0,247 1,40) (0,27 7 4,39) (0,267 9,42)
Luminal 11 (21,1) | 11 (100) 3,179 11 (100) 17,0 11 (100) 17,0
(1,361 7,41) (5,427 52,8) (4,637 63,0)

HR - Hazard ratio; IC 95% - Intervalo de confianga a 95%
*Teste Log-Rank
**Categoria de referéncia/denominador

Na figura 80 observamos as curvas de sobrevivéncia dos doentes com carcinoma
urotelial de alto grau do face a recorréncia, progressao e morte especifica considerando

o fenétipo molecular.
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Figura 80 - Comparacéo da expressao fenotipica molecular nos tumores de alto grau face a recorréncia,

progresséo e morte especifica
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Em cerca de 70% (n=52) dos doentes observdmos recorréncia. A progressao da doenca
verifica-se em cerca de 37 % dos casos e a morte especifica da doenca verifica-se em

cerca de 30 % dos casos.

Para além dos nossos resultados mostrarem que os tumores de alto grau apresentam
pior prognostico em todos os outcomes estudados, salientamos que os doentes com o
fenotipo luminal apresentam uma incidéncia cumulativa de recorréncia de 100%
[p<0,005, hazard ratio de 3,18; IC 95% (1,36; 7,41)], uma incidéncia cumulativa de
progressao de 100% [p<0,005, hazard ratio de 17,0; IC 95% (5,42; 52,8)] e uma
incidéncia cumulativa de 100% de mortalidade especifica da doenca. [p<0,005, hazard
ratio de 17,0; IC 95% (4,63; 63,0)].

O tempo de sobrevivéncia mediano nos tumores de alto grau com fenétipo luminal € de
12 meses para a recorréncia, 22 meses para a progressao. A mortalidade especifica da

doenca é de 50% aos 45 meses.

De facto, no nosso estudo, o fenétipo luminal esta presente em cerca de 60% dos casos
em que ocorre progressdo do tumor de alto grau e em cerca de 69% dos casos em que

ocorre mortalidade especifica pela doenca.
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6. Discussao

O cancro da bexiga (CB) representa um importante problema de salde publica
atendendo a sua incidéncia que a coloca a nivel global no décimo lugar entre as
neoplasias mais frequentes.?) E também um dos tumores mais prevalentes nos
homens de meia-idade e idosos, nos paises desenvolvidos.? A elevada taxa de
recorréncia com necessidade de terapéutica cirdrgica e o seguimento dos doentes a
longo prazo com instrumentacdo invasiva (cistoscopia) geram uma consideravel carga
assistencial consumidora de recursos humanos e financeiros nos servigcos de saulde,
colocando o CUBNMI como o tumor que apresenta maior custo de tratamento por

doente durante a vida (desde o diagnéstico até a morte).®

Em Portugal, o CB também esta entre os tumores mais frequentes, ocupando o sétimo
lugar entre as neoplasias com maior incidéncia, representando cerca de 2900 novos
casos em 2012.%2%) Os custos relacionados com o CB em Portugal no ano de 2012
ascenderam a cerca de 71 milhdes de euros, com custos diretos em cuidados de salde
superiores a 32 milhdes de euros.® Na Unido Europeia em 2012, os custos ascendem
a 4,9 mil milhdes de euros com cerca de 2,9 mil milhdes de euros de custos diretos com

os cuidados de saude.9

A estratificagdo do risco de acordo com o estadio e grau histologico estad bem
estabelecida, ambos sé&o fatores preditivos de recorréncia, progressdo e mortalidade
especifica da doenca. No entanto, apesar da emergéncia de novas ferramentas
diagnésticas e modalidades terapéuticas multimodais, o prognostico de doentes com
CUBNMI é condicionado pela dificuldade que os fatores de risco clinico-patolégicos
classicos apresentam em prever para cada doente, com precisdo, o resultado dos
tratamentos. Esta limitacdo poderd ser potencialmente superada com a melhor
compreenséo dos mecanismos moleculares da doenca e a introdugédo de nomogramas
gue combinem parametros clinicos-patolégicos com possiveis biomarcadores preditores
de agressividade tumoral e resposta a quimioterapia/imunoterapia adjuvantes

sistematicamente avaliados e incluidos nos relatérios de histopatologia.*®)

Apesar do elevado numero de trabalhos publicados e biomarcadores estudados,

nenhum biomarcador molecular tem utilizagdo sistematica na pratica clinica.®

O projeto descrito nesta tese insere-se nesta linha de investigacao, procuramos integrar
0 resultado da expressdo dos biomarcadores moleculares expressos pelas células
tumorais com os resultados dos fatores preditivos classicos tendo por base um estudo

de coorte clinico retrospetivo constituido por 147 doentes com o diagnoéstico de CUBNMI
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(Ta e T1) recrutados consecutivamente no servico de urologia do Hospital Reina Sofia
em Coérdoba entre 2002 e 2014. Atendendo a historia natural da doenca, para obter
resultados relevantes em oncologia, sdo necessarios tempos de seguimento dos
doentes que se prolongam por varios anos. Neste estudo, a mediana do tempo de
observacao dos doentes, contado desde o diagndstico histologico, foi de 76 meses,

variando os tempos de seguimento entre 6 meses e 120 meses.

Ao longo deste capitulo procuramos realizar uma sintese dos elementos chave do
estudo desenvolvido tendo como referéncia a hipotese de investigacdo e os objetivos
gue a suportaram num quadro referencial alicergcado na revisdo da literatura efetuada e

nos resultados alcancados.

6.1 - Fatores sociodemograficos

O nosso estudo de coorte clinico retrospetivo € constituido por 147 doentes, sendo 130
homens e 17 mulheres. A idade média, na altura do diagndstico, foi de 67 anos, 0 que
esta de acordo com os descrito noutras series que situam a idade média de diagndstico

entre 0s 65 e os 70 anos.83%)

A idade superior a 70 anos revelou-se um fator de risco para a mortalidade especifica
da doenca na andlise bivariavel [HR - 3,02; IC 95% (1,203; 7,576)], mas n&o € um fator
independente apo6s o ajustamento para outros fatores apés a analise de regressao de
Cox. Nao encontramos diferengas estatisticamente significativas para a recorréncia e

progressao estre 0s grupos de analise.

Num ensaio clinico com 957 doentes com CUBNMI, Oddens et al demonstrou que a
idade > 70 anos é um fator desfavoravel para o prognéstico de doentes tratados com
imunoterapia intravesical de manutencdo com BCG no que diz respeito ao tempo de
progressao, sobrevivéncia geral e sobrevivéncia livre de doenca, mas ndo para o tempo

de recorréncia.@?

Também Nishiyama et al conclui que os doentes com CUBNMI com idade > 70 anos,
tratados com BCG apresentam uma maior probabilidade de progressdo e mortalidade

especifica.®¥

Dos 147 doentes que integraram o estudo, 88% eram homens, mostrando um ratio cerca
de 7:1 entre homens e mulheres, algo distante dos dados da literatura.®%"3%) No
entanto, devemos considerar o facto de estarmos a selecionar para o estudo 0s casos
em que, na baseline, o diagnostico de tumor vesical sé incluia carcinoma urotelial ndo

musculo-invasivo o que podera explicar a diferenca encontrada no nosso estudo.
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Ao nivel do progndstico, os resultados do nosso estudo também néo coincidem com os
resultados apontados pela literatura. De facto, apesar de verificarmos uma maior
propor¢do de incidéncia de recorréncia tumoral para as mulheres de 65% versus 51%
para os homens, embora sem significado estatistico (p>0,05 num teste X?), ndo

verificamos casos de progressédo e de morte especifica pela doenga nas mulheres.

Os dados da literatura mostram uma incidéncia do carcinoma urotelial da bexiga cerca
de trés a quatro vezes maior nos homens. Ainda assim, nos Gltimos anos, a incidéncia
do carcinoma urotelial da bexiga tem vindo a aumentar gradualmente entre as mulheres
porque o habito de fumar e a exposi¢cao aos produtos quimicos se tornou mais comum
nas mulheres. Fumar é um fator de risco chave ndo s6 para o desenvolvimento do
cancro da bexiga, mas também com um impacto marcado sobre o progndstico.®4
Alguns estudos sugerem uma maior magnitude do efeito do tabagismo sobre a
sobrevivéncia relacionada com o cancro da bexiga para as mulheres do que os

homens.©0)

Apesar da maior incidéncia do carcinoma urotelial da bexiga nos homens, as mulheres
tém consistentemente tumores mais avancados no momento do diagnoéstico com

mortalidade especifica aumentada. (%6308

Para explicar as diferencas encontradas na incidéncia e prognostico do CUB numerosos
fatores potenciais podem contribuir para os resultados do comportamento biolégico
especifico de género encontradas nesta neoplasia tais como diferencas anatémicas,
variacbes nos recetores hormonais, diferencas no metabolismo, diferencas nas

exposicoes ou até a disparidade na acessibilidade aos cuidados de satde. (2309310

A investigacdo da potencial relacdo entre as hormonas sexuais apontada por alguns
autores na carcinogénese do tumor da bexiga ou progressdo da doenga nao
demonstrou, até ao momento, nenhuma evidéncia consistente.®"'309 Num estudo
recente, mesmo apds o ajuste para alguns destes fatores, a menor sobrevivéncia das
mulheres com o diagnéstico de carcinoma urotelial persistiu, mas com uma aproximacao
gradual das curvas de sobrevivéncia para 0 sexo masculino com o aumento de tempo

de follow-up.©®1312)

6.2 - Fatores anatomopatolégicos classicos

No nosso estudo, consideramos variaveis anatomopatoldgicas classicas,
nomeadamenteo di ©metr o tumor al (<3 cm e O 3 cm), o]

histoldgico (baixo grau e alto grau).
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6.2.1 - Dimenséao tumoral

Esta amplamente demonstrado no CUB que a dimensdo tumor e a disposi¢ado

multicéntrica s&o fatores de risco para a recorréncia e progressdo tumoral.¢31316)

No entanto, especificamente para o CUBNMI, o tamanho do tumor mostrou-se
associado a recorréncia e progressdo da doenca, sendo o ponto de corte mais
comumente utilizado o diametro de 3 cm.(16%:313.31) A multifocalidade representa um fator
prognostico mais controverso, que se correlaciona com a recorréncia da doenga, mas
ndo com a progressao da doenca.®® N&o foi incluida no presente estudo a analise da
multiplicidade dos implantes tumorais, considerada como um dos parametros nos
calculadores de risco para a recorréncia e progressdo da EORTC(!60203 e do
CUETO.(6D

Denzinger et al., no estudo de 132 doentes com T1G3, mostrou que s6 a presenca
simultanea de trés fatores de risco como a multifocalidade, a dimensao tumoral superior
a 3 centimetros e a presenga de CIS era preditiva de evolucdo desfavoravel na

abordagem conservadora do carcinoma urotelial ndo musculo-invasivo.®"

Millan-Rodrigues et al, na analise de 1529 casos de doentes com CUBNMI, apontou
como fatores de risco para a recorréncia tumoral a dimenséo tumoral > 3 centimetros e

a multifocalidade do tumor primario.©8)

No nosso estudo, o diametro tumoral, quando superior a 3 centimetros, (considerando
dois grupos de andlise: diametro<3 c¢cm e O 3 c¢m) , paaauerorrénaid
tumoral, na andlise bivariavel [HR - 1,76 (IC 95% 1,01-3,04], e para a morte especifica
constitui um fator de risco independente na analise multivariavel [HR - 5,13 (IC 95%
1,24-21,2]. No entanto, ndo é estatisticamente significativo relativamente a progressao

tumoral.

