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lll. Resumo da Dissertagao

Introdugdo: Cancer de bexiga é o segundo tumor urolégico mais comum e
quando comparado a outros tumores, € o 5° com maior incidéncia e 7° em
numero de mortes em 2016.

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a expressao imunoistoquimica das
proteinas E-caderina (ECAD), B-catenina (BCAT), vimentina (VIM), N-caderina
(NCAD) e CD44 em pacientes com carcinoma urotelial de bexiga (CAUB) de alto-
grau, assim como a sua relagao com tempo de sobrevida, estadiamento tumoral
€ associacao entre os marcadores.

Material e Métodos: Foram obtidas amostras de 34 pacientes com tumor de
bexiga de alto-grau de natureza musculo-invasora, submetidos a cistectomia
radical pelo Departamento de Urologia do Complexo Hospitalar Santa Casa de
Porto Alegre, entre 2000 e 2004. Foi realizada a avaliagcdo da expressao
imunoistoquimica dos marcadores acima citados. Para a significancia estatistica
foi adotado valor P< 0,05.

Resultados: A ECAD foi principalmente expressa em um padrao aberrante, com
predominancia de intensidade forte e moderada. A expressao nuclear de ECAD
esteve presente em cerca de 61,8% dos casos, sendo associada a expressao
aberrante/intensidade de ECAD, assim como imunorreatividade positiva para
NCAD. A expresséo de BCAT foi positiva em 29,4% dos casos, sendo associada
a estadiamento tumoral (TNM). A expressao positiva de NCAD foi associada ao
tempo de sobrevida em 2 anos (log rank test, P<0,05). Ndo foram encontradas
outras associagdes entre a expressdo dos marcadores imunoistoquimicos e

outras variaveis do estudo.



X

Conclusao: Apesar da concordancia com a literatura em que ha uma expressao
aberrante dos diversos marcadores durante o processo da Transicao Epitélio-
Mesenquimal (EMT), o padrdo de imunorreatividade varia de acordo com a sua
natureza. Foi evidenciada a expressao aberrante dos diversos marcadores
epiteliais (ECAD e BCAT) juntamente com o aparecimento de marcadores
mesenquimais (VIM e NCAD) e a associagdo desses eventos com tempo de
sobrevida e estadiamento tumoral. Um dos fatores limitantes deste estudo é o
tamanho amostral limitado. Apesar disso, o diferencial deste estudo é baseado
no fato de que o grupo de participantes € composto por pacientes com doenga
avangada e o tempo de seguimento prolongado. Para obtencédo de resultados
mais consistentes, faz-se necessaria a ampliacdo do numero de marcadores
imunoistoquimicos e de amostras nos proximos estudos.

Palavras-chave: Cancer de Bexiga, E-caderina, B-catenina, N-caderina,

Vimentina, CD44, Transi¢ao-epitélio-mesenquimal, EMT
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1 INTRODUGAO
1.1 EPIDEMIOLOGIA

Cancer de bexiga é o Segundo tumor urolégico mais comum e quando
comparado a outros tumores, € o0 5° com maior incidéncia e 7° em numero de
mortes em 2016 (Dinney e cols., 2004; Wu, 2005; Chan e cols., 2009; National
Cancer Institute (NCI), 2016).

Foram estimados cerca de 76.960 novos casos de cancer de bexiga e
16.390 mortes nos Estados Unidos em 2016. O numero de mortes estimados em
homens/mulheres a cada 100.000 habitantes é 7,7 / 2,2 (3,5 : 1 / 100.000),
respectivamente, conforme dados do National Cancer Institute (NCI, 2016).

No Brasil (2016), estima-se 9.670 novos casos de cancer de bexiga (7.200
em homens e 2.470 em mulheres). Em 2013, ocorreram 3.642 mortes pela
doenca, sendo 2.542 em homens e 1.099 em mulheres, conforme registro do
Sistema de Informagao sobre Mortalidade (SIM) e Instituto Nacional do Cancer
(INCA) (INCA, 2016).

A incidéncia do cancer de bexiga varia de acordo com idade e sexo, sendo
mais prevalente em individuos entre 50 e 70 anos, em uma proporcao de 3:1 em

homens (Kaufman e cols., 2009).
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1.2 FATORES DE RISCO

Os Fatores de risco associados ao desenvolvimento do cancer de bexiga
podem ser classificados em genéticos, ocupacionais e ambientais (Wu e cols.,
2009; Pierzynski e cols., 2015).

Como exemplo pode-se citar:

a) tabagismo: € um dos fatores de risco bem determinados para
carcinoma urotelial de bexiga (CAUB), sendo responsavel por 50-65% dos casos
em homens e 20-30% dos casos em mulheres (Freedman e cols., 2011);

b) produtos quimicos industriais (corantes, borrachas, couros, téxteis,
produtos de pintura): tumores de bexiga estdo relacionados a fatores
ocupacionais em cerca de 20-25% dos casos (Pashos e cols., 2002);

c¢) tratamentos prolongados com quimioterapicos, como ciclofosfamida;

d) radioterapia pélvica: é relacionada a um aumento do risco relativo para
o desenvolvimento de tumores secundarios em pacientes submetidos a
radioterapia para tratamento de neoplasias ginecoldgicas (Chrouser e cols.,
2006);

e) infecgdes crbnicas do trato urinario: foi sugerido, ainda com ressalvas,
que pacientes com casos de infeccdo de trato urinario crénicas apresentariam
risco aumentado para desenvolvimento de céncer de bexiga (Pelucchi e cols.,
2006);

f) fatores genéticos: em familias com historico de cancer, existe um risco
aumentado para cancer de bexiga em parentes de primeiro-grau; esse risco se

torna maior em pacientes jovens (Murta-Nascimento e cols., 2007);
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1.3. FATORES PROGNOSTICOS

Estudos prévios demonstraram que estadiamento e graduacgéo tumorais
sdo indicadores prognosticos, relacionados a recorréncia, progressao e
sobrevida em pacientes com cancer de bexiga. Outros fatores prognésticos
incluem: multifocalidade, presenca de invasdo linfatica e associacdo com
carcinoma in situ. (Soloway e cols., 2003; Kashibuchi e cols., 2007; Hu e cols.,
2011; SBOC, 2011).

Varias moléculas que estao envolvidas na transicao epitélio-mesenquimal
(EMT) podem ser uteis como indicadores progndsticos em pacientes com
diferentes tipos de tumor, ex.: E-cadherina, vimentina, N-cadherina, B-catenina,
y-catenina, Slug, Snail, MMP-9, TWIST (Xu e cols., 2006; Voulgari e cols., 2009;
Roussos e cols., 2010; Harada e cols., 2012; Liu e cols., 2014).

A EMT promove alteracdo dos mecanismos de adesao, plasticidade e
motilidade celular, induzindo um fendtipo mesenquimal as células tumorais,
conferindo-lhes caracteristicas mais agressivas e invasoras (Thiery e cols., 2002;
Baumgart e cols., 2007; Voulgari e cols., 2009; Kalluri e Weinberg, 2009; van der
Horst e cols., 2012; McConkey e cols., 2009; Adam e cols., 2009; Roussos e
cols., 2010; Kallergi e cols., 2011; Nijkamp e cols., 2011; Hur e cols., 2013;
Nozato e cols., 2013).

Nos casos de CAUB, tanto graduagdo quanto estadiamento (TNM)
tumorais sdo fatores prognosticos independentes, relacionados a doengas com
padrdao mais agressivo e invasor e com pior desfecho (Jemal e cols., 2009;

SBOC, 2011).
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A taxa de sobrevida em 5 anos para pacientes com estagio | (T1NOMO) e
Il (T2a,bNOMO) é maior do que 70%, enquanto que para estagio IV (superiores
a T4NOMO) é inferior a 20% (SBOC, 2011).