6.2.2 - Estadio

O mais recente sistema de estadiamento para o carcinoma urotelial da bexiga, revisto
em 2016, amplamente usado na prética clinica, é a classificacdo da AJCC/TNM
(American Join Committee of Cancer: Tumor, Node, Metastasis),**® baseado em dados
clinicos e imagioldgicos (com confirmacao citoldgica ou histolégica da doencga) permite
estabelecer a extensao do processo neofomativo. As categorias do estadio T do tumor
primario na bexiga sao definidas pela extensao da invasdo do tumor através de sua

parede do 6rgéo.
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Herr et al., numa analise multivariada com 221 doentes com CUNMIB, relatou uma
menor eficacia da terapéutica adjuvante com BCG intravesical na prevencdo da
progress&o tumoral em tumores T1 relativamente aos tumores Ta.®'® Também o grupo
CUETO confirmou que os tumores T1 se correlacionam com a progressdo de forma

estatisticamente significativa comparado com o estadio Ta.(®)

Por outro lado, Millan-Rodrigues et al, na andlise de 1529 casos de doentes com
CUBNMI (Ta e T1) concluiu que o estadio ndo é um fator de risco para a recorréncia,
progress&do ou mortalidade especifica.®!® Lopez-Beltran et al distingue os tumores T1
de alto e baixo grau dos tumores Ta de baixo grau que seriam considerados uma

entidade clinica distinta pelo seu bom prognostico.®2%

No nosso estudo dos tumores ndo musculo-invasivos da bexiga, consideramos o0s
tumores Ta e T1 que se diferenciam pelo facto de os tumores T1 apresentarem invasao
da lamina prépria.*%® Os resultados mostram que o estadio T1 é um fator de risco para
a recorréncia [HR - 1,94- IC 95% (1,18; 3,16)], progresséo [HR - 6,24 - IC 95% (2,9;
13,6)], e morte especifica [HR- 6,15 - IC 95% (2,45; 15,4)] na analise bivariavel. No
entanto, ndo € um fator de risco independente apds o ajustamento para outros fatores

na andlise de regressao de Cox multivariavel para nenhum dos outcomes considerados.

6.2.3 - Grau histoldgico

A quarta edicdo da classificagdo da OMS de tumores do sistema urinario e 6rgaos
genitais masculinos, publicada em 2016, fornece uma revisdo contemporénea da
morfologia das neoplasias uroteliais da bexiga, enfatizando sua capacidade Unica de
exibir diferenciagcdo divergente, mudltiplas variantes morfolégicas e diversidade
gendmica.®%%1%2 Também, relativamente a classificacdo da OMS dos CUBNMI (Ta e
T1), encontramos divergéncia no valor preditivo de prognéstico em diferentes estudos.
E certo que a classificacdo da OMS de 1973 ainda continua a ser preferida em muitos
estudos contemporaneos relativamente as classificagdes mais recentes de 2004 e 2016
por apresentar uma diferenciagdo mais fina dos CUBNMI, mas a categoria G2 é também
ela tema de Vvariabilidade interobservador mesmo entre patologistas
experientes.(12’150'163'170'321)

Muitos trabalhos confirmam a utilidade da classificacdo do grau histolégico na previsdo

da recorréncia e/ou progressdo no CUBNMI.(322:3239)

Num estudo retrospetivo, Chen et al., analisou 348 casos de doentes com o diagnéstico

de CUBNMI aplicando os critérios de classificacdo da OMS de 1973 e 2004 com o
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objetivo de comparar o valor preditivo dos sistemas de classificagdo em uso
relativamente a recorréncia e progressao tumoral, concluiu qgue ambos os sistemas de
classificagdo séo efetivos na previsédo da progressdo, embora a classificacdo da OMS

de 1973 seja mais adequada na previsao da recorréncia tumoral.®4

Pan et al, num estudo com 1515 doentes com o objetivo de avaliar o valor prognéstico
da classificagdo OMS de 2004 na recorréncia, progressao e mortalidade especifica no
CUBNMI (Ta e T1) conclui que este sistema é valido na atribuicdo de distintas categorias
prognosticas, contribuindo para a estratificacdo terapéutica nos doentes com
CIBNMI.(329

No nosso estudo, seguimos os parametros da classificacdo da OMS de 2016%5%%2) para
0s CUBNMI, distinguindo tumores de alto grau e de baixo grau, revelou o tumor de alto
grau como um fator de risco para a recorréncia, progressao e mortalidade especifica na
analise bivariavel. Também na analise multivariavel, o tumor de alto grau é fator de risco
independente para a recorréncia [HR - 2,65 - IC 95% (1,60; 4,40)], progresséo [HR -
10,2 - IC 95% (3,85; 27,3)] e morte especifica [HR- 11,6 - IC 95% (3,36; 40,3)].

Quando combinamos o estadio T (Ta e T1) com o grau histologico (alto grau e baixo
grau), ambas variaveis histopatolégicas classicas de valor preditivo de recorréncia,
progressao, o comportamento bioldgico do CUBNMI é determinado primeiro pelo grau e
secundariamente pelo estadio, assim, na comparac¢ao de tumores com igual estadio, os

tumores de alto grau tém um comportamento clinico mais agressivo.?®

Ainda no nosso estudo néo identificamos casos na categoria T1BG, o0 que esta de
acordo com alguns estudos em que a ocorréncia é pouco frequente.®?5326) No estudo
de Gontero et al, o Ta de alto grau (TaAG), como definido pelo sistema de classificacao
OMS 2004/2016, ndo pode ser equiparado ao CUBNMI de alto risco. O risco de
progressao para a doenca musculo-invasiva € baixo, mais em consonancia com uma

categoria de risco intermediario de CUBNMI.G27)

Os tumores da categoria TaAG representam cerca de 19% (n=15) dos tumores de alto
grau, apresentando um comportamento clinico entre o Ta de baixo grau e o T1 de alto
grau numa categoria intermédia de risco para a progressao tumoral na analise bivariavel
[(HR - 4,9 (IC 95% 1,38- 17,8)] para o TaAG versus T1AG [HR - 9,2 (IC95% 3,6 T 23,2)]
tomando a categoria TaBG como referéncia e para a morte especifica [HR 5,4 (IC 95%
1,20- 23,7)] parao TaAG versus T1AG [HR - 9,4 (IC 95% 3,1i 29,0)] tomando igualmente
a categoria TaBG como categoria de referéncia. Ndo encontramos diferencas entre as

categorias TaAG e T1AG relativamente a recorréncia.
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6.3 - Biomarcadores Moleculares

A avaliacdo histopatolégica do tecido tumoral continua a ser a abordagem gold
standard no diagnéstico das neoplasias uroteliais. A caracterizacdo histopatoldgica,
particularmente o grau histoldgico e o estadio tém profundas implica¢des no tratamento
do doente e continuam a fornecer informac¢des importantes sobre o prognéstico ja que

apresentam valor preditivo da recorréncia, progressao. (161:213328333)

No entanto, é necessario reconhecer as limitacdes destes fatores preditivos a nivel
individual ja que uma das carateristicas clinicas do carcinoma urotelial da bexiga é a
sua heterogeneidade de manifestacdes morfoldégicas e comportamento biolégico que
sdo acompanhados (por vezes precedidos) de multiplas alteracdes moleculares,
condicionado a existéncia de diferentes fendétipos da doenca. A introducdo dos
biomarcadores moleculares e o conhecimento das principais vias da carcinogénese
urotelial, potencialmente, contribuem para a possibilidade de aumentar a precisdo e

personalizacéo da terapéutica e do prognostico da doenga. 34339

A carcinogénese urotelial da bexiga € um processo complexo, combinando varias
etapas, onde se demonstra que a maioria das proteinas intermediarias (biomarcadores)
estao interligadas através de mdltiplas vias metabdlicas. Considerando a complexidade
das alterag6es moleculares associadas ao CUB, é improvavel que um Unico marcador
tenha capacidade de diferenciar com precisao tumores de fenétipos semelhantes em

diferentes categorias de prognostico.©899.143.336)

Os marcadores moleculares mostram potencial de valor prognéstico de longo prazo
guando combinados com o sistema de pontuacédo do EORTC e podem ser usados para
melhorar a precisdo preditiva do sistema de estratificacdo atualmente existente. No

entanto, séries maiores sdo necessarias para confirmar estes resultados.3

6.3.1 - Ki-67, biomarcador de proliferacao celular

O Ki-67 € um dos biomarcadores mais utilizados na avaliacao da proliferacéo celular por
métodos de imunohistoquimica. Mdltiplos trabalhos apontam para a utilidade da
expressao do biomarcador como preditivo de recorréncia, progressdo e mortalidade
especifica da doenca.(67:2333371339) A expressdo aumentada de Ki-67, avaliada por
métodos de imunohistoquimica, estd associada a mau progndstico no carcinoma

urotelial da bexiga.®49

Luo et al. demonstrou, numa metaanalise incluindo 82 estudos com 13.053 doentes,

gue a elevada expressdo de Ki-67 esta estatisticamente associada a um pior
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prognostico da doenga, referindo o Ki-67 como um indicador independente para o
prognéstico em doentes com CUBNMI. No entanto, recomenda a realizacdo de estudos
prospetivos para confirmar a relacéo entre a expressao do biomarcador e o prognostico
dos doentes com CUBNMI da bexiga.®4)

Recentemente, Ding et al. mostrou que, combinando fatores clinico-patolégicos dos
scores de risco da EORTC®?) com a expressdo de Ki-67, usando técnicas de
imunohistoquimica, recorrendo a escalas semi-quantitativas para reportar as areas com
imunomarcacédo, pode melhorar a estratificacdo de risco do CUBNMI. No mesmo
estudo, os resultados sugerem ainda que a combinacé&o do perfil de expresséo de Ki-67
nos tumores de alto risco com a classificagdo da EORTC melhora a preciséo de previsao

de progress&o.+Y

Numa metaanalise realizada com o objetivo de avaliar o valor progndstico da expressao
de Ki-67 no CUBNMI, Ko et al. concluiu que a elevada expressao do biomarcador esta
associada a taxas de recorréncia significativamente mais elevadas que os tumores com

baixa expressdo do biomarcador.®4?

Quintero et al, num estudo com doentes com diagndéstico de CUBNMI (Ta e T1), concluiu
gue a expressdo elevada de Ki-67 estd associada a recorréncia e progressdo da
doenca, mostrando mesmo, na analise multivaridvel, ser um fator preditivo

independente de recorréncia, progressdo e mortalidade especifica.®*?)

No entanto, a definicdo de expresséo elevada resulta da definicdo do valor de cutoff que
apresenta uma elevada variabilidade entre os estudos, sendo o valor de 20%
considerado apropriado e bem estabelecido para definir expressao elevada de Ki-67 no
CUBNMI.40)

Os resultados obtidos no nosso estudo, usando o valor de cutoff de 20%, estdo de
acordo com os estudos que referem a elevada expressao de Ki-67 com valor preditivo
no prognastico do CUBNMI. A elevada expresséao de Ki-67 (> 20%) ocorreu em cerca
de 15% dos tumores, e mostrou-se estatisticamente significativa na recorréncia [HR -
1,88, IC 95% (1,047; 3,367)], progressao [HR i 2,99, IC 95% (1,306; 6,83)], e morte
especifica [HR T 2,85, IC 95% (1,092; 7,41)] na andlise bivariavel. Porém, na andlise de
regressao de Cox multivaridvel, ndo constituiu um fator independente preditor para

nenhum dos outcomes estudados
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6.3.2 - Biomarcadores do ciclo celular

Os biomarcadores de regulacdo do ciclo celular estdo entre os mais intensamente
estudados na CUB e incluem p53, p21, p27 e as ciclinas D1 e D3,(94134218.244,288,3441 346)
O ciclo celular consiste numa sequéncia hierarquica de processos finamente
coordenados que regulam a proliferagcéo celular. A desregulagédo do ciclo celular nas
etapas dos pontos de verificagdo (checkpoints) pode desencadear a carcinogénese. A
progressdo através do ciclo celular é mediada, em parte, pela sintese de ciclinas,
proteinas que ativam as cinases dependentes de ciclina (CDKs) que por sua vez
fosforilam a proteina do retinoblastoma (pRB), proteina resultante da transcricdo do
gene RB, um supressor tumoral classico e fundamental no checkpoint G1/S (que permite
a replicacdo do DNA e a progresséo no ciclo celular). Os inibidores da CDKs como o
p21, p27, atuam com supressores na progressao da célula no ciclo celular. A proteina
p53servecomofiguar di «o degulagde midtipi@ inecanismos de bloqueio a
progressdo do ciclo celular se a célula apresentar alteragbes morfologicas e/ou

funcionais disruptivas no material genético.®®

Defeitos na complexa rede de coordenacao/regulacdo dos processos do ciclo celular,

particul armente no pont o de v e obrigatéoriosd- o r@l /oS

desenvolvimento do CUB. No entanto, talvez pela existéncia das mudltiplas vias
redundantes para estimular efetores a jusante, ha resultados inconsistentes na literatura
sobre o uso de um Unico marcador de regulacéo do ciclo celular com fator prognostico
no carcinoma urotelial.®*”) Assim, varios estudos sugerem a possibilidade de efeito

cooperativo envolvendo mdltiplos reguladores do ciclo celular.(134135.244,286,348)