Pacientes com CAUB de alto-grau apresentam uma doenga de natureza
mais agressiva e com um risco relativamente maior de recorréncia e progressao

(SBOC, 2011).

1.3.1 GRADUAGAO

Graduacgao tumoral consiste na avaliagdo do grau de anaplasia celular,
analisando critérios morfoldgicos como aumento de celularidade, aglomeragéo e
pleomorfismo nuclear, alteracdo do padrao de cromatina e presenga anormal de
figuras mitéticas (Mostofi e cols., 1973; Eble e cols., 2004; Cheng e cols., 2012).
Existem dois tipos principais para sua classificagcdo conforme a Organizagao
Mundial da Saude — “World Health Organization” (WHO): a) WHO — 1973; b)
WHO/ISUP — 2004. Atualmente utiliza-se a classificacao WHO/ISUP — 2004,
entretanto, salienta-se a importancia da classificagdo mais antiga devido ao fato
de que a maioria dos estudos retrospectivos foram baseados na WHO — 1973
(Montironi e Lopez-Beltran, 2005; Miyamoto e cols., 2010; Cheng e cols., 2012).

O sistema de graduagdo WHO — 1973 classifica as lesbes em: papiloma
ou carcinomas, que podem ser categorizados em Grau | — bem diferenciado,
Grau Il — moderadamente diferenciado e Grau Il — pouco diferenciado (van Rhijn
e cols., 2009; Cao e cols., 2010).

O sistema de classificagdo 2004 WHO/ISUP (World Health Organization/

International Society of Urological Pathology) define neoplasias papilares
uroteliais em quatro tipos: Papiloma, Neoplasia Urotelial de Baixo Potencial de

Malignidade, Carcinoma Urotelial de Baixo e Alto Grau. Essa classificacdo
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apresenta uma descri¢cao detalhada da arquitetura tecidual e celular (Figura 1 e

Tabela 1).

WHO 1973

Papiloma Gl Gl

Papiloma PUNMLP I Baixo-Grau Alto-Grau

PUNLMP WHO 2004

Figura 1 — Comparacéo entre os sistemas de graduagao tumoral WHO 1973 vs
2004. A) PUNLMP: Neoplasia Urotelial Papilar de Baixo Potencial de
Malignidade. Adaptado de: van Rhijn e cols., 2009.

Tabela 1 — Critérios histologicos para graduagdo em tumores uroteliais

Papiloma PUNLMP Carcinoma Urotelial Carcinoma Urotelial

de Baixo Grau de Alto Grau
ARQUITETURA
Delicadas; Fusionadas; Fusionadas;
Papilas Deliciada/Delicate ocasionalmente ramificadas; ramificadas;
fusionadas delicadas delicadas
Predominantemente
. desorganizadas
. Predominantemente
Polaridade : com frequente
. organizadas com
o . normal; e perda de
Organizagao Idéntica ao minimas perda de . )
Qualquer : i polaridade;
cellular normal ) polaridade;
espessura; Qualquer
Qualquer .
Coeso ) espessura;
espessura; Coeso
Frequentemente

perda da coesao

' Presencga de nucléolos pequenos, regulares e sem identificagdo de parametros
histopatoldgicos associados a Carcinomas de Alto Grau.

2 PUNLMP, Neoplasia Urotelial Papilar de Baixo Potencial de Malignidade.
Adaptado de: Miyamoto e cols., 2010. The 2004 WHO/ISUP classification
system.
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Tabela 1 — Critérios histoldgicos para graduagdo em tumores uroteliais

(Continuagéao)

Carcinoma Urotelial

Carcinoma Urotelial

Papiloma PUNLMP :
P de Baixo Grau de Alto Grau
CITOLOGIA
Tamanho Identica ao Aumentados Aumentado, com Aumentado, com
nuclear normal uniformemente alguma variagao alguma variagao
Arredondadas;

. . Aumentada, ] )
Superficie Identica ao ovalada Olvaladas; Pleomorfismo
nuclear normal ) ’ Discretas variagdes nuclear

uniforme
no contorno
Cromatina Fina Fina Discretas variagdes Hipercromasia
Discretos ou Normalmente Multiplos nucleolos
Nucleolos Ausente . . .
Ausentes discretos proeminentes
Usualmente
Figurias . Ocasionalmente, frequente, em
D e Ausente Raras, basais , .
mitoticas em qualquer nivel qualquer nivel,
Podem ser atipicas
Presente
’ . Usualmente Podem estar
Células uniformemente Presentes
presente presente

' Presencga de nucleolos pequenos, regulares e sem identificagdo de parametros
histopatoldgicos associados a Carcinomas de Alto Grau.

2 PUNLMP, Neoplasia Urotelial Papilar de Baixo Potencial de Malignidade.
Adaptado de: Miyamoto e cols., 2010. The 2004 WHO/ISUP classification
system.

1.3.2. ESTADIAMENTO

Estadiamento tumoral consiste em avaliar o grau de disseminagdo da
doenca, levando em consideragcdo ndo somente a sua taxa de crescimento, mas
também a extensao da doenca. Para isso sdo analisados: localizagdo, tamanho
ou volume do tumor, invasdo vascular e linfatica, metastases a distancia,
diagndstico histopatologico, entre outros (Edge e cols., 2010).

A Invaséo consiste  no

tumoral, mais  especificamente,

crescimento/desenvolvimento do tumor ultrapassando o limite da membrana
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basal, chegando ao estroma/tecido conjuntivo, camada muscular e/ou estruturas

adjacentes (Figura 2).

Urotélio

Tis @%

T2a

T2b

——

Lamina propria

Muscular
superficial
Muscular

_ profunda

Carcinoma
in situ

Carcinoma
urotelial

Tumor invade
ldmina prépria

Tumor invade camada
muscular superficial

Tumor invade camada

T3

T4

muscular profunda

Tumor invade
tecido perivesical

Tumor invade tecidos
e orgdos adjacentes

superficial

Figura 2 — Estadiamento dos tumores uroteliais de bexiga conforme classificagao
do sistema TNM (Tumour-Node-Metastasis). Adaptado de: Knowles e Hurst
(2012).

Componentes celulares do estroma / matriz extracelular (MEC)
contribuem para a progressdo da doenga por meio de mecanismos de
sinalizagao celular, incluindo fatores de crescimento, indutores de angiogénese,
expressdo de metaloproteinases da matriz (Liotta e Kohn, 2001; Orlichenko e
Radisky, 2008).

Aproximadamente 70% dos casos de cancer de bexiga se apresentam
como tumores superficiais confinados na mucosa (Tis, Ta) ou que se estendem
até a lamina propria (T1). Tumores musculo-invasores (T2 — T4) correspondem

aos 30% restantes dos casos (Kaufman e cols., 2009; Olivo e cols., 2012).




Tabela 2 — Classificagdo TNM (2009) para Cancer de Bexiga

T — Tumor Primario

Tx | Tumor primario — ndo pode ser avaliado

TO N3o ha evidéncia de tumor primario

Ta Carcinoma papilifero nao invasivo

Tis | Carcinoma in situ: “Tumor plano”

T1 | Tumor que invade o tecido conjuntivo subepitelial
Tumor que invade o musculo:

T2 T2a: Tumor que invade a musculatura superficial (metade interna)
T2b:Tumor que invade a musculatura profunda (metade externa)
Tumor que invade o tecido perivesical:

T3 T3a: Microscopicamente
T3b: Macroscopicamente (massa extravesical)

Tumor que invade qualquer uma das seguintes estruturas:

T4 | T4a: Tumor que invade préstata, Utero ou vagina

T4b: Tumor que invade parede pélvica ou abdominal

N - Linfonodos Regionais

Nx | Os linfonodos regionais ndo podem sem avaliados

NO | Auséncia de metastase em linfonodo regional

N1 Metastase em um unico linfonodo na pelve (hipogdstrico,
obturador, iliaco externo ou presacral)

N2 Metastase em multiplos linfonodos na pelve (hipogastrico,

obturador, iliaco externo ou presacral)

18



19

N3 | Metastase em linfonodo da iliaca comum

M — Metastases a distancia

MO | Auséncia de metastases a distancia

M1 | Metdastases a distancia

Adaptado de: Guidelines on Muscle-invasive and Metastatic Bladder Cancer. European
Association of Urology (2015).

1.4. TRATAMENTO

Embora casos de cancer de bexiga ndo musculo-invasores possam ser
tratados com abordagem menos agressivas comparados ao tratamento dos
tumores musculo-invasores — resseccao transuretral/endoscépica x cistectomia
radical, a sua recorréncia varia entre 30% a 70%. Cerca de 30% desses tumores
podem progredir para doengas musculo-invasoras (>= T2) (Heney e cols., 1983;
Millan-Rodriguez e cols., 2000; Hu e cols., 2013).

Pacientes acometidos com doenga musculo invasora (T2 — T4) que foram
submetidos a terapias mais agressivas, incluindo cistectomia radical,
apresentam taxa de sobrevida em 5 anos entre 27% a 50% (Wallace e cols.,

2002; Bryan e Tselepsis, 2010; Hu e cols., 2013).

2. INICIAGAO E PROGRESSAO TUMORAL

Recentemente alguns conceitos como transigdo-epitélio-mesenquimal
(EMT), stemness, “cancer stem cell’ (CSC), tem sido utilizados para explicar as
caracteristicas de progressao tumoral e tentar prever possiveis desfechos como

recorréncia, progressdo, metastase, resisténcia a quimioterapia e morte
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(McConkey e cols., 2009; Adam e cols., 2009; Kalluri e Weinberg, 2009; Polyak
e Weinberg, 2009; van der Pluijm, 2011; Garg, 2015).

Foi previamente demonstrada a influéncia da EMT na progressdo da
doenca, sendo crucial a compreensao dos mecanismos moleculares que podem
influenciar no desfecho do paciente, e com isso, indicar o melhor tratamento (Wu
e cols., 2013).

EMT, CSC e stemness fazem parte de um complexo processo relacionado
com iniciacdo e desenvolvimento tumoral, que ocorrem em resposta aos
diversos mecanismos de sinalizacao celular que podem ocorrer tanto no local,
quanto a distancia. Esses mecanismos atuam tanto nas células tumorais quanto
na matriz extracelular / estroma (MEC), onde, células epiteliais diferenciadas
retornam a um estado menos diferenciado apresentando um fendtipo
mesenquimal (desdiferenciagao celular) (Xu e cols., 2006; Mani e cols., 2008;
Voulgari e Pintzas, 2009; Thiery e cols., 2009; Kasper, 2009; Santisteban e cols.,

2009; Zhang e cols., 2010; Harada e cols., 2012; Jiang e cols., 2016).

21  TRANSIGAO EPITELIO-MESENQUIMAL

A EMT promove alteragdo do mecanismo de adesao celular na relagao
célula-célula e célula-MEC, conferindo a célula tumoral um fendtipo
mesenquimal com caracteristicas invasoras. Isso ocorre por meio da alteragao
da polaridade e plasticidade celular, diminuicdo da expressao de marcadores
epiteliais e aumento ou ganho de expressao dos marcadores mesenquimais. O
fendtipo invasor-mesenquimal contribui também para alteragdo da morfologia

celular, motilidade, migragéo, resisténcia a apoptose e a quimioterapicos,
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estimulacdo de angiogénese e aquisicao de propriedades de células tronco-
tumorais (CSC) (Kalluri e Weinberg, 2009; Polyak e Weinberg, 2009; van der
Pluijm, 2011).

Alteragdes no microambiente tumoral também fazem parte da EMT. Em
tumores metastaticos ocorre um aumento da expressao de metaloproteinases
de matriz (MMPs), o que confere a esses casos mais avangados um pior
prognoéstico. Mais especificamente, MMP-9 é uma importante endopeptidase
dependente de zinco, capaz de degradar componentes da membrana basal /
ldmina propria. Sendo assim, o aumento da expressdao de MMP-9 esta
relacionada com metastase tumoral, facilitando a disseminagao/migragdao de
diversos tumores, incluindo cancer de bexiga. (McConkey e cols., 2010;
Weinstein e cols., 2014; Ao e cols., 2014; Guo e cols., 2012; Li e cols., 2012;
Ahmad e cols., 2014; Yang e cols., 2014; Wang e cols., 2015; Song e cols., 2015)

A EMT ndo € um evento especifico que ocorre somente no
desenvolvimento do cancer. Ele é dividido em 3 subtipos: a) Tipo | — relacionado
ao desenvolvimento embrionario; b) Tipo Il — relacionado ao processo de
cicatrizagao tecidual; c) Tipo Il — relacionado a origem e desenvolvimento de
neoplasias (Savagner e cols., 1994; Thiery, 2002; Yao e cols., 2011; Tan e cols.,

2014)(Figura 3).
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Figura 3 — Classificagédo dos tipos de Transigao-Epitélio-Mesenquimal. Adaptado
de: Lee e Nelson (2012)

Os marcadores imunoistoquimicos classicos relacionados a EMT podem
ser agrupados em duas categorias, os marcadores epiteliais e mesenquimais.
Em nosso estudo analisamos E-cadherina (ECAD) e B-catenina (BCAT) como
marcadores epiteliais e vimentina (VIM) e N-cadherina (NCAD) como

marcadores mesenquimais (Figura 4).
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Figura 4 — Demonstracédo da dindmica reversivel do processo EMT — MET;
alteracdo do fendtipo epitelial para mesenquimal. Adaptado de: Lee e Nelson
(2012).

2.2. TRANSIGAO EPITELIO-MESENQUIMAL E STEMNESS

Alguns estudos sugerem que a maioria dos processos de metastase e
invasao tumorais estao relacionados com processo de EMT e a geracédo de
cancer stem-like cells (Mani e cols., 2008; Santisteban e cols., 2009; Kasper e
cols., 2009; Gupta e cols., 2009; van der Horst e cols.,2012).

E atribuido & stemness, nas células-tronco tumorais (CSC), a capacidade
proliferativa e um menor padréao de diferenciagao celular. Nas células tumorais
diferenciadas a habilidade de auto-renovacado e formacdo de metastases a
distancia é atribuida a influéncia da EMT (Qiao e cols., 2012). Previamente foi

demonstrado por Spaderna e cols., 2007 a expressao de genes associados tanto
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ao processo da EMT e “stemness” no fronte de invasdo tumoral de tumores

colorretais no processo de progressao tumoral (Islam e cols., 2015) (Figura 5).
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Figura 5 — Desenvolvimento e progressédo tumoral a partir das células tronco
uroteliais. Adaptado de: Garg (2015).
2.3. STEMNESS

Heterogeneidade intra-tumoral (ITH) € um conceito que explica a
existéncia de diferentes subpopulagdes de células com diferentes fungdes na
iniciacao e progressao tumoral, sendo atribuidas essas caracteristicas a células-
tronco tumorais (CSC) e stemness (Reya e cols., 2001).