A analise imunohistoquimica da expressao de diferentes reguladores do ciclo celular
contribuiu ndo sé para a clarificacdo da patogénese molecular da CUB, mas também
teve um impacto prognostico.©6:236.241.288) Myitos reguladores do ciclo celular podem ser

avaliados por imunohistoquimica realizada em tecidos tumorais conservados em blocos
de paraﬁna (96,237,241,273,349,350)

Mutacdes nos genes de regulacdo do ciclo celular sdo alteragbes frequentemente
encontradas no processo carcinogénico, sendo a mutacdo do gene supressor tumoral
TP53, cuja expressdo é a proteina p53, apontada como a mais frequentemente
encontrada no cancro, incluindo o CUB.®1%2 Embora, na maioria desses estudos, 0
aumento da expressao nuclear de p53 seja referida como preditiva de valor progndstico,
encontramos dados inconclusivos dados sobre o papel do p53 na biologia do cancro e

principalmente na sua aplicacédo a pratica clinica.(34135353)
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A expressao de p53, por técnicas de imunohistoquimica, em estudos de referéncia com
o0 objetivo de diferenciar o progndstico ndo apresenta concordancia.®*® Numa anélise
critica acerca das causas na origem desses resultados aparentemente discrepantes é
frequentemente apontada a variabilidade nos anticorpos utilizados, diferentes valores
de cutoff na discriminacao das categorias de andlise e inconsisténcias na aplicacao da

técnica imunohistoquimica. (244:3553%)

Moonen et al. ndo encontrou valor adicional na analise da mutacédo p53 no prognéstico

clinico-patoldgico de 105 doentes com o diagndstico de CUBNMI de alto risco. %"

Outro estudo realizado por Esuvaranathan et al. mostrou que a sobre expressao nuclear
de p53 nao era preditivo de resposta ao Bacillus Calmette-Guérin (BCG) intravesical,

recorréncia tumoral, progressdo ou sobrevivéncia especifica.®%®)

Resultados semelhantes foram obtidos por Lopez-Knowles et al., num estudo usando
técnicas de imunohistoquimica e sequenciamento genético de 119 tumores, verificou
gue ocorre inativagdo da via p53 na maioria dos tumores T1 grau 3 e a expressao de

p53 ndo acrescentaram valor prognoéstico adicional.®59

Para outros estudos, a inclusdo da expressao de p53 melhorou a previsdo da sobrevida

livre de recidiva em doentes com pT1-2N0.(241:360)

No estudo de Shariat et al. que incluiu 80 doentes com CUB pT1 tratados com
cistectomia radical e linfadenectomia pélvica, a expressdo alterada de p53 foi
encontrada em 25% dos doentes e foi referida como fator independente associado a
recorréncia de CUB (HR - 3,66) e a mortalidade especifica da doenca (HR - 5,25),
levando a concluir que a expresséo de p53 contribui para a estratificacdo do risco em

doentes com T1 com impacto na decis&o terapéutica.*?

No nosso estudo, cerca de 16% dos tumores apresentavam uma expressao aumentada
dep53(©® 20%). No entanto, n«o encontramos

na analise da expressdo de p53 relativamente a recorréncia, progressao ou morte
especifica da doenca considerando um valor de cutoff de 20% na diferenciacdo dos
grupos de andlise. Estes resultados, possivelmente refletem as caracteristicas da coorte
de doente no nosso estudo (cerca de 75% dos tumores no estadio Ta e 64% dos
tumores eram de baixo grau), jA que a maior parte dos trabalhos atribuem utilidade
clinica prognostica de progresséo em CUBMI e em tumores de maior

ag ressividade (129,241,353,355,360)

A proteina p21, produto da expressdo do gene CDKNL1A, inibe a atividade dos
complexos ciclina/CDKs 2 e 4 e funciona como um regulador da progressdo do ciclo

celular no ponto de verificacdo G1.(24%.288)

222

di

feren



Na literatura encontramos resultados controversos relativamente ao valor preditivo da
expressao de p21 no CUBNMI. O valor prognéstico da expressao alterada de p21
depende do estadio e do tratamento do CUB.(%3%) A auséncia de expresséo de p21

pode mediar o fendtipo de resisténcia a terapéutica adjuvante.®6)

No estudo de Shariat et al. em doentes com CUBNMI, a expresséo alterada de p21 foi
indicada como fator de progressdo da doenca. A andlise combinada de p21 com a
expressao de outros biomarcadores do ciclo celular como o p53, pRB e 0 p27 revelou,
neste estudo, a possibilidade de estratificacdo dos doentes com CUBNMI em diferentes
grupos de risco para a recorréncia e progressdo da doenca com significado

estatistico.@¥9)

No nosso estudo, os resultados da andlise da expressédo de p21 mostraram em cerca
de 68% dos tumores uma expressdo aumentada de p21 (O 5,%}jue esta de acordo
com o referido na literatura que refere que a expressédo do p21 no CUBNMI esta
aumentada, contrastando com a auséncia de expressdo nos tumores musculo-
invasivos.®240) No entanto, ndo encontramos diferencas estatisticamente significativas
na analises da expresséao de p21 para a recorréncia, progressao ou na morte especifica

da doenca.

O biomarcador p27¥P! ¢ um membro da familia Cip/Kip de inibidores de CDKs, que se
liga a CDK2 e inibe a atividade de fosforilagdo enzimatica levando a suspenséo da
progress&o no ciclo celular na fase G1. Niveis aumentados de p27K?! servem como uma
barreira para a progressdo para a fase S. Niveis decrescentes de proteina de p27Kr?
estao associados a feno6tipos celulares mais agressivos com aumento da recorréncia e

mortalidade especifica.(45249)

O valor preditivo da expressao alterada de p27 no CUB também néo é constante nos
diferentes estudos disponiveis na literatura. Assim, no estudo ja anteriormente referido,
Shariat et al. refere a expresséo alterada de p27 com valor preditivo de recorréncia e
progressdo no CUBNMI.@*) Também Schrier et al. encontrou valor preditivo na

expressio alterada de p27.C%)

Também para a expressdo do biomarcador p27, no nosso estudo, ndo encontramos
diferencas estatisticamente significativas relativamente aos outcomes do nosso estudo.
Os resultados mostram uma expressdo aumentada de p27 (O 2 5 &) cerca de 54%

dos tumores.

No nosso trabalho também estudamos a expressao nuclear das ciclina D1 e D3,
proteinas que formam complexos ciclina/CDKs 4 e 6 que, por sua vez, promovem a

fosforilagdo e a inativacdo da proteina do retinoblastoma (pRB), com efeito sobre a
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progresséo celular na transicdo da fase G1 para a fase S.(1673 A desregulacdo da
transicdo G1/S é uma caracteristica do CUB permitindo a proliferacdo celular
descontrolada. As ciclinas D e E sdo responsaveis pelas fases inicial e final do G1,

respetivamente. %)

Numa metaandlise sobre o impacto da sobre expressao da ciclina D1 no prognéstico do
CUB, Ren et al. encontrou uma relagéo entre os niveis aumentados de ciclina D1 e a
sobrevivéncia livre de doenca, sugerindo que as alteracdes genéticas na ciclina D1 sdo

eventos precoces na génese tumoral.®6?)

Na analise da expresséo alterada da ciclina D1 em doentes com CUB, Shariat et al. ndo
encontrou associagcdo com as caracteristicas clinicas ou patolégicas da CUB. A perda
de expressdo da ciclina D1 mostrou associacdo com o aumento da recorréncia e
mortalidade especifica no CUB na andlise univariavel, mas a analise multivariavel,
ajustada para os efeitos das caracteristicas patolégicas, ndo mostrou associagdo

estatisticamente significativa.®®3)

Estes resultados sdo consistentes com outros estudos mostrando que as alteragcbes na
expressao da ciclina D1 constituem um evento precoce na cadeia de eventos

carcinogénese urotelial da bexiga, mas ndo adicionam significado prognéstico.®*"

A analise dos nossos resultados sugere que a ciclina D1 é um preditor de recorréncia,
0 que esthd de acordo com outros estudos sobre o papel das ciclinas D0 no
CUBNM'.(331‘364’365)

A elevada expresséo ciclina D1 (O 2 po¥orreu em cerca de 10% dos tumores, e
mostrou-se estatisticamente significativa na recorréncia [HR-2,24; IC 95% (1,202;
4,172)], progresséo [HRi 3,54; IC 95% (1,490; 8,381)] e morte especifica [HR T 3,81, IC
95% (1,461; 9,913)] na andlise bivariavel. Porém, na andlise de regressdo de Cox
multivariavel, ndo constitui um fator independente preditor para nenhum dos outcomes

estudados.

A expressdo anormal da ciclina D3, outro regulador chave do ciclo celular, foi
documentada em varias neoplasias humanas. O gene da ciclina D3, mapeado no
cromossoma 6p21, codifica uma proteina de 35 kD, que partilha 53% de homologia de

sequéncia com ciclina D1 mas é induzida mais tarde na fase G1 do ciclo celular.(167:248:364)

No estudo de Lopez-Beltran et al., os resultados mostram que a expresséo da ciclina
D3 é um fator preditor independente para a sobrevida livre de progresséo [risco relativo
(RR) = 5.2] em doentes com CUBNMI (Ta e T1).24®
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Na nossa s®rie, a express«o aumentada da <ciclin
dos tumores, e mostrou-se estatisticamente significativa na progressao [HR-6,47; IC
95% (2,328; 16,372)] e morte especifica [HR-6,70; IC 95% (2,221; 20,252)] na analise
bivariavel. Na andlise de regressdo de Cox multivariavel, a expressdo aumentada da
ciclina D3 ( O 2 5utg® como um fator preditivo independente de progressédo da
doenca [HR-4,48; IC 95% (1,314; 15,250)] o que estad de acordo com os resultados

encontrados noutros estudos.®49)

6.2.3 - Biomarcadores da apoptose

Estudamos a expressdo dos biomarcadores das vias da apoptose, Bcl-2 e Bax e
igualmente a expressdo da Caspase 3. A expressao das proteinas Bax e Bcl-2 refletem
a complexidade das vias apopto6ticas mitocondriais envolvendo as proteinas da familia
Bcl-2. O balanco entre a expressdo das proteinas pré-apoptéticas e anti-apoptoticas,
avaliada por métodos imunohistoquimicos, reflete a complexidade deste equilibrio e os

dados dos diferentes estudos sdo, por vezes, contraditdrios. (251:253:254.289,3661 370)

AlteragBes nos mecanismos de regulacdo da morte celular programada podem
contribuir para o estadio inicial do CUBNMI, particularmente, a sobre expressao de Bcl-
2 é apontada como um evento molecular precoce frequentemente envolvido na

carcinogénese da bexiga.®®

As proteinas Bcl-2 e Bax tém efeitos opostos na apoptose. Estruturalmente, Bcl-2 € uma
proteina localizada na membrana nuclear, mitocondrial e do reticulo endoplasmatico. A
expressao aumentada de Bcl-2 tem efeito anti-apoptotico que resulta em proliferacéo
celular, estando associada a estadios clinico-patol6gicos avangados, a recorréncia da
doenca e a mortalidade especifica.®!® Em contraste, a expressdo aumentada da
proteina Bax promove a apoptose. Por outro lado, a proteina Bax pode ligar-se com Bcl-

2, anulando o efeito anti-apoptético reconhecido a expressdo aumentada de Bcl-2.G7%
374)

A maior parte dos estudos publicados sobre a expresséo do Bax no carcinoma urotelial
da bexiga referem-se a doenca musculo-invasiva e indicam que expressao aumentada
de Bax é um fator de prognéstico independente para a sobrevida livre de

doenca (253,254,367)
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No CUBNMI, a sobre expressdo de Bax esta relacionada com o melhor prognostico.®%
Gonzalez-Campora et al. apontou a sobre expressdo de Bax como um preditor

independente de sobrevida global.®5

Num estudo prospetivo com o objetivo de investigar o valor progndstico e preditivo das
expressao de Bcl-2 e Bax na resposta a imunoterapia com BCG em doentes com
CUBNMI, Ajili et al. concluiu que a expressdo aumentada de Bax e Bcl-2 diminui a
sensibilidade & imunoterapia com BCG.?> Esta estabelecida igualmente a importancia
da apoptose das células cancerigenas como um mecanismo chave na resposta

terapéutica a quimioterapia.G™

No nosso estudo, a expressdo de Bax € estatisticamente significativa na andlise
bivariavel e multivariavel para a progressao e morte especifica da doenca. A expressao
de Bax verificou-se em cerca de 40% dos tumores e constatamos que a expressao do
biomarcador é um fator protetor independente preditivo da progresséo da doencga [HR -
0,155; IC 95% (0,046; 0,522)], e morte especifica [HR - 0,062, IC 95% (0,013; 0,291)],
0 que esta de acordo com os resultados de outras séries que indicam que, no CUBNMI,
a expressdo de Bax esta relacionada com melhor progndstico,**® e é um preditor

independente de sobrevida global.?%

by 7

Relativamente a expressdo de Bcl-2, é igualmente estatisticamente significativa na
analise bivaridvel e multivaridvel no nosso estudo para a progressao e morte especifica
da doenca. Em cerca de 60% dos tumores verificamos a expresséo do biomarcador, o
gue, no nosso estudo, constitui um fator protetor independente preditivo da progressao
da doenga [HR - 0,380, IC 95% (0,114, 0,684)], e morte especifica [HR - 0,098, IC 95%
(0,028; 0,347)]. Este resultado é curioso uma vez que a proteina Bcl-2 tem
primariamente um efeito anti-apoptético e a sobre expressao de Bcl-2 é apontada como
um evento molecular precoce na carcinogénese da bexiga®® que resultaria em

proliferacdo celular, estando associada a recorréncia da doenca e a mortalidade

especifica.®9)

Devemos considerar que a proteina Bax pode ligar-se com a Bcl-2, anulando o efeito
anti-apoptético reconhecido a expressdo aumentada de Bcl-2.672'37)  Assim, a
expressao de Bax e Bcl-2 no CUBNMI poderia refletir um fenétipo menos agressivo ou
0 estadio inicial da doenca, que, por fim, podera estar associado a um progndstico

favoravel.

O nome "caspase" significa cysteine-aspartic-acid-proteases e constituem uma familia
de endoproteases implicadas na morte celular programada (apoptose). O valor preditivo

da expressdo da caspase-3 nhas células do CUB varia com os diferentes estudos e
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também com o estadio da doenca. Giannopolou et al., na analise da expressado de
caspase-3 em doentes com CUB, ndo encontrou correlacdo entre a expressao de
caspase-3 e os fendtipos mais agressivos relativamente ao grau histolégico e o estadio
da doenca.®™®

Em oposicdo a estes resultados, Karam et al.®"» no estudo de doentes com CUB
tratados com cistectomia radical observou a perda de expressdo de caspase-3 em cerca
de 49% dos tumores em associacdo com estadios clinico-patolégicos mais avancados
e presenca de metastizacdo. A perda de expresséo de caspase-3 foi, neste estudo, um

preditor independente de mortalidade especifica da doencga apds cistectomia radical.

A expressao de caspase 3, ho nosso estudo, ndo apresenta resultados estatisticamente
significativos na andlise bivariavel ou multivariavel para a recorréncia, progressao ou na

morte especifica da doenca.

6.3.4 - ErbB-2/ HER2/neu (Human epidermal growth factor receptor 2)

O biomarcador ErbB-2 (também conhecido como HER2/neu - human epidermal growth
factor receptor 2), pertence a familia de proteinas ErbB, conhecida como a familia de
recetores do fator de crescimento epidérmico.®*® O oncogene ErbB-2 /HER-2/neu esta
localizado no cromossoma 17 (gql1-21) e codifica uma proteina transmembrana do
recetor do fator de crescimento de tirosina cinase. A ativacdo do recetor ErbB-2 /HER-
2/neu resulta no aumento da atividade mitética e no potencial metastatico das células
tumorais.@%25%8) A sobre expressdo do biomarcador HER-2/neu esta demonstrada em
diversos estudos apontando para o seu envolvimento na patogénese de diversas

neoplasias, particularmente no cancro da mama. 76377

No caso dos CUB, a expressao do HER-2/neu é variavel, geralmente a sobre expressao
esta associada a carcinomas uroteliais pouco diferenciados com um significado
prognoéstico controverso.?®® Outros estudos referem a expressdo aumentada do
biomarcador em cerca de um terco dos tumores uroteliais, embora ndo estabelecam

uma correlacdo com o estadio, grau histolégico e progndstico global.(257:378:379)

Chakravarti et al. sugeriu que o aumento de expressdo de HER-2/neu no CUB se

correlaciona com ao aumento de resisténcia a quimioterapia e a radioterapia,

constituindo um fator de prognostico para a recidiva pos terapéutica.®?

No estudo de Mellon et al. o significado prognéstico da expressao de ErbB-2 parece
limitado, 8 embora outros estudos concluam que o ErbB-2 pode ser aplicavel como um

marcador tumoral para avaliacdo de potencial infiltrativo e metastatico do CUB.¢82)
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Ainda, numa metaanalise recente, Chen et al. concluiu que existe uma associacao
significativa entre expressao aumentada de HER2/neu e recorréncia do CUB e estadio
do tumor.®™ Em contraste com o estudo anterior, Vollmer et al. mostrou que a
expressao aumentada de HER-2/neu néo era um fator relevante para o prognéstico do
CUB, referindo ainda que, nos CUB de alto grau, a presenca de HER-2/neu estava
relacionada com uma menor probabilidade de invasdo local pelo tumor.(?®
Particuilmente no CUBNMI, Tetu et al. ndo encontrou associacdo entre a expressao

aumentada de HER-2/neu e a recorréncia do tumor.©7®

No nosso estudo, a expressdo aumentada de ErbB-2 foi observada em 70 % dos
doentes. Nao encontramos diferenca com significado estatistico na expressao de ErbB-
2 relativamente a recorréncia tumoral. A expressdo de ErbB-2 mostrou-se
estatisticamente significativa na progresséao [HR - 0,443, IC 95% (0,208; 0,964)] e morte
especifica [HR i 0,410, IC 95% (0,171; 0,986)] na analise bivariavel. A expressdo do
biomarcador revelou-se um fator protetor, o que poderéa estar de acordo com o estudo
de Vollmer et al. que mostrou que a expressao aumentada de ErbB-2 ndo era um fator
relevante para o prognostico do CUB e que a sua expressédo no CUB estava relacionada
com uma menor probabilidade de invas&o local pelo tumor.®?®) Na analise de regressdo
de Cox multivariavel, a expressao de ErbB-2 nao constitui, no nosso estudo, um fator

independente preditor para nenhum dos outcomes estudados.

6.3.5- CD 44

A preservacdo da adesdo intercelular é fundamental para a manutencéo da arquitetura
tecidual normal. A disrupcdo da adesdo intercelular nos tecidos neoplésicos é
considerada um evento precoce no processo de invasdo dos tecidos circundantes e
metastizagdo para orgaos distantes. A CD44, uma glicoproteina transmembrana, é
reconhecida como uma das moléculas de adeséo que desempenha um papel importante
nas interacdes célula-célula e célula-matriz. A expressado do CD44, no urotélio normal,

s6 se verifica nas células da camada basal.(144.383.384)

O padrao de expressédo de CD44 nas células do tecido tumoral obtido por RTU-V tem
sido estudado como um potencial preditor do comportamento do CUBNMI relativamente
ao risco de progresséo da doenca. Teoricamente, a diminuicdo da expressao do CD44
gue se observa no CUBMI pouco diferenciado podera ter significado prognéstico se
observado no CUBNMI.®%) Embora os resultados de diferentes estudos ndo sejam

concordantes, genericamente, no CUB, a expressdo de CD44 apresenta uma
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correlagdo inversa com o grau histolégico e estadio tumoral, podendo constituir um

parametro adicional na identificac&o do risco de recorréncia tumoral.(262:386.387)

No CUBNMI, a informacédo sobre as implicagbes prognosticas da expressdo de CD44
sao limitadas, no entanto, nas fases mais precoces da carcinogénese observa-se um
aumento na expressdo do gene CD44 em relacdo ao urotélio normal, com uma
diminuicdo progressiva da expressdo a medida que os tumores adquirem um fenétipo

mais ag ressivo.(260.388,389)

Stavropoulos et al., num estudo de CUBNMI (Ta e T1), ndo detetou diferengcas com
significado estatistico na expressdo de CD44 nos tumores Ta em comparagao com T1.
No entanto, surgiram diferencas significativas na expressdo do biomarcador na
comparacdo dos tumores musculo-invasivos versus nao muasculo-invasivos. A perda de
expressao da forma padrdo CD44s nos estadios avancados da doenca podera
estabelecer evidéncia do envolvimento de CD44 na carcinogénese urotelial da bexiga e
na progressdo da doenca para formas musculo-invasivas.®®*® Também Kuncova et al.
demonstraram que a progressao para estadios mais avancados do CUB se associa a
uma diminuicao na expressédo de CD44, maior atividade proliferativa de células tumorais

e sobre expressdo de p53.G%

A expressdo de CD44, no nosso estudo, ndo apresenta resultados estatisticamente
significativos na andlise bivariavel ou multivariavel para a recorréncia, progressao ou na
morte especifica da doenca. Este resultado é concordante com outros trabalhos que

analisam a expressdo de CD44 em CUBNM|.(2603881390)

6.2.6 - CK 5/6 e CK 20 na expressédo do fen6tipo molecular

A expressdo topografica diferencial das citoqueratinas pelo urotélio normal,
nomeadamente a CK 5/6 e a CK20, estudada por métodos de imunohistoquimica, bem
como os padrbes de expressao alterada exibidos no CUBNMI, constituem um parametro
preditivo do comportamento biol6gico dos tumores. (265269

No CUBNMI esses padrdes de expressdao normal podem manter-se, no entanto, é
frequente a alteracdo ou a perda do padrdo de expressao urotelial 8 medida que o grau
ou estadio do tumor aumenta, o que constitui um indicador ndo apenas do nivel de

diferenciacdo urotelial, mas também tem valor prognéstico.@®)

Consideramos que diferentes perfis de expressao topografica poderiam ser

incorporados nas estratégias de acompanhamento clinico-patolégicas ja que o valor
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preditivo destes dois marcadores (CK20 e CK5/6) é reconhecido relativamente a

recorréncia e progressdo no CUB,(268.271.273)

Cerca de 18% dos tumores no nosso estudo exibem uma expressdo andémala de CK5/6.
No entanto, a expressdo findividual i z adkaGk5/6 ndo apresenta resultados
estatisticamente significativos na analise bivariavel ou multivariavel relativamente aos

outcomes do nosso estudo.

Relativamente a expressdo fi ndi v i d wWaCKR® @ deauftados obtidos no nosso
estudo mostram que a expresséo (atipica) pelas células tumorais é estatisticamente
significativa relativamente a recorréncia [HR - 1,69, IC 95% (1,035; 2,762)], progressao
[HR- 3,46; IC 95% (1,623; 7,378)] e morte especifica [HR - 4,30, IC 95% (1,778; 10,381)]

na analise bivariavel.

No nosso estudo utilizamos a expressao de CK5/6 e CK20, biomarcadores substitutos,
como base da classificagdo molecular no CUBNMI com base em técnicas de
imunohistoguimica acompanhando alguns estudos recentes que sugerem que os CUB
poderiam ser classificados em dois subtipos moleculares distintos, referidos como
luminal e basal, embora a maioria das publicacGes disponiveis se refiram ao CUBMI. ¢
98,1021107,109.:3411343) Qg carcinomas uroteliais do tipo luminal sdo caracterizados por um
padrao de expressao semelhante as camadas intermédia/superficial do urotélio normal.
Mostraram a regulagéo positiva dos genes alvo do PPAR9 e expressédo aumentada de
FGFR3% com sobre expressédo de E-Caderina, HER 2/3, Rab-25 e Src.*’") Os tumores
basais mostram um padréo de expressao semelhante a camada basal do urotélio normal
com a regulacgéo positiva dos genes alvo p63, o aumento das mutagfes de TP53 e RB1

com sobre expressdo de CD49, Ciclina B1 e EGFR.(7")

As expressdes imunohistoquimicas de apenas dois marcadores foram suficientes para
identificar os subtipos moleculares intrinsecos do carcinoma urotelial de bexiga com
uma precisdo superior 90%, para o subtipo luminal (GATA3) e para o subtipo basal
(CK5/6).477 Um estudo recentemente publicado por Sikil et al, utilizando a analise da
expressao de CK5 (basal) e CK20 (luminal), em doentes com carcinomas do urotélio
superior, recorrendo a técnicas de imunohistoquimica, identificou carcinomas uroteliais

com mortalidade especifica da doenca significativamente aumentada.®™

O conceito de classificadores moleculares é apoiado pelos dados do Cancer Genome
Atlas (TCGA) que realizou a caracterizacdo molecular completa de 131 CUBMI,1%)
sugerindo a divisdo em dois subtipos: luminal e basal. Neste trabalho os carcinomas
uroteliais de tipo basal apresentam um prognaostico significativamente pior, com ativacao
de EGFR e sensibilidade a terapéutica anti-EGFR.(7")
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Relativamente ao CUBNMI, Patschan et al 7® mostrou diferencas no resultado em

doentes no estadio T1 estratificados para o subtipo molecular.