E atribuida & ITH as diferentes formas de evolugéo/progressao da doenca,

considerando os padrdes de recorréncia e progressao tumorais. Por isso, faz-se
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importante a construgao e validagao de painéis imunoistoquimicos objetivando a
melhor indicacao terapéutica para cada paciente.

Atualmente, CSC e stemness tém sido estudados em varios tumores,
incluindo cancer de bexiga. E chamada de CSC uma subpopulagdo de células
tumorais com capacidade de iniciagcdo tumoral, proliferagdo, auto-renovacao,
progressao da doenga e metastase. Estas caracteristicas sdo conhecidas como
propriedades das células tronco-tumorais (stemness), que podem ser
consideradas intrinsecas, podendo ser influenciadas, ou n&o, pelo
microambiente local (Reya e cols., 2001; Garg e cols., 2015).

E atribuido a stemness das células tumorais capacidade proliferativa e um
padrao de menor diferenciacao celular. Em contrapartida, células tumorais
diferenciadas, influenciadas pela EMT adquirem habilidade de auto-renovacao,

facilitando a migracédo e neo-formacgao tumoral (Mani e cols., 2008).

2.4. TRANSIGAO EPITELIO MESENQUIMAL E CELULAS-TRONCO
TUMORAIS

Estudos prévios sugerem que a EMT também apresenta importante papel
no desenvolvimento, progressdo e desdiferenciagdo das células tumorais em
células-tronco tumorais (Mani e cols., 2008; Kasper, 2009; Santisteban e cols.,
2009; Grupta e cols., 2009; Brandt e cols., 2009; Rosen e Jordan, 2009; Hanahan
e Weinberg, 2011; Islam e cols., 2015).

Foi também proposto, que ambos tipos de CSC expressam caracteristicas
similares como proliferacdo assimétrica e resisténcia a quimioterapicos.
Entretanto, somente CSC migratérias seriam capazes de disseminar e

metastatizar. A plasticidade epitelial, influenciada pela EMT, é responsavel por
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uma troca dinamica entre os dois diferentes fendtipos que as CSC podem
apresentar (estacionario e migratério). E atribuido as CSC migratérias um
fendtipo invasivo que propicia a sua disseminagao pela circulagdo sanguinea,
extravasamento para o meio extra-vascular e colonizagdo de 6rgaos alvos,
promovendo metastases (Soltanian e Matin, 2011; Garg, 2015).

Este fendbmeno esta relacionado a alteragdo da homeostase do
microambiente local, durante EMT, que promove alteragcdo na MEC / estroma,
deixando o ambiente mais permissivo, por meio de alteragdo de mecanismos de
sinalizacao (ex.: VEGF, EGF, TGF-B, MMPs, células inflamatdrias, endoteliais e

fibroblastos) (Kenny e cols., 2007).

2.5. MARCADORES DE SUPERFICIE CELULAR

Diversos marcadores de superficie, como CD44, CD24 e CD47, sao
estudados em varios tipos de tumores, incluindo cancer de bexiga, com o
propésito de identificar CSC/TIC (células de iniciagdo tumoral), e a sua
assinatura genética. De acordo com o padrdo de sua expressado, poderia ser
identificado em quais casos a doenga tem uma predisposicdo a recorréncia
tumoral ou progresséo (n&o-invasora para invasora) (Chan e cols., 2009).

CD47 é uma proteina transmembrana que inibe o processo de fagocitose
mediado por macrofagos. A expressao de CD47 € observada em uma variedade
de células tumorais, principalmente em TIC, em que expressao CD47+ indica
pior prognostico em pacientes com céncer. Sendo assim, terapia anti-CD47,
pode ser considerado um tratamento promissor por meio do aumento da
fagocitose das células tumorais por macrofagos (Majeti e cols., 2009; Jaiswal e

cols., 2009; Barclay e Van den Berg, 2014; Liu e cols., 2015).
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Estudos prévios demonstraram que a presenga de células tumorais com
imunorreatividade positiva para CD44 (CD44+), em CAUB, sado mais
tumorigénicas que as células com imunorreatividade negativa para CD44 (CD44-
). Tumores gerados a partir de células CD44+ sdo compostos tanto por células
bem/moderadamente diferenciadas e células pouco diferenciadas. Entretanto,
células tumorais pouco diferenciadas e CD44- ndo sdo capazes de produzir
tumores secundarios (Chan e cols., 2009; Syed e cols., 2016).

Expressao de subtipos de CD44, como CD44v6, é mais frequente em
tumores nao-invasores (Ta e Tis), quando comparados a tumores invasores (T1
— T4)(Klatte e cols., 2010).

Embora CD24 seja conhecido como marcador de CSC em diversos
tumors, como cancer de mama, pancreas, ovario e figado, alguns estudos
sugerem que a expressdo de CD24+ pode ser usada como preditor de
progressao tumoral em CAUB (Al-Hajj e cols., 2003; Smith e cols., 2006; Li e
cols., 2007; Gao e cols., 2010; Lee e cols., 2011).

Estudos prévios analisaram expressao de CD24, CD44 e CD47 em
CAUB. Apesar de nao ter sido demonstrado correlacido entre a expressao de CD
24 e CD44+/CD47+ (Hofner e cols., 2014), expressao positiva de CD47 é
significativamente aumentada em células de iniciagdo tumoral CD44+ que em
CD44- (Chan e cols., 2009).

Foi reportado previamente que CD44+ e CD24+ podem ser utilizados para
a identificagdo CSC/TIC em CAUB. A expressao positiva para estas proteinas
esta presente em dois tipos distintos de subpopulag¢des celulares em cancer de
bexiga (Hofner e cols., 2014). A avaliagdo da intensidade da expressao dos

marcadores CD24 e CD44 demonstrou uma maior especificidade para CD24
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para a identificagdo de células tumorais em CAUB quando comparada a
expressdo de CD44. Quando analisados em células de CAUB versus células
MEC / estroma demonstraram que CD24 é expresso exclusivamente em células
de CAUB, enquanto os componentes de estroma foram negativos ou foram
expressos em baixa intensidade. Em contraste, a expressdao de CD44 foi
evidenciada tanto nas células de CAUB quanto nos componentes do estroma /
MEC (Overdevest e cols., 2011; Hofner e cols., 2014).

Embora a expressao CD24+ e CD44+ esteja associada a uma redugao
de sobrevida em CAUB, quando combinados com outros parametros como
graduacgao e estadiamento tumorais, a expressao tanto de CD24 quanto de
CD44 nao se demonstraram como preditores independentes em pacientes que

foram submetidos a cistectomia radical (Hofner e cols., 2014).

3. INTRODUGAO A CADERINAS

Caderinas s&o glicoproteinas transmebrana envolvidas no Sistema de
adesao inter-celular em tecidos epiteliais (Takeichi, 1995; Cavallaro e cols.,
2002).

E-caderina (ECAD), N-caderina (NCAD) e P-caderina (PCAD) s&o
conhecidas como caderinas classicas, envolvidas no processo da EMT.
Cadherin Switch (CS) é uma das principais etapas relacionadas a EMT, que é
caracterizada pela perda/anormal expressdao de ECAD e ganho/nova expresséo
de NCAD e PCAD, marcadores epiteliais e mesenquimais respectivamente. Este
fendmeno propicia a progressado para CAUB de natureza musculo-invasora e

metastatica (Cavallaro e cols., 2002; Lascombe e cols., 2006; Bryan e cols.,
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2008; Wheelock e cols., 2008; Acloque e cols., 2009; Thiery e cols., 2009;

Zeisberg e Neilson, 2009; Bryan e Tselepsis, 2010; Usui e cols., 2014).