Curiosamente, os resultados do nosso estudo também mostraram uma associagdo
estatistica entre subtipos luminal / basal molecular e parametros de agressividade no
CUBNMI, confirmando a possibilidade do uso de imunohistoquimica de CK20 / CK5-6
como biomarcadores substitutos dos subtipos moleculares sem recurso a tecnologia
complexa*’+18l) e portanto, apoiando a hipétese do uso potencial do grau molecular na

prética clinica como preditor de agressividade em doentes com CUBNMI.

Um ntmero limitado de estudos abordou a questdo dos marcadores imunohistoquimicos
na previsdo do resultado em CUBNMI apés a introducao da classificagdo taxonémica

molecular do carcinoma urotelial da bexiga.*"#1"7181) Recentemente, foi publicado um

sistema de classificacdo simples que divide o carcinoma urotelial em categorias il u mi n a |

e basal | i kumosistema de classificacdo analogo ao cancro da mama.81:399:400
Enquanto os carcinomas luminais expressavam genes frequentemente associados a
umbrela cells superficiais e com carateristicas morfolégicas dos tumores papilares
superficiais, 0s carcinomas basais expressavam genes mais caracteristicos de células
basais uroteliais e apresentavam um progndéstico significativamente pior embora com

resposta favoravel a quimioterapia neoadjuvante e/ou imunoterapia.(160-167:246:346,3481

352,355,356)

O nosso estudo seguiu um raciocinio semelhante com aplicacdo ao CUBNMI de um
classificador de grau molecular com a maioria dos casos (60%) apresentando fenétipo
nulo (€K20- CKS6) " sequido pela expressdo do fendtipo luminal (€K20+ CKS/6-) (2204) | fendtipo
basal (K20~ CK56%) (140) e, finalmente, uma categoria de fendtipo misto (CK20+ CKS/6+)
representando 4% dos casos. Nesta classificacdo do fenétipo molecular do CUNMIB o
grupo comparador para a regressdéo de Cox ® f en -t i p o 0D fendtipo sem

expressao andmala destes biomarcadores.

O fendtipo molecular, no nosso estudo, surge como um fator preditor independente para
a recorréncia, para a progressdo e para a morte especifica. Curiosamente, o grau
molecular luminal foi preditivo de tumores mais agressivos nos CUBNMI, sendo o Unico
fator de prognostico independente preditivo de recorréncia, progressdo e morte
especifica na analise de regressédo de Cox multivariavel, para além grau histopatoldgico

(um parametro morfolégico classico).

O fenétipo luminal apresenta uma taxa de recorréncia de 72% e mais precoce (tempo

mediano de sobrevivéncia a recorréncia de 19 meses), constitui um fator preditivo
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independente para a recorréncia [HR 7 2,31; IC 95% (1,350; 3,943)], progressédo [HR-
15,981; IC 95% (5,552; 46,003)] e morte especifica [HR T 25,0, IC 95% (6,63; 94,5)].

O fenétipo basal é um também um fator preditivo independente para a progressao [HR-
6,27; IC 95% (1,715; 22,936)] e morte especifica [HR 7 7,88; IC 95% (1,695; 36,664)].

Os resultados obtidos mostraram também que os graus moleculares nulos ou mistos

sdo caracteristicos de tumores com um comportamento biol6gico menos agressivo.

Desta forma, sendo o fenétipo molecular um preditor independente para todos o0s
outcomes do nosso estudo, surge como um parametro com relevancia potencial para
integrac@o num algoritmo de deciséo clinica. Naturalmente, estudos de validagéo sédo
necessarios para corroborar 0os nossos achados em coortes prospetivas com um maior

numero de doentes.

Como ja referimos anteriormente, um dos desafios importantes para os urologistas na
abordagem clinica do CUBNMI prende-se com a necessidade de estratificagdo do risco
nos doentes com tumores de alto grau, particularmente cT1. Portanto, se validada no
CUBNMI, a classificacdo molecular poderia ajudar a estratificar os doentes em
categorias relevantes para o progndstico, ajudando no processo de deciséo clinica. A
integracdo destes resultados na pratica clinica é particularmente importante nos
tumores de alto grau (Ta e T1) que tém indicag&o para terapéutica adjuvante que inclui
BCG intravesical, ja que a classificacdo molecular podera potencialmente identificar
doentes com tumores refratarios a imunoterapia intravesical adjuvante. Isso ndo é
surpreendente, uma vez que os dados resultantes do TCGA sugerem que 0s casos de
CUBMI luminal apresentam uma resposta terapéutica limitada ou nula a imunoterapia
sistémica, podendo ocorrer um fenédmeno semelhante com a imunoterapia com BCG

intravesical, hipdtese que necessita de investigacdo em estudos prospetivos. %

A classificacdo molecular do fenétipo basal associado a casos agressivos também pode
sugerir a necessidade do uso de quimioterapia intravesical e imunoterapia, uma vez
gue, como mostram os dados gerados pelo TCGA em CUBMI, os tumores basais
apresentam um maior potencial de resposta a esses agentes. Naturalmente, esta

hip6tese precisa igualmente de ser investigada em estudos clinicos prospetivos.

O fenétipo luminal, no CUBNMI de alto grau, como observado no nosso estudo,
representa doenca de alto risco com um progndéstico significativamente pior em todos
0s outcomes do estudo. De facto, os doentes com o fenétipo luminal em tumores de alto
grau apresentam 100% de recorréncia [hazard ratio de 3,18; IC 95% (1,36; 7,41)], 100%
de progresséo [hazard ratio de 17,0; IC 95% (5,42; 52,8)] e 100% de mortalidade
especifica da doenca. [hazard ratio de 17,0; IC 95% (4,63; 63,0)].
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Tamb®&m ® significativo o facto de este fAsubgru
60% dos casos em que ocorre progressdo do tumor de alto grau e em cerca de 69%

dos casos em que ocorre mortalidade especifica pela doenca.

Hipoteticamente, o grau molecular luminal mais agressivo no CUBNMI de alto grau pode
também apoiar a decisao clinica na selecdo de modalidades terapéuticas para a doenca

de alto risco, nomeadamente a cistectomia radical.

6.4 - Limitacdes do estudo

As limitagbes associadas aos processos de investigagdo sdo uma realidade com que
todos os investigadores tém necessariamente de conviver. O desenvolvimento da
investigacao envolve um conjunto de decisdes metodologicas em relacéo as quais, de
forma sistematica se anteciparam e ponderaram as vantagens e as limitacdes.
Assumem-se, assim, desde o inicio, as limitagbes associadas a natureza da
investigacdo e aos métodos e de tratamento dos dados, que ao longo deste ponto

explicitaremos.

O nosso projeto de investigacdo tem por base um estudo observacional retrospetivo de
uma coorte clinica constituida por 147 doentes com o diagndstico de CUBNMI e, como
tal, apresenta possiveis vieses de sele¢do e informagéo. O viés de selecdo pode ser
identificado ja que os doentes que integram esta coorte clinica eram residentes na area

de influéncia do Hospital Reina Sofia em Cordoba.

O viés de informacdo pode ser identificado na dificuldade de controlo de variaveis, ja
gue muitos dos doentes ja tinham morrido quando o estudo foi iniciado. Por outro lado,
0 esquema de tratamento adjuvante a que alguns dos doentes foram submetidos difere
do esquema atualmente utilizado. Para diminuir os vieses de informacéo, os doentes

cuja informac&o néo se encontrava completa ndo foram incluidos no estudo.

O nosso estudo da expresséo de biomarcadores moleculares pelas células dos tecidos
tumorais tem por base a utilizacdo de técnicas de imunohistoquimica. A utilizacdo desta
metodologia com baixo custo e o facto de estar disponivel em praticamente todos os
laboratérios de anatomia patoldgica surge como uma vantagem para a sua utilizagcéo
clinica, no entanto, a interpretacdo dos dados estd dependente do observador e a
observacdo é geralmente baseada em escalas qualitativas ou semi-quantitativas. A
interpretac@o da expressédo imunohistoquimica do biomarcador pode ser causa de erro

sistematico que tentamos minimizar com a metodologia utilizada na interpretacao dos
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resultados (detalhada no capitulo dos materiais e métodos) por trés uropatologistas sem

conhecimento da historia clinica dos doentes.

Quando um biomarcador quantitativo é utilizado na clinica, é necessario especificar um
valor de corte (cutoff) acima do qual (ou abaixo do qual) o resultado é considerado
normal/positivo (ou atipico/negativo). O posicionamento do ponto de corte necessita de
um compromisso entre a sensibilidade (probabilidade de classificar corretamente os
doentes com a doenca/condicdo) e especificidade (probabilidade de classificar
corretamente aqueles sem a doenga/condi¢ao). O ponto de corte ideal esta dependente
de vérios critérios ndo so6 estatisticos como também clinicos e histopatol6gicos e esta
dependente igualmente da coorte de doentes estudada. No nosso estudo a definigcdo do
cutoff para os biomarcadores quantitativos foi baseado em estudos anteriores referidos
na revisdo da literatura e, claramente, ndo esta isento de viés. Assim, todo o processo
metodoldgico de categorizacao de biomarcadores que geram diferentes perfis de risco
exigem validac&o externa para verificar se 0os padrdes encontrados se comportam de
forma similar em coortes diferentes. A padroniza¢do dos métodos imunohistoquimicos
na determinacdo da expressdo dos biomarcadores e o estabelecimento de critérios
inequivocos de positividade sdo determinantes para que as vantagens que sao

reconhecidas a técnica se mostrem igualmente reprodutiveis.

234



/. Conclusaoe Perspetivas

Futuras




236



7. Concluséo e perspetivas futuras

Ao longo deste estudo, a semelhanca de qualquer processo de investigacao,
ambiciondmos contribuir para a constru¢do de conhecimento util, neste caso particular,
na Aplicacdo clinica da expressdo de biomarcadores moleculares no carcinoma
urotelial da bexiga ndo musculo-invasivoq representa o tributo para uma melhor
compreensdo dos parametros bioldgicos que parecem influenciar a agressividade do
carcinoma urotelial ndo muasculo-invasivo da bexiga e que podem ser investigados como
potenciais biomarcadores de prognéstico na previsdao da evolugdo, da resposta a

terapéutica e como ferramenta de apoio a decisao clinica.

Antes de mais, entendemos o carcinoma urotelial da bexiga como um problema de
Salde Publica pela sua incidéncia e prevaléncia, ocupando o segundo lugar entre as
neoplasias urolégicas e situando-se entre as dez neoplasias mais frequentes a nivel
global. Acresce ainda que, por doente, € uma das que maiores custos representam

para os servicos de saude.

A avaliacdo histopatolégica do tecido tumoral continua a ser gold standard na fase do
diagndstico e tém profundas implicagdes no tratamento e no prognostico da doenga,
como vimos anteriormente, apresenta valor preditivo na recorréncia, progressao e
mortalidade especifica. No entanto, € necessario reconhecer as limitagbes destes
fatores preditivos a nivel individual num tempo em que a medicina de precisdo ou
medicina personalizada surge como um novo paradigma para 0os proximos anos. E
particularmente importante na &area oncoldgica, a integragdo de biomarcadores
moleculares com a capacidade de estabelecer prospectivamente a agressividade, a
probabilidade de recorréncia, o risco de progressao e precisar o prognastico da doenca
e a selecdo do tratamento num doente particular. Na Gltima década assistimos a
identificacdo de numerosos biomarcadores no carcinoma urotelial, que contribuiram
para o reconhecimento das duas vias distintas da carcinogénese urotelial. Este
conhecimento constitui um importante avanco na compreensao da patologia molecular
da doenca e abre a possibilidade de intervencdo terapéutica personalizada. O
conhecimento gerado pela aplicacdo de sofisticadas ferramentas gendmicas,
protedmicas, das ciéncias computacionais e estatisticas oferece-nos a possibilidade de
assimilar os dados existentes na aplicacdo biomarcadores diagnésticos e prognosticos

gue podem ser validados em estudos retrospetivos e prospetivos.

Procuramos, na perspetiva do nosso estudo, integrar o estadiamento convencional com

0s resultados do estudo da expressao de biomarcadores nos tumores uroteliais com o
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objetivo de caracterizar padrdes preditivos da recorréncia, progressdo e mortalidade
especifica da doenca e refinar a tomada de deciséo clinica na selecdo da terapéutica.
Especificamente, o nosso estudo mostra que a graduacgéo do fenétipo molecular é viavel
e estratifica os doentes com CUBNMI em categorias progndsticas potencialmente
preditivas da evolucao clinica, nomeadamente na identificagdo do subgrupo de doentes
com pior prognéstico. Neste grupo de doentes com CUBNMI de alto grau e que,
simultaneamente, exibem um fenétipo molecular luminal, a evolug¢ao clinica mostra a
progressao da doenca que serd causa da morte em todos os doentes da coorte por n6s
estudada. Mostramos que, por um lado, este modelo identifica os casos de evolugéo
fatal entre os doentes com um risco mais elevado atribuido pela aplicagdo de fatores
classicos, mostrando um subgrupo de doentes refratario ao tratamento convencional.

Claro que todos estes resultados carecem de confirmacdo em estudos prospetivos.

Os resultados que obtivemos no nosso estudo, mesmo com as limitagfes metodoldgicas
gue reconhecemos, motiva-nos para a realizagdo de um estudo prospetivo que, alias, ja
estd em curso na Fundacdo Champalimaud, em doentes com CUBNMI para verificar se

a classificacao do fendtipo molecular continua a ser preditora do comportamento clinico.

Em concluséo, o nosso estudo mostra que a graduacgéo do fenotipo molecular € viavel
e estratifica os doentes com CUBNMI em categorias progndésticas potencialmente
preditivas de recorréncia, progressdo e morte especifica pela doenca. Adiciona
informacbes ao resultado da classificacdo morfolégica que resulta dos fatores de
prognédstico classicos como o estadio e o grau histopatologico, particularmente no
tumores de alto grau. O potencial de detecdo de doentes com CUBNMI com perfil
preditivo de resposta otimizada a quimioterapia intravesical/quimioterapia citotdxica (tipo
basal) ou capazes de responder a terapéutica-alvo (luminal) requer investigacao

adicional.

Todos estes avancos na classificacdo molecular encerram o potencial de melhorar e

personalizar o atendimento clinico dos doentes com CUBNMI.
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Abstract

Bladder cancer tumors can be divided into two molecular subtypes referred to as luminal or basal. Each subtype may react
differently to current chemotherapy or immunotherapy. Likewise, the technology required for comprehensive molecular analysis
is expensive and not yet applicable for routine clinical diagnostics. Therefore, it has been suggested that the immunohistochem-
ical expressions of only two markers, luminal (CK20+, CK5/6-) and basal (CK5/6+, CK20-), is sufficient to identify the
molecular subtypes of bladder cancer. This would represent a molecular grade that could be used in daily practice. Molecular
classification is done using immunohistochemistry to assess luminal-basal phenotype based on tissular expression of CK20 and
CKS5/6 as surrogate for luminal or basal subtypes, respectively. A series of 147 non-muscle-invasive bladder carcinoma cases was
selected, and the tumors were divided into four subgroups based on the presence of CK20 and/or CK5/6, that is, null (CK20—,
CK5/6-), mixed (CK20+, CK5/6+), basal (CK20—, CK5/6+), and luminal (CK20+, CK5/6-) categories. Survival analysis was
estimated using the Kaplan-Meier method and the log-rank test. Hazard ratios were calculated by Cox multivariate analysis. The
molecular grade included cases with null (n = 89), mixed (n = 6), basal (1 = 20), and luminal (n = 32) phenotypes with differences
in recurrence-free, progression-free and cancer-specific survival associated with molecular-grade categories in patients with low-
or high-grade Ta, or high-grade T1 tumors. The multivariate analysis identified the luminal phenotype as a predictor of more
aggressive neoplasms. Our findings provide a rationale to investigate luminal and basal subtypes of bladder cancer using two
gene expression signatures as surrogate markers and show that non-muscle-invasive bladder carcinoma can be stratified into
biologically and clinically different subgroups by using an immunohistochemical classifier.

Keywords Bladder cancer - Survival - Prognosis - Luminal - Basal - Molccular grade

Introduction molecular level, there are two major molecular subtypes re-
ferred to as luminal and basal, which show distinct clinical

Bladder cancer is traditionally divided into non-muscle or  behavior and sensitivity to current chemotherapy and immu-

muscle invasive subtypes [1-10]. While the non-muscle-  notherapy [11-32].

invasive bladder carcinoma and muscle-invasive bladder car- Initial studies based on whole-genome transcriptional anal-

cinoma tumors are distinguishable from each other, at the  ysis identified 5 categories of tumors that demonstrated
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differential expression of cytokeratin (CK), fibroblast growth
factor receptor-3 mutational status, cell adhesion gene pro-
files, and cell cycle regulatory gene profiles [11-32]. The 3
major subtypes, urobasal, genomically unstable, and squa-
mous cell carcinoma-like, can be distinguished by pathologic
and immunohistochemical features [11-32]. Patschan et al.
[22] showed significant differences in the outcome of T1 pa-
tients stratified for molecular subtype. The study identified 3
molecular subtypes (classes 1-3) with high-risk tumors (class
2) harboring frequent TP53 and ERBB2 alterations and
APOBEC mutations, low-risk tumors (class 1) enriched for
fibroblast growth factor receptor-3 mutations, and class 3 tu-
mors showing basal-like characteristics. [22] Reportedly, mo-
lecular subtypes of non-muscle-invasive bladder carcinoma
could help to better categorize the prognosis and response to
current therapies [11-32]; however, robust predictive data is
currently lacking [18-21, 24, 25, 30, 33-39]. Recently, Choi
etal. [34] suggested the potential utility of immunohistochem-
ical markers as a surrogate of molecular subtypes. A number
of these markers have been identified to support luminal
(CK20, GATA3, FOXAL1) or basal (CK5/6, p63, CK14) clas-
sifications. Interestingly, a two-cytokeratin panel (CK20,
CKS5/6) was identified with the potential to detect luminal/
basal phenotypes in urothelial carcinoma [25, 34].

In this current study, we assessed the expression status and
prognostic significance of a two-marker immunohistochemical

c
=3
B 5
3
5
g 4
w
2 3
L
g 2
B
(=3
Zz 4
L
g KRT20
s
. 4
u
3
2
2
1
2
8
& KRT20

0

Fig. 1 Molecular-phenotype grade of NMIBC based on the phenotypic
expression of CK20 as surrogate of luminal molecular subtype (a) or
CK5/6 as surrogate of the basal molecular subtype(b) (anti~CK20,

100X: anti-CK5/6, 100X). qRT-PCR analysis of KRT20 and KRTS ex-
pression in selected cases showing KRT20 upregulation and KRT5
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classifier using CK20 and CK5/6 as surrogate for luminal/basal
phenotype in conventional non-muscle-invasive bladder carci-
noma patients.

Material and methods
Patients and clinical data

Approval from an institutional review board was obtained.
The study cohort was a retrospective series of 147 patients
with primary bladder tumors treated with a complete transure-
thral resection of the bladder between 2003 and 2015. T1
carcinoma patients received an additional transurethral blad-
der resection to exclude pT2 disease. Patients with high-grade
carcinoma received adjuvant treatment with intravesical BCG
(Bacillus Calmette-Guerin). Patient’s follow-up (number of
months from the diagnostic procedure to the date of the most
recent cystoscopy, last visit or death) was 76 (median), with a
range of 6 to 120 months. Disease recurrence was defined as
first tumor relapse in the bladder regardless of tumor stage.
Tumor stage progression was defined as a shift to any higher
stage (T1-T2-T4) in Ta tumors; stage T2-T4 in T1 tumors, or
the appearance of metastasis. Survival time was the period
between diagnosis and death. Cancer-related death that was
caused by bladder carcinoma.
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downregulation (case 6) supporting luminal subtype(c), KRT20 and
KRT5 downregulation (case 89) supporting null subtype (d), KRT20
downregulation and KRTS upregulation (case 11) supporting basal sub-
type (e), and KRT20 up-regulation and KRTS up-regulation (case 45)
supporting mixed subtype (f)
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Table 1 Normalized expression

KRT 20 and KRT 5 by qRT-PCR Case # KRT 20* KRT 5* Grade/stage Suggested molecular subtype
in 10 selected cases representative
of different molecular-phenotype 1 0.01730 0.65474 LGTa Null
gm/:‘le categonji&s also i_nvestigated 6 3.90218 0.49040 LGTa Luminal
by immunohistochemistry show- 9 0.16999 12.38655 LGTa Basal
ing similar results with both
swaiodls, Lavsl of expeopsion 11 0.84945 478284 HGTI Basal
above 1 represent upregulation of 17 8.33793 0.06792 HGT1 Luminal
the marker and level of expression 34 236639 0.43249 HGTI Luminal
Peow Liceescnts downregus: 45 465062 338195 HGTI Mixed
tion of the marker (see also -
“Material and methods” section 60 0.00272 10.01338 LGTa Basal
and Fig. 1) 83 1.76103 0.37990 HGTa Luminal
89 0.36501 0.48424 LGTa Null

*Normalized expression AACq for KRT 20 and KRT 5
KRT 20, keratin 20; KRT 5, keratin 5; grade/stage, pathologic grade and stage following the WHO 2016 classi-

fication and the AJCC 8th edition

Pathologic evaluation

Pathologic re-assessment of all primary tumors and their re-
currences was done by three pathologists blinded to the clin-
ical status. Forty randomly selected bladder carcinoma cases

served as a preliminary sample set to facilitate agreement on
grading and staging. Sections were graded in the worst differ-
entiated area. If a discrepancy occurred, a review round was
organized to obtain consensus on a diagnosis. Pathologic
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Fig.2 Parameters related to recurrence-free survival in NMIBC patients. Similar to other classic predictors in the study (a, b, and ¢), luminal molecular-
phenotype grade predicted most aggressive tumors (d); meanwhile, mixed molecular phenotype resulted in less aggressive tumors (d)
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grade and stage were determined according to the WHO/
AJCC/TNM 2016 revision. [9]

Qualitative and quantitative assessment
of molecular-phenotype grade

A representative 4-p thick paraffin block was cut from
each tumor, deparaffinized in xylene, rchydrated in
graded ethanol, and then washed with PBS. For antigen
retrieval, the sections were boiled in 10 mM citrate
buffer (pH 6.0). Sections were incubated with primary
mouse monoclonal antibodies (CK20 [Ks20.8,
prediluted; DAKO, Carpinteria, CA] and CKS5/6 [D5/
16B4, 1:50; Cell Marque, Rocklin, CA]) incorporating
positive and negative controls. Immunohistochemical
stains were performed using the EnVision system
(DakoCytomation, Denmark) with 30 min at room tem-
perature with diaminobenzidine chromogen substrate so-
lution (0.6 mg/ml in tris buffer saline, pH 7.6 with
12 ml 30% hydrogen peroxide). Sections were counter-
stained with Mayer’s hematoxylin. Three pathologists

evaluated the immunohistochemical slides independently
using a Zeiss Scope Al optical microscope (Jena,
Germany). The same area on each slide was examined
using random fields delineated by a 1-cm? graded ocu-
lar grid attached to the eyepiece of the microscope. A
negative immunohistochemical pattern was assigned to
cases showing negative-to-rare (< 1%) single randomly
distributed cells (in both CK20 and CK5/6 cases) or
rare (< 1%) single cells at the basal portion of the pa-
pillae (CK5/6) (Fig. 1). The typical positive case was
characterized as presenting several positive cells seen at
deeper levels of the papillae exhibiting high intensity.
Four patterns of expression were identified (null
(CK20—-, CK5/6—), mixed (CK20+, CK5/6+), basal
(CK20-, CK5/6+), luminal (CK20+, CK5/6-)).