3.1. N-CADERINA

Normalmente a NCAD é expressa por tecidos de natureza neural,
endotelial, muscular, mas n&o por células epiteliais (Wheelock e cols., 1991;
Nollet e cols., 2000; Rieger-Christ e cols., 2001; Bryan e Tselepsis, 2010; Bryan,
2015).

A presenca de expressao positiva de NCAD, é considerada um evento
novo, estando associada a tumores com fen6tipo mesenquimal/invasor incluindo
CAUB (Hazan e cols., 1997; Giroldi e cols., 1999).

Durante o processo de EMT, ocorre a redu¢cao da ECAD associada a um
ganho/nova expressdao de PCAD e NCAD, induzindo processo de invaséo e
metastase. A expressdao de NCAD tem sido relacionada ao aumento de
metaloproteinases (ex.: MMP-9) que tem como fun¢do a degradar componentes
da matriz extracelular, promovendo alteragdes microambientais / locais que
contribuem para a invas&o tumoral (Suyama e cols., 2002).

Estes eventos podem ocorrer de maneira sincronica ou independente. Foi
previamente descrita uma redugcdo ou completa auséncia da expressao de
ECAD em mais de 80% dos casos de tumores uroteliais de bexiga musculo-
invasores e expresséo positiva de NCAD em mais de 60% dos casos de mesma

natureza (Bryan e Tselepsis, 2010). (Figura 6)
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Figura 6 — Demonstragcdo da expressdao de NCAD durante processo de
desenvolvimento tumoral. Adaptado de: Bryan e Tselepis (2010).

Esse achado é confirmado em outros estudos que demonstraram um
aumento da expressdo de NCAD em tumores de alto-grau com estadiamento
avangado (Rieger-Christe cols., 2001; Lascombe e cols., 2006; Bryan e cols.,

2008; Mandeville e cols., 2008; Wang e cols., 2014; Bryan, 2015).

3.2 VIMENTINA

Células submetidas ao processo EMT, frequentemente expressam
diminuicao de expressao/perda de ECAD, associado ao aumento da expressao
de marcadores mesenquimais (ex.: VIM e NCAD) (Moreno-Bueno e cols., 2009;
Xie e cols., 2010; Gasparotto e cols., 2011; Markiewicz e cols., 2012).

A vimentina (VIM) é uma proteina de filamento intermediario com
expressao positiva em tumores uroteliais, também relacionada ao processo
EMT. Foi sugerido previamente que a expressao positiva de Vimentina e
expressao anormal de ECAD e BCAT, estaria relacionada a tumores de bexiga

com: a) alto-grau, b) estadiamento avangado, ¢) padrao de recorréncia tumoral,
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d) metastase. Foi descrito também que a VIM é principalmente expressa em
tumores invasores (MIBC) quando comparado a tumores superficiais (NMIBC)
(Baumgart e cols., 2007; Mendez e cols., 2010; Paliwal e cols., 2012; Yun e Kim,
2013).

Quando analisados pacientes com CAUB (T2) com expressao positiva de
VIM e Twist, associada a uma menor expressao de ECAD, apresentaram uma
maior recorréncia tumoral, progressao da doenga e morte, quando comparados
aqueles com expressao negativa para esses marcadores (VIM e Twist).
(Khorrami e cols., 2012; Zhao e cols., 2014).

Apesar de ocorrer aumento/ganho de expressao de NCAD e VIM em
doencas avancgadas, nem sempre € encontrada associacdo entre a expressao

de VIM e NCAD em CAUB (Baumgart e cols., 2007).

3.3. E-CADERINA

A ECAD é uma molécula de adesao expressa por células epiteliais, que
apresenta-se conectada a proteinas do citoesqueleto por meio de proteinas
intermediarias, cateninas (alfa, beta e gama), com objetivo de preservar a
conformacao estrutural do tecido epitelial. Redugado da expressédo de ECAD
induz a perda de diferenciacao e alteracdo da polaridade celular, aumento da
motilidade e capacidade de invasao tecidual, agressividade tumoral, tumores de
alto-grau e estadiamento avangados nos casos de CAUB (Bringuier e cols.,
1993; Grunwald, 1993; Takeich, 1993; Rebel e cols., 1994; Behrens, 1994; Bryan
e Tselepsis, 2010).

Foi relatado previamente que em CAUB de alto-grau e natureza musculo-

invasora ocorre um predominio da expressdo anormal de ECAD com diminui¢cao
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da expresséo ou completa auséncia de imunorreatividade em cerca de 80% dos
casos (Chaffer e cols., 2006; Baumgart e cols., 2007; McConkey e cols., 2009;

Bryan e Tselepsis, 2010; Kenney e cols., 2011). (Figura 7)
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Figura 7 — Demonstragao da perda de expressdo de ECAD durante processo de
desenvolvimento tumoral. Adaptado de: Bryan e Tselepis (2010).

Apos alteragcdo da expressdo da ECAD ocorrem alteragbes no
citoesqueleto da células que permitem as células adquirirem um fendtipo
mesenquimal e consequentemente um aumento da motilidade celular e da
capacidade de invasao tecidual (Moreno-Bueno e cols., 2009; Xie e cols., 2010;
Markiewicz e cols., 2012).

A perda da expressdo de ECAD em membrana celular associada a
expressdo nuclear tem sido relatada em varios tumores, incluindo tumores
uroteliais (Byrne e cols., 2001; Chetty e cols., 2008; Salahshor e cols., 2008;

Elston e cols., 2009).
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3.4. E-CADERINA NUCLEAR

Acumulo nuclear de ECAD é reportado com fator progndstico
independente, indicando uma reducéo de sobrevida global em pacientes com
carcinoma de bexiga com diferenciagao plasmocitéide, que foram submetidos a
cistectomia radical com quimioterapia adjuvante. Estes achados podem explicar
o comportamento mais agressivo de tumores uroteliais com suas variagoes (ex.:
diferenciagao plasmocitdide); assim como descrito previamente em tumor de
esb6fago — carcinoma de células escamosas; tumor enddécrino de pancreas e
adenoma hipofisario) (Salahshor e cols., 2008; Chetty e cols., 2008; Fougner e
cols., 2010; Keck e cols., 2012).

Os mecanismos moleculares que levam ao acumulo nuclear de ECAD
ainda nao foram elucidados por completo. Entretanto, considera-se, como em
outros tumores, que a migragdo e concentragdo nuclear de ECAD esta
relacionada com uma combinacg&o da migragcao de BCAT / ECAD para o nucleo,
ainda que previamente tenha sido demonstrado que o acumulo de BCAT nuclear
seja independente do acumulo ECAD nuclear (ex.: tumores solidos
pseudopapilares de pancreas) (El-Bahrawy e cols., 2008).

Diversos estudos que analisaram o papel da expressao de ECAD e BCAT
em cancer de bexiga demonstraram que a expressdo aberrante destes
marcadores foi associada com a progressao tumoral e com pior progndstico.
Entretanto, esses resultados ainda apresentam controvérsias (Bringuier e cols.,
1993; Shimazui e cols., 1996; Syrigos e cols., 1998; Mialhe e cols., 1997; Garcia

del Muro e cols., 2000; Koksal e cols., 2006; Kashibuchi e cols., 2007).
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3.5. B-CATENINA

A BCAT é uma das proteinas de ancoragem que conectada a ECAD
promove manutengdo da estabilidade estrutural e manutencdo da forma dos
componentes do urotélio, sendo parte dos mecanismos de adesao inter-celular
(Peinado e cols., 2007).