RNA extractions, cDNA synthesis, and qRT-PCR assays

To increase the specificity of the immunohistochemical anal-
ysis, KRT20 and KRTS5 were also investigated in 10 selected
cases using qRT-PCR. [40]
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Total RNA was isolated using the RNeasy Mini kit
(Qiagen, CA). The RNA concentration and purity were tested
using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific). Reverse transcription was performed with 500 ng
total RNA using a SensiFAST cDNA Synthesis Kit (Bioline).
Primers were KRT20F: GGACGACACCCAGCGTTTAT
and KRT20R: CGCTCCCATAGTTCACCGTG; KRT5F:
CCAAGGTTGATGCACTGATG and KRT5R:
TGTCAGAGACATGCGTCTGC.

Each PCR was performed with a 20 uL final volume con-
taining 4 puL ¢cDNA, 0.8 pL (each) primers, 4.4 pL diH20,
and 10 uL 1 x SYBR Green PCR Master Mix (iTaq Universal
SyBR Green Supermix, Bio-Rad). Relative gene expression
was performed by RT-PCR using CFX Connect™ detection
system and Ct (threshold cycle) values were quantified and
converted to raw data with CFX Manager software (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA). [40].

The thermal cycling conditions included a denaturation
program (95 °C for 5 min), and an amplification program
repeated 40 times (95 °C for 5 s and 60 °C for 30 s). Fold
change was calculated as 2 — AACt, where AACt was the
normalized cycle threshold value relative to endogenous con-
trols: GAPDHF: TGTCCCCACTGCCAACGTGTCA and
GAPDHR: AGCGTCAAAGGTGGAGGAGTGGGT [40].
Gene expression was calculated using control samples
(healthy adjacent urothelial tissue). A relative quantification
above 1 represents upregulation and below 1 represents down-
regulation (Fig. 1, Table 1).

Statistical analysis

The aim of the study was to search for differences be-
tween the four molecular grades (null, mixed, basal, and
luminal) regarding disease-free, progression-free, and
overall cancer-specific survival in non-muscle-invasive
bladder carcinoma.

Survival analysis was conducted using the Kaplan-
Meier method and differences among groups were tested
for significance using the log-rank test. Hazard ratios
were calculated with 95% confidence intervals using
the Cox regression, and in all calculations, a p value
of less than or equal to 0.05 was considered indicative
of a statistically significant difference.

All statistical analysis was performed using the Statistical
Package for Social Sciences (IBM® SPSS® Statistics,
Armonk, NY, USA) version 24.0 for Windows® Software.

Results

Mean patient age at diagnosis of the 147 (17 were female)
cases was 66.88 years (range 29-93 years). Ninety-five
(64.6%) patients had low-grade non-invasive (Ta) carcinoma;
15 patients (10.2%) had high-grade non-invasive (Ta) carci-
noma; and 37 (25.2%) patients had T1 high-grade invasive
carcinoma. Fifty-one patients had < 3 cm tumors. Tumor size
ranged from 1 to 8 cm (mean 3.27 cm). The molecular grade
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Fig.4 Parameters related to cancer-specific survival in NMIBC patients.
Similar to the other classic predictors in the study (a, b, ¢, and d), luminal
molecular-phenotype grade was predictive of more aggressive tumors (e);

meanwhile, mixed molecular phenotype resulted in less aggressive
neoplasms (e)
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Table 2  Characteristics of 147 patients and survival analysis of clinicopathologic variables in study including molecular-phenotype grading

Variable® Overall Recurrence-free survival Progression-free survival Cancer-specific survival
N=147 (%) N=74 (%) N=120 (%) N=127 (%)
p value* p value* p value*
Age (years)" 0.691 0.150 0.013
<70 83 (56.5) 39 (47.0) 70 (84.3) 76 (91.6)
=70 64 (43.5) 35 (54.7) 50(78.8) 51(79.7)
Gender 0.424 0.062 0.112
Female 17 (11.6) 8 (47.1) 17 (100) 17 (100)
Male 130 (88.4) 66 (50.8) 103 (79.2) 110 (84.6)
Tumor size (cm)S 0.034 0.162 0.028
<3 51(34.7) 31 (60.8) 44 (86.3) 48 (94.1)
=3 96 (65.3) 43 (44.8) 76 (79.2) 79 (82.3)
Stage 0.006 <0.001 <0.001
Ta 110 (74.8) 61 (55.5) 100 (90.9) 103 (93.6)
T1 37(25.2) 13 (35.1) 20 (54.1) 24 (64.9)
Grade <0.001 <0.001 <0.001
LG 95 (86.4) 57 (60.0) 89 (93.7) 91 (95.8)
HG 52 (13.6) 17 (32.7) 31 (59.6) 36 (69.3)
Molecular grade 0.021 <0.001 <0.001
Null 89 (60.5) 50 (56.4) 80 (89.9) 84 (94.4)
Mixed 6(4.1) 4 (66.7) 5(83.3) 6 (100)
Basal 20 (13.6) 10 (50.0) 15 (75.0) 16 (80.0)
Luminal 32 (21.8) 10 (31.3) 20 (62.5) 21 (65.6)
*Log-rank test; #mean age (range) 66.88 = 10.8 (29-93); $mean tumor size (cm) (range) 3.27 + 1.56 (1-8); &Follow-up (months) median (range) 76 (6—
120)
SD standard deviation

included patients with null (n = 89), mixed (n = 6), basal (n =
20), and luminal (n = 32) phenotypes, with differences in re-
currence-free, progression-free, and cancer-specific survival
associated with molecular-grade categories (Figs. 2, 3, and
4) (Table 2).

T status and grade were also associated with recur-
rence-free, progression-free, and cancer-specific survival
(Table 2). Tumor size was associated with recurrence-
free and cancer-specific survival but not to progression-

free survival, and patient age was associated with
cancer-specific survival only (Table 2; Figs. 2, 3, and
4). Phenotype grade was also associated with recur-
rence-free, progression-free, and cancer-specific survival
in patients with low-grade Ta (Table 3; Fig. 5) or high-
grade Ta non-invasive (Table 4; Fig. 6) tamors, or Tl
high-grade invasive (Table 5; Fig. 7) tumors.

Using the Cox multivariate analysis, pathologic and
molecular grades were identified as independent

Table 3  Survival analysis of patients with TaLG bladder carcinoma according to molecular-phenotype grade

Molecular grade Overall TaALG RFS p value* PFS p value* CSS p value*
N=95 (%) N=57 (%) N=89 (%) N=91 (%)
0.183 0.005 <0.001
Null 66 (69.5) 43 (65.2) 63 (95.5) 64 (97.0)
Mixed 3(3.2) 2 (66.7) 3 (100) 3 (100)
Basal 5(53) 2 (40.0) 3 (60.0) 3 (60.0y
Luminal 21 (22.1) 10 (47.6) 20(95.2) 21 (100)
*Log-rank test

RSF, recurrence-free survival; PFS, progression-free survival; CSS, cancer-specific survival
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Fig.5 Molecular-phenotype grade was a predictor of RFS, PFS, and CSS in patients with non-invasive (Ta) low-grade urothelial carcinoma, with basal
phenotype resulting in more aggressive neoplasms (RFS, PFS, CSS) and mixed phenotype resulting in the less aggressive phenotype (RFS, PFS, CSS)

predictors of recurrence-free, progression-free, and
cancer-specific survival, with the high pathologic grade
and the luminal molecular grade associated with more
aggressive neoplasms. Age was also identified as an
independent predictor of cancer-specific survival in our
cohort series (Table 6).

Discussion

Recent studies suggest that bladder cancers can be divided
into two candidates intrinsic molecular subtypes referred
to as luminal and basal [11-32, 35]. Luminal tumors have
an expression signature similar to intermediate/superficial
layers of the urothelium. Basal tumors show an expression
signature similar to the basal layer of the urothelium. [13]
The immunohistochemical expressions of two markers,
luminal (GATA3) and basal (CK5/6), were sufficient to
identify the molecular subtypes of bladder cancer with
90% accuracy in one study [13]. Immunohistochemistry
of CKS5 (basal) and CK20 (luminal) expression can iden-
tify upper tract urothelial carcinomas with worse cancer-
specific survival [25].

Recently, Patschan et al. [22] identified outcome dif-
ferences in T1 patients stratified as 3 molecular sub-
types (classes 1-3). High-risk tumors (class 2) harbored

frequent TP53 and ERBB2 alterations and APOBEC-
related mutations, whereas low-risk tumors (class 1)
were enriched for fibroblast growth factor receptor-3
mutations. Class 3 tumors showed basal-like
characteristics.

Our paper aimed to corroborate the proposal by Choi
et al. [34] on the use of CK20 and CKS5 as surrogate for
luminal-basal by immunohistochemistry and therefore to
establish its potential use in routine histopathology. We
also attempted to corroborate the findings by Breyer et al.
[40] using the same RT-PCR technology to molecularly
validate the correspondence between immunohistochemis-
try and RT-PCR data in selected cases with the purpose of
adding robustness to our study. Differences among these
publications include the inclusion of muscle-invasive blad-
der carcinoma by Choi et al. [34] and the restriction to pT1
carcinomas by Breyer et al. [40] Interestingly, our results
show an association between luminal-basal subtypes and
aggressiveness in non-muscle-invasive bladder carcinoma
confirms that the use of the immunohistochemical expres-
sion of CK20/CK5-6 can be used to classify the molecular
subtypes, [25, 34] thus supporting the potential prognostic
use of molecular grading in non-muscle-invasive bladder
carcinoma.

Few studies have addressed the role of immunohisto-
chemistry in the treatment of non-muscle-invasive

Table 4  Survival analysis of patients with TaHG bladder carcinoma according to molecular-phenotype grade

Molecular grade Overall TaHG RFS p value* PFS p value* CSS p value*
N=15(%) N=4(%) N=13 (%) N=12 (%)
0.004 <0.001 <0.001
Null 6 (40) 0(0.0) 5(83.3) 6 (100)
Mixed 1(6.7) 1(100) 1(100) 1.(100)
Basal 6 (40) 3 (50.0) 5(83.3) 5(83.3)
Luminal 2(13.3) 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0)
*Log-rank test
RSF, recurrence-free survival; PFS, progression-free survival; CSS, cancer-specific survival
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Fig.6 Molecular phenotype-grade was a predictor of RFS, PFS, and CSS
in patients with non-invasive (Ta) high-grade urothelial carcinoma with
luminal phenotype resulting in more aggressive neoplasms (RFS, PFS,

bladder carcinoma following the introduction of molec-
ular taxonomy [13, 25, 34]. A classification system that
divides urothelial carcinoma into luminal and basal cat-
egories was recently published [34, 36, 37]. Whereas
luminal carcinomas expressed genes associated with su-
perficial umbrella cells and appeared similar to superfi-
cial papillary tumors, basal carcinomas expressed genes
more characteristic of urothelial basal cells, which have
a worse prognosis but may be more responsive to neo-
adjuvant chemotherapy or checkpoint immunotherapy
[11-32].

Our study followed a similar rationale in the treatment
of non-muscle-invasive bladder carcinoma and showed a
characteristic molecular-grade signature with most cases
(60.5%) presenting null phenotypes, luminal phenotypes
(22%). basal phenotypes (14%), or a mixed category ac-
counting for 4% of the cases. Interestingly, our multivar-
iate analysis revealed that the luminal molecular grade
was an independent predictor of most aggressive tumors
in non-muscle-invasive bladder carcinoma as seen by its
association with recurrence-free, progression-free, and
cancer-specific survival, with hazard ratios of 2.3, 8.1,
or 9.0, respectively. This is similar to the data reported

CSS) and mixed phenotype resulting in the less aggressive disease (RFS,
PFS, CSS)

by Breyer et al. [40] for pT1 bladder carcinomas.
Additionally, we have observed a statistical power similar
to the molecular grade as compared with other classic
pathologic parameters including tumor size and patholog-
ic grade or stage. Null or mixed molecular grades resulted
in less aggressive tumors in our series. Molecular grade
also had a power similar to the classic clinical parameters
such as patient’s age and gender, thus supporting molec-
ular grade as potentially relevant in practice. Furthermore,
if validated, molecular grade could be implemented as a
predictor of response to therapeutic strategies in non-
muscle-invasive bladder carcinoma patients. Also, our
study showed molecular grade as a predictor of recur-
rence-free, progression-free, and cancer-specific survival
in patients with Ta/T1 high-grade urothelial carcinoma
with a luminal phenotype resulting in more aggressive
neoplasms, and mixed phenotype resulting in less aggres-
sive neoplasms. Therefore, if validated in non-muscle-
invasive bladder carcinoma, the molecular grading could
assist in the stratification of patients in categories relevant
with prognosis. Furthermore, our study did not specifical-
ly address the issue of response to therapy based on
luminal/basal phenotype due to the fact that all high-

Table 5 Survival analysis of patients with TIHG bladder carcinoma according to molecular-phenotype grade

Molecular grade Overall TITHG RFS p value* PFS p value* CSs p value*
N=37 (%) N=13 (%) N=20(%) N=24 (%)
0.015 <0.001 <0.001
Null 17 (45.9) 7(41.2) 12 (70.6) 14 (82.4)
Mixed 2(54) 1(50.0) 1 (50.0) 2 (100)
Basal 9(24.3) 5(55.6) 7(77.8) 8(88.9)
Luminal 9(24.3) 0 (0.0 0(0.0) 0(0.0)
*Log-rank test

RSF, recurrence-free survival; PFS, progression-free survival; CSS, cancer-specific survival
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Fig. 7 Molecular phenotype grade was a predictor of RFS, PFS, and CSS in patients with invasive (T1) high-grade urothelial carcinoma with luminal
phenotype resulting in more aggressive neoplasms (RFS, PFS, CSS) and mixed phenotype resulting in the less aggressive disease (RFS, PFS, CSS)

grade Ta/T1 cases had been treated by intravesical bacil-
lus Calmette-Guerin (as per guidelines); however, our
finding that the luminal (chemo-resistant) phenotype was
independently associated with more aggressive behavior
than basal (chemo-sensitive) phenotype might suggest
that basal tumors would be more responsive to current
intravesical bacillus Calmette-Guerin protocols; a finding
that needs to be substantiated in larger prospective series.
This is actually not surprising since the cancer genome
atlas derived data on muscle-invasive bladder carcinoma
suggest that luminal cases have limited response to sys-
temic immunotherapy with checkpoint inhibitors. [35] An
additional topic of interest is the fact that our study pre-
sents data related to conventional urothelial carcinoma of

the non-muscle invasive subtype, and therefore, it does
not include the analysis of luminal-basal phenotype in
the so-called bladder carcinoma with variant histology; a
fact that could be considered a limitation. However, the
potential interest of variant histology in modern urinary
bladder pathology suggests that an entirely separate study
would be necessary to properly address this topic, and this
is out of the scope of our study. [41, 42]

In conclusion, our study shows that molecular-phenotype
grade is feasible and dividing non-muscle-invasive bladder
carcinoma patients in prognostically and potentially predictive
categories add additional information regarding pathologic
grade and stage. Finally, it is relevant to say that more studies
are needed to fully develop the potential of this classification

Table 6 Multivariate survival analysis of patients with non-muscle invasive (Ta/T1) bladder cancer

Variable Recurrence-free survival Progression-free survival Cancer-specific survival
N=74 N=120 N=127
p value** Hazard ratio (CI 95%) p value** Hazard ratio (CI 95%) p value** Hazard ratio (CI 95%)

Age (years) & = = -

<70% 0.010 Reference

>70 3.428 (1.345-8.741)
Tumor size (cm) 0.099 - - 0.493

<3* Reference Reference

>3 1.578 (0.918-2.713) 1.570 (0.432-5.702)
Stage 0.143 0.676 0.985

Ta* Reference Reference Reference

T1 0.563 (0.261-1.215) 1.278 (0.404-4.043) 1.013 (0.263-3.906)
Grade <0.001 <0.001

LG* Reference Reference <0.001 Reference

HG 3.005 (1.820-4.962) 11.575 (4.411-30.379) 9.604 (3.130-29.471)
Molecular grade 0.004 Reference <0.001 0.001 Reference

Null® 0.286 0.459 (0.110-1.917) 0.990 Reference 0.983 —

Mixed 0.402 0.730 (0.349-1.526) 0.555 0.987 (0.125-7.818) 0.186 2.474 (0.647-9.462)

Basal 0.002 2.307 (1.350-3.943) <0.001 1.396 (0.461-4.223) <0.001 9.036 (3.090-26.420)

Luminal 8.142 (3.259-20.340)

*Reference category/denominator of the comparison in the Cox regression analysis; **p value, obtained the Wald test of the Cox regression analysis; IC
goryi £Ic:

(95%) confidence interval 95% for HR
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in practice, and for that, the pathologist is to play a very im-
portant role in the near future.
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Prof. Doutor Jodo Lobo Antunes (Presidente)

Prof. Doutor Jorge Soares (Vice-Presidente) C ha mpal i maUd

Prof. Doutor Adelino Cardoso
Prof. Doutor Antdnio Jacinto

Prof. Doutor José Cunha Vaz
Dr. Mério Migue!l Rosa

Dra. Paula Martinho da Silva

Lisboa, 27 de Julho de 2016

Projeto Investigagdo: Aplicagdo clinica da expresséo de biomarcadores moleculares
no tumor vesical ndo musculo-evasivo
Investigador Principal: Dr. Jorge Rebola.

Tendo em conta, conforme parecer da Dra Paula Martinho anexo, que o projeto
envolverd apenas doentes do Centro Clinico Champalimaud que n&o obterdo
qualquer retribuigdo por participagdo no estudo, apés analise dos documentos que
servem de base a candidatura, a Comissao de Etica aprovou este projeto.

O Vice-Presidente da Comissao de Etica,

—_——
I

Professor Doutor Jorge Soares, M.D., Ph.D.

Fundagdo D. Anna de Sommer Champalimaud & Avenida Brasilla
Or Carlas Montez Champalimaud 1400 038 Lisboa, Portugal
Fundada par Anténio Champalimoud T (+351) 210 480 200

F {+351) 210 480 299
www Ichampalimaud org
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Autorizagéo n.° 12757/ 2016

Fundagdo D. Anna de Sommer Champaiimaud e Dr. Carios iviontez Champaiimaud ,
NIPC 507131827, notificou a Comissao Nacional de Protecgdo de Dados (CNPD) um
tratamento de dados pessoais com a finalidade de realizar um Estudo Clinico sem
Intervengdo, denominado Aplicagdo clinica da expressdo de biomarcadores

moiecuiares no tumor vesicai nao muscuio-invasivo .

O participante é identificado por um codigo especificamente criado para este estudo,
constituido de modo a ndo permitir a imediata identificagdo do titular dos dados;
designadamente, n8c sao utilizados codigos quc coincidam com os nimcros dc
identificagao, iniciais do nome, data de nascimento, nimero de telefone, ou resultem
de uma composicéo simples desse tipo de dados. A chave da codificagdo so é
conhecida do(s) investigador(es).

E recolhido o consentimento expresso do participante ou do seu representante legal.
A informagéo é recolhida diretamente do titular e indiretamente do processo clinico.

As eventuais transmissoes de informagdo sado efetuadas por referéncia ao codigo do
participanie, sendo, nessa medida, anénimas para o destinatario.

A CNPD ja se pronunciou na Deliberagdo n.° 1704/2015 sobre o enquadramento legal,
os fundamentos de legitimidade, os principios aplicaveis para o correto cumprimento
da Lei n.° 67/98, de 26 do outubro, alterada pela Lsi n.° 103/2015, de 24 de agosto,
doravante LPD, bemn como sobre as condigées e limites aplicaveis ao tratamento de
dados efetuados para a finalidade de investigag@o clinica.

No caso em apreco, o tratamento objeto da notificacdo enquadra-se no ambito
daquela deliberagéo e o responsavel declara expressamente que cumpre os limites e
condi¢cGes aplicaveis por forga da LPD e da Lei n.° 21/2014, de 16 de abril, alterada
pela Lei n.° 73/2015, de 27 de junho - Lei da Investigacdo Clinica -, explicitados na
Deliberacéo n.® 1704/2015.

O fundamento de legitimidade é o consentimento do titular.
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A informagao tratada é recolhida de forma licita, para finalidade detemminada, explicita
e legitima e néo é excessiva — cf. alineas a), b) e c) do n.° 1 do artigo 5.° da LPD.

Assim, nos termos das disposigoes conjugadas do n.° Z do artigo 7.°, da alinea a) do
n.° 1 do artigo 28.° e do artigo 30.° da LPD, bem como do n.° 3 do artigo 1.°e don.?9
do artigo 16.° ambos da Lei de Investigagdo Clinica, com as condiges e fimites
explicitados na Deliberagdo da CNPD n.° 1704/2015, que aqui se d3o por
reproduzidos, autoriza-se o presenie tratamento de dados pessoais nos seguinies
termos:

Responsavel - Fundacgdo D. Anna de Sommer Champalimaud e Dr. Carlos Montez

Champalimaud

Finalidade — Estudo Clinico sem Intervencdao, denominado Aplicagdo clinica da

expressao de biomarcadores moleculares no tumor vesical ndo musculo-invasivo

Categoria de dados pessoais tratados — Codigo do participanie; idade/data de
nascimento; género; dados da histdria clinica; dados de meios complementares de
diagnostico; genéticos

Exorcicio do direlto de acesso — Através dos investigadores, por escrito

Comunicagdes, interconexdes e fluxos transfronteirigos de dados pessoais
identificaveis no destinatario — Nao existem

Prazo maximo de conservagao dos dados — A chave que produziu o cdodigo que
permite a identificag&o indireta do titular dos dados deve ser eliminada 5 anos apos o
fim do estudo.

Da LPD e da Lei de investigagao Clinica, nos iermos e condicdes fixados na presenie
Autorizagao e desenvolvidos na Deliberagdo da CNPD n.° 1704/2015, resultam
obrigagbes que o responsavel tem de cumprir. Destas deve dar conhecimento a todos
os que intervenham no tratamento de dados pessoais.

Lisboa, 30-11-2016
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A Presidente

Fib o

Filipa Calvéo
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UNIVERSIDAD Avda, Menéndez Pidal, /n.
P Teléfonos: 957 21 82 48

14004-CORDOBA (Espafia)
Dpto. de Especialidades
Médico - Quirdrgicas
Facultad de Medicina
e-mail: emirupes@uco.es

INFORMACION PARA EL CONSEJO DE ETICA

DE LA FUNDACION CHAMAPALIMAUD DE LISBOA

La base de datos proporcionada por la Unidad de Anatomia Patologica de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba, para el estudio “APLICACION
CLINICA DE BIOMARCADORES EN EL CARCINOMA UROTELIAL NO MUSCULO-INVASIVO”, a
realizar por el Dr. Jorge Manuel Trindade Rebola, médico urdlogo de la Fundacién
Champalimaud de Lisboa y estudiante de Doctorado en la Escuela Nacional de Salud Publica
de la Universidad Nova de Lisboa, es una base de datos anonimizada de pacientes con el
diagnoéstico de carcinoma urotelial de vejiga no musculo-invasivo que incluye la informacién
referente a edad, sexo, diagnostico histolégico, expresién de biomarcadores moleculares en el
tejido tumoral, asi como, presencia o no de recidiva, progresién o muerte cadncer especifica
con un periodo de observacién de 120 meses.

Esta base de datos anonimizada resulta de proyectos de investigacion realizados con la
aprobacién del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Reina Sofia en
Cérdoba.

Prof. Dr. Antonio Ldpez-Beltran

28 de Septiembre 2018
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Comissio de Etica Funda?ao
Prof. Doutor José Manuel Cardoso da Costa (Presidente) .

Prof. Doutor Adelino Cardoso ChampahmaUd
Prof. Doutor Anténio Jacinto

Prof. Doutor José Cunha Vaz

Prof®, Doutora Leonor Parreira

Prof. Doutor Mério Miguel Rosa

Dra. Paula Martinho da Silva

Lisboa, 17 de outubro de 2018

Projeto: Tese de doutoramento Dr. Jorge Rebola. “Aplicagdo Clinica de biomarcadores
moleculares no carcinoma urotelial da bexiga ndo musculo-invasivo.”
Uma vez que néo foi incluido nenhum doente da Fundagdo Champalimaud no estudo, o

Consentimento Informado n3o foi utilizado. Nao ha, assim, lugar a necessidade de dispensa
do mesmo, ndo apresentando o projeto quaisquer objegoes éticas.

O Presidente da Comiss&o de Etica,
The President of the Ethics Committee,

W

Prof. Dr. José Manuel Cardoso da Costa, J.D.

Fundagéo D. Anna de Sommer Champalimaud e Avenida Brasiia
Dr Carlos Montez Champalimaud 1400-038 Lisboa, Portugal
Fundada por Anténlo Champal maud T (+351) 210 480 200

F (+351) 210 480 299
www fchampalimaud org
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