Considerando a relagao entre a expressao de BCAT e ECAD, foi sugerido
previamente que a expressio reduzida desses marcadores esta relacionado
com graduacao e estadiamento tumoral (Bringuier e cols., 1993; Syrigos e cols.,
1998; Shimazui e cols., 1996; Garcia del Muro e cols., 2000).

A diminuicdo da expressao de ECAD esta associada a ruptura das
ligagbes com as proteinas de ancoragem, nesse caso a BCAT. Uma vez
liberada, ocorre a sua migragao para o citoplasma, onde sera degradada pelo
complexo APC (Adenomatose polipose coli) ou sera transportada/migrara até o
nucleo, para entdo atuar como fator de transcricdo. Essa ativagdo anormal da
via de sinalizagdo WNT/BCAT contribui para a tumorigénese do CAUB,
induzindo proliferagdo celular, EMT, crescimento de caracteristica invasiva e
metastase (Clairotte e cols., 2006; Brembeck e cols., 2006; Ahmad e cols., 2011,
van der Horst e cols., 2012).

Embora tenha sido demonstrado por Garcia del Muro e cols. (2000),
previamente que a perda sincrénica de ECAD e BCAT indicaram pior progndstico
e menor sobrevida em pacientes com CAUB nos diversos estadiamentos da
doenca, esse resultado ndo foi confirmado em outros trabalhos. Foi demonstrado
que BCAT manteve-se expressa independentemente do estadiamento tumoral,

demonstrando um papel importante estruturalmente em tecido epitelial na bexiga
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(Clairotte e cols., 2006). Isso demonstra a multifuncionalidade da BCAT, pois,
além de sua fungdo nos mecanismos de adesao, ela também apresenta papel
importante nas vias de transdugao como fator de transcri¢gao, sendo considerada
nos processos de proliferagao e invasao tecidual e metastases (Resnik, 1997;
Mann e cols., 1999).

Embora estudos prévios tenham demonstrado que a expressao nuclear
de BCAT ocorra em até 22% dos casos (Zhu e cols., 2000; Shiina e cols., 2002;
Stoehr e cols., 2002; Urakami e cols., 2006), outros estudos ndo mencionaram a
expressao nuclear de BCAT em seus achados (Shimazui e cols., 1996; Garcia
del Muro e cols., 2000; Bryan e cols., 2008). Apesar disso, foi previamente
descrito que a presenca nuclear de BCAT esta associada a graduacao,
estadiamento tumoral e pior prognéstico em casos de cancer de bexiga (Jang e
cols., 2010; Jing e cols., 2014).

Na presente dissertagdo foram avaliados marcadores classicos
relacionados ao processo de EMT buscando avaliar a sua influéncia nos casos

de carcinoma urotelial de bexiga de alto-grau musculo-invasores.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a expressao imunoistoquimica das proteinas
E-caderina, B-catenina, vimentina, N-caderina e CD44 em pacientes com

Carcinoma Urotelial de Bexiga de Alto-Grau Musculo-Invasor.

4.2. Objetivos Especificos
1. Avaliar a expressao imunoistoquimica dos marcadores
relacionados a EMT: E-caderina, B-catenina, Vimentina, N-
caderina
2. Avaliar a expressao imunoistoquimica do marcador relacionado a
stemness e Cancer Stem Cell: CD44
3. Correlacionar a expressao imunoistoquimica dos marcadores
estudados com:
a. Tempo de sobrevida;
b. Estadiamento;

c. Associagao entre os marcadores.
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Evaluation of the Immunohistochemical Expression of E-cadherin, B-
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Introduction: Bladder cancer is second most common urological malignancy.It
was estimated 76 960 new cases of bladder cancer and 16 390 deaths in United
States in 2016. Some concepts such epithelial-to-mesenchymal transition (EMT),
stemness, Cancer Stem Cells (CSC) are currently used to explain tumoral
characteristics and predict outcome such recurrence, progression, metastasis,
chemotherapy resistance and death.

Objective: The objective of the present study was to evaluate the
immunohistochemical expression of proteins related to epitelial-to-mesechymal
transition and stemness/CSC in high-grade muscle-invasive bladder cancer,
relating them with age, sex and survival analysis.

Materials and Methods: Bladder tumor samples were obtained from 34 patients
diagnosed with high-grade muscle invasive bladder cancer who underwent
radical cistectomy, in the urology department of the Complexo Hospitalar Santa
Casa de Porto Alegre, during the period between 2000 and 2004. The formalin-
fixed paraffin embedded samples from the patients were recovered from the
hospital records. Immunohistochemistry markers expression on tumor samples
were evaluated semiquantetively according intensity of reaction, and protein
localization by a single pathologist using a conventional light microscope.
Statistical significance was accepted at P<0.05

Results: ECAD was mainly expressed in an aberrant pattern, with predominance
of strong and moderate intensity. The nuclear expression of ECAD was present
in approximately 61.8% of the cases, associated with the aberrant expression /
intensity of ECAD, as well as NCAD+. BCAT expression was positive in 29.4% of
the cases, being associated with tumor staging (TNM). The NCAD + standard
was associated with a 2-year survival time (log rank test, P <0.05). No other
associations were found between the expression of the Immunohistochemical
markers and other study variables.

Conclusion: Despite agreement with the literature that there is an aberrant
expression of the various markers during the EMT process, the immunoreactivity
pattern varies according to its nature (epithelial vs mesenchymal). Aberrant
expression of the various epithelial markers (ECAD and BCAT) together with the
appearance of mesenchymal markers (VIM and NCAD) and the association of
these events with survival time and tumor staging were presented. One of the
limiting factors in this study is the limited sample size. Despite this, the differential
of this study is based on a specific cancer population with advanced and
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aggressive behavior associated to an extensive follow-up of these patients.
Therefore, further investigations increasing the number of patients, creating a
comparison patient’s group and including more immunohistochemistry markers
are needed to achieve more consistent results.
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CD44, Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)
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INTRODUCTION

Bladder cancer is second most common urological malignancy (1)(2).1t
was estimated 76,960 new cases of bladder cancer and 16,390 deaths in United
States in 2016. The number of deaths expected in men/women per 100 000
personsis 7.7 / 2.2 (3.5:1 / 100 000), respectively, according to National Cancer
Institute (NCI) cancer statistics (3).

Some concepts such epithelial-to-mesenchymal transition (EMT),
stemness, Cancer Stem Cells (CSC) are currently used to explain tumoral
characteristics and predict outcome such recurrence, progression, metastasis,
chemotherapy resistance and death (4)(5)(6)(7)(8)(9).

These events are part of a tumor response to a complex process based
on local and distance signaling pathways and their influence on stroma and tumor
cells, through which epithelial cancer cells turn into a less differentiated state,
expressing surface stem cell markers and acquiring stem-cell properties.
Although the specific mechanism remains uncleared, it has been reported that,
CSC with mesenchymal properties could differentiate into endothelial cells
contributing to tumoral angiogenesis and tumor growth
(10)(11)(12)(13)(14)(15)(16)(17)(18).

EMT promotes a loss of cell-cell adhesion mechanism conferring tumor
cell plasticity, change of polarity, downregulation of epithelial markers expression,
expression of mesenchymal markers and local signaling pathways in stroma
(7)(8)(9).

The objective of the present study was to evaluate the

immunohistochemical expression of proteins related to epitelial-to-mesechymal
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transition and stemness/CSC in high-grade muscle-invasive bladder cancer,

relating them with age, sex and survival analysis.

MATERIAL AND METHODS

Case selection

Bladder tumor samples were obtained from 34 patients diagnosed with
high-grade muscle invasive bladder cancer who underwent radical cistectomy, in
the urology department of the Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre,
during the period between 2000 and 2004. The formalin-fixed paraffin embedded

(FFPE) samples from the patients were recovered from the hospital records.

Diagnostic Criteria

The diagnoses were reviewed and confirmed by a single pathologist
(A.V.R) according to the World Health Organization Classification (2004 — WHO

grading) and tumor stage (TNM 2010).

Immunohistochemical Reactions

FFPE specimens were cut into 3um sections, deparaffinized and
rehydrated. Antigen retrieval was performed in 30 min water bath with sodium
citrate buffer (pH 6.0) for E-cadherin (G-10 by Santa Cruz Biotechnology®, Santa
Cruz, CA, US) and B-catenin (Santa Cruz Biotechnology®, Santa Cruz, CA, US);
and, it was used TRIS/EDTA (pH 9.0) for CD44 (Clone VFF-7, Leica Biosystems,
Newcastle, UK) and N-cadherin (Clone 6G11 by Dako®), but not with vimentin
(clone V9 by Dakocytomation®, Carpinteria, CA, US). Endogenous peroxidases
were blocked with 5% hydrogen peroxide in methanol. After that, the sections

were incubated for 1 hour with 1% bovine serum albumin (BSA, Sigma®) in PBS
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and then overnight at 4°C with the primary antibodies (vimentin 1/300, E-cadherin
1/100, B-catenin 1/200 and CD44 1/50). N-cadherin (1/100) was incubated for 2
hours at 37°C. Next,the HRP-labeled conjugated polymer (ADVANCE HRP Kkit,
Dakocytomation®) was incubated for 40 min at room temperature. Negative
controls were obtained through the same protocol described above, replacing the
primary antibody by BSA. Diaminobenzidine (DAB) (0.06%) was utilized to
demonstrate the immunoreactions. The slides were counterstained with

hematoxylin, dehydrated, cleared and mounted.

Immunohistochemical analyses:

Protein expression on tumor samples were evaluated by a single
pathologist (A.V.R), using a conventional light microscope, Olympus CX 41. The
staining was evaluated semiquantetively according intensity of reaction, and

protein localization - including cell membrane, cytoplasmic or nuclear expression.

E-cadherin:

- Intensity: a) Negative (-): (Complete absence of immunoreactivity); b)
Weak (+); c) Moderate (++); d) Strong (+++)

- Nucleus: (positive or negative)

- Localization: a) Normal: Similar to expressed in normal bladder urothelium
— membrane positive and positive or negative cytoplasm; b) Aberrant:
Complete absence of immunoexpression, cytoplasm positive with cell
membrane negative, and positive nucleus staining

B-catenin:
- Positive: B-catenin expression in tumor cells
- Negative: Complete absence of B-catenin expression in tumor cells.

Vimentin and N-Cadherin:

- Positive: any expression in the cytoplasm of tumor epithelial cells. The
presence of either mesenchymal markers in bladder carcinoma cells
represents a new event, conferring to the tumor an aggressive /invasive
phenotype.
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CD44:
- Positive: any expression in the cell membrane of tumor epithelial cells
(>10% positive nuclear expression of tumor cells).

Statistical analysis

Data were presented as mean + SD or frequency and percentage. We
performed associations between variables with the x2 tests (Pearson’s, Fisher's
exact or Linear-by-Linear Association). For comparing continuous variables, a
Student t-test or an unequal variance t-test was used. For survival analysis time
zero was defined at the time of pathological diagnosis. Cumulative survival
probabilities were estimated using the Kaplan-Meier method; the differences in
survival were evaluated with the log-rank test.

Statistical significance was accepted at P<.05. All statistical analyses were
performed using the Statistical Package for the Social Sciences (PASW Statistics

for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc).

Results

Baseline characteristics of the patients are shown in table 1. The E-
cadherin were positive in 30/34 (88.2%), most of the positive cases have shown
an aberrant expression with predominance of strong and moderate
immunoreactivity. Nuclear E-cadherin positive expression was observed in
61.8% of cases and was associated to E-cadherin intensity/aberrant and N-
cadherin positive immunoreactivity. The B-catenin positive expression was
identified in 29.4% of cases, and was associated to E-cadherin intensity and
Tumor Stage (TNM). Vimentin was associated to E-cadherin aberrant and E-

cadherin intensity. The N-cadherin expression was associated to 2 years survival
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—log rank test (p< 0.05) (Figure 2). There’s no significant correlation between the

immunohistochemistry markers and other variables like age, sex and mortality.

DISCUSSION

Regarding bladder cancer, approximately 70% of the cases is presented
as low grade, superficial tumors that are confined to the mucosa (Tis, Ta) or to
the lamina propria (T1). The remaining 30% of the cases are presented as muscle
invasive tumors (T2, T4) (19) (20).

Although the non-muscle-invasive bladder cancer can be treated with a
less aggressive approach, the recurrence rate ranges from 30% to 70%. About
30% of these patients will progress to muscle-invasive disease (T2 or higher)
(21)(22)(23).

Previous reports suggest that EMT may also play an important role in
cancer development, tumor cell dedifferentiation and disease progression. Thus,
it is crucial to determine molecular mechanisms that influence in outcome,
predicting the best patient’s individualized treatment.
(15)(16)(17)(24)(25)(26)(27)

Several molecules involved in EMT could be used as useful prognostic
indicators in patients with various types of malignant tumors, including bladder
cancer; e.g.. ECAD and BCAT (epithelial markers), NCAD and VIM

(mesenchymal markers); CD44 (stemness).

E-CADHERIN
In this study ECAD expression was similar to previous reports. Our data

showed a predominance of abnormal ECAD expression in 80% of the cases (28).
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Regarding strength of immunoreactivity in patients with high-grade and invasive
tumors, it was identified a predominance of strong and moderate
immunoreactivity in 76% of patients (5)(28)(29)(30)(31).

Considering the ECAD expression, it was previously reported based on
the difference between normal vs aberrant/heterogeneous immunoreactivity in
invasive bladder cancer tumors, not evaluating the intensity of reaction on this
cases. The ECAD expression was considered normal in 33% and 45% and
aberrant in 67% and 54% of muscle-invasive bladder cancer patients (> pT2),
which is in agreement with our data that presented a predominance of
aberrant/abnormal expression. Despite this, intensity of reactivity couldn’t be

compared.

ECAD-NUCLEAR

Another important finding was a positive nuclear/aberrant ECAD
expression in our data.

Nuclear E-cadherin accumulation was suggested as an independent
prognostic factor indicating a reduced overall survival (OS) in patients treated
with cystectomy and adjuvant chemotherapy in an aggressive variant of urothelial
bladder cancer (32).

In our study ECAD nuclear expression was present in 62% of all cases,
and it was associated with ECAD intensity (p<0.001), ECAD localization (aberrant
immunoreactivity) (p<0.003) and NCAD (p<0.05). Patients NCAD+ presented
ECAD nuclear positive in 83% of cases. Despite this, when we analyzed together
patients with ECAD nuclear and NCAD positive reactions, there was no influence

in patient’s survival rates.
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It was suggested that ECAD nuclear accumulation occurs by means of
ECAD/BCAT (complex) shuttling to the nucleus, although it was described that
BCAT nuclear accumulation could occur independent of ECAD (e.g.: pancreatic
cancer) (33).

More studies are needed to try to understand the role of nuclear ECAD in

the carcinogenesis and tumor progression.

N-CADHERIN

Normally NCAD is expressed by neural, endothelial and muscle cells, but
not by epithelial cells (28)(34)(35)(36)(37).

Novel N-cadherin expression has been associated to a more invasive
phenotype in many tumors, including bladder cancer (38)(39).

During the EMT occurs reduce of ECAD expression associated to an
gain/novel PCAD and NCAD expression, inducing invasion and metastasis.
NCAD has been related to upregulation of extracellular matrix (ECM) degrading
protein expression (MMP9), promoting microenvironmental changes contributing
to tumor invasion (40).

These events may occur synchronously or separated. Previous reports
demonstrated a reduced or completely absence of ECAD expression in more
than 80% of muscle invasive bladder cancer (MIBC) and a positive NCAD
expression in more than 60% of advanced MIBC cases (28).

This is corroborated by other reports that demonstrated increasing
expression of NCAD in late stage high-grade disease (34)(41)(42)(43)(44).

In our data NCAD positive expression was observed in 12 patients (35%).

Considering NCAD expression, we found significantly statistics association
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between NCAD positive expression (NCAD+) and ECAD nuclear expression
(p<0.05) in which 83% of cases were NCAD+/ECAD nuclear+.

Another important finding was that 2yr survival rate were lower in patients
with NCAD positive expression when compared to NCAD negative expression
(p<0.05).

These findings suggest that NCAD expression could be used as possible

marker of disease progression.

VIMENTIN

Previous reports suggest that VIM expression, associated to altered ECAD
and BCAT expression, is associated to high-grade, stage, recurrence and
metastatic progression. Is also described that VIM is mainly detected in MIBC
when compared to NMIBC (30)(45)(46)(47).

Considering patients with pT2 — Urothelial Bladder Cancer (UBC), who
experienced recurrence, progression disease and death, positive Vimentin
expression was significantly higher than in patients with negative expression,
associated to a downregulation of ECAD expression (48)(49).

Our data showed similar results to previous reports that demonstrated no
association between two mesenchymal markers studied, NCAD and VIM. In
contrast to results demonstrated by Baumgart et al.(30), VIM was not associated
to clinicopathological variables (30). However, VIM was inversely associated to
ECAD intensity (p<0.014) and ECAD aberrant expression (p<0.023) considering

positive strong/moderate positive expression and abnormal ECAD staining.
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B-CATENIN

B-catenin is one of the anchorage proteins linked to ECAD which provides
structural stability and conformity to urothelial components, being part of cell-cell
adhesion mechanisms (50).

Considering relationship between BCAT and ECAD expression, previous
reports suggested that simultaneous aberrant expression of these molecules are
associated to high grade tumors and advanced clinical stage (51)(52)(53)(54).

This down-regulation of ECAD expression is associated with BCAT
linkage disruption and release of the protein to the cytosol. Once in cytosol, BCAT
could be degraded by adenomatous polyposis coli (APC) complex or migrates to
nucleus acting as transcriptor factor. The abnormal activation of Wnt/b-catenin
signaling contributes to bladder cancer tumorigenesis, inducing cell proliferation,
EMT, invasive growth and metastasis (55)(56)(57)(58).

In accordance to literature our data demonstrated significant association
between BCAT and ECAD intensity (p<0.027). Our results also shown that BCAT
expression was negative in 70% of the cases; and, other 30% of cases that
presented BCAT positive staining it occurred in the presence of strong/moderate
ECAD positive expression, in concordance with previous reports that

demonstrated maintenance of ECAD and BCAT expression.

STEMNESS
Previous reports showed that CD44+ human bladder cancer cells are

more tumorigenic than CD44- (59)(60).
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It was reported that CD44 expression are related to urothelial bladder
CSCs/Tumor initiating cells (TICs) identification. The positive expression of this
protein is observed in two distinct subpopulations of bladder cancer (61).

Although CD44 high staining intensity reduced cancer-specific survival in
urothelial bladder cancer, when combined with further clinical parameters such
grade and stage, CD44 expression did not serve as independent predicting
parameters in patients that underwent radical cystectomy (61).

The “stemness” was suggested in our study as CD44 positive expression.
There was a tendency of an inverse correlation between CD44 + and BCAT
positive expression (P<0.068). That indicates a tendency (p<0.068) to correlation
between CD44+ cells and the positive expression to BCAT. This could be justified
because it was correlated the BCAT negative expression with more invasive

tumors (BCAT negative x pT3/pT4) (p< 0.027).

CONCLUSION

Despite agreement with the literature that there is an aberrant expression
of the various markers during the EMT process, the immunoreactivity pattern
varies according to its nature (epithelial vs mesenchymal). Aberrant expression
of the various epithelial markers (ECAD and BCAT) together with the appearance
of mesenchymal markers (VIM and NCAD) and the association of these events
with survival time and tumor staging were presented. One of the limiting factors
in this study is the limited sample size. Despite this, the differential of this study
is based on a specific cancer population with advanced and aggressive behavior
associated to an extensive follow-up of these patients. Therefore, further

investigations increasing the number of patients, creating a comparison patient’s
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group and including more immunohistochemistry markers are needed to achieve

more consistent results.
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Figure 1. Association between clinical and immunohistochemical markers in high-
grade muscle invasive bladder cancer patients. Note: A) E-cadherin localization vs. E-
cadherin nucleus; B) E-cadherin intensity vs. E-cadherin nucleus; C) TNM stage vs. B-
catenin; D) E-cadherin intensity vs. B-catenin.



Table 1

Table 1. Characteristics of the study baseline.

Variables N=34
Male, n (%) 25 (73)
Age in years, meantSD 6619
Pathologic stage, n (%)
T2 15 (45)
T3 9 (26)
T4 10 (29)
High-Grade, n (%) 34 (100)
E-cadherin, n (%)
Intensity
Negative 4 (12)
Weak 4 (12)
Moderate 8 (23)
Strong 18 (53)
Localization
Negative 4 (12)
Normal 3(8)
Aberrant 27 (80)
Nucleus
Negative 13 (38)
Positive 21 (62)
B-catenin, n (%)
Positive 24 (71)
Negative 10 (29)
CD44, n (%)
Negative 19 (56)
Positive 15 (44)
Vimentin, n (%)
Negative 20 (59)
Positive 14 (41)
N-cadherin, n (%)
Negative 22 (65)
Positive 12 (35)

Note: Data are presented as No. (%) or mean
+ SD.
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Table 2
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Figure 2
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Figure 2. Kaplan-Meier plot of cumulative probability survival, for
patients with positive or negative immunohistochemistry expression of
N-cadherin.

71



72

4. Consideragoes finais

O presente trabalho visa dar continuidade a projetos envolvendo o
processo da Transi¢cao Epitélio-Mesenquimal — Invasédo e Progressdo Tumoral,
sob orientacado da Prof?. Dr?. Adriana Vial Roehe.

Esta dissertagdo buscou apresentar os resultados da expressao de
marcadores imunoistoquimicos relacionados ao processo EMT e sua associagao
com fatores progndsticos e sobrevida no carcinoma urotelial de bexiga. De
maneira geral, os resultados obtidos foram similares aos esperados. Entretanto,
0 numero restrito de pacientes participantes do estudo aliado a auséncia de um
grupo controle, foram considerados como fatores limitantes neste estudo.

Uma das caracteristicas diferenciais do estudo é o tempo de seguimento
dos pacientes e sua caracteristica — Carcinoma Urotelial de Bexiga de Alto-Grau
Mdusculo-Invasor. Em geral, a literatura apresenta estudos que realizam a
comparagao entre tumores de baixo-grau ndo-invasores x tumores de alto-grau
musculo-invasores.

O estudo da EMT no processo de invasao tumoral é uma das etapas
fundamentais da progresséo da doencga. A sua relagdo com outros mecanismos
como stemness e células-tronco tumorais busca elucidar questdes vitais na

compreensao da tumorigénese, desenvolvimento e progressao tumorais.
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