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SUMARIO

Introducdo - O carcinoma da bexiga é considerado o quarto tumor maligno mais comum
e a oitava causa de morte por cancro. O tipo mais comum é o carcinoma urotelial da
bexiga (CUB) correspondendo, aproximadamente, a 90% dos casos. O sistema de
estadiamento TNM fornece estimativas Uteis sobre o risco de progresséo/recorréncia da
doenca e sobrevida dos pacientes, mas a heterogeneidade da biologia tumoral conduz a
variacBes significativas. A O-glicosilacdo aberrante é uma das mais comuns
modificacbes pos-traducdo associadas ao cancro. A utilizacdo de biomarcadores (como
antigénios carbohidratados associados a tumor - TACAS) poderd contribui para um
melhor entendimento dos mecanismos bioldgicos subjacentes a progressdo tumoral,
especialmente no que se refere ao papel da glicosilagdo na evolugdo do carcinoma da

bexiga.

Materiais e Métodos - Neste trabalho, composto por amostras de 96 doentes com CUB
de varios graus e estadios, foi avaliada a imunoexpressao dos antigénios glicosidicos
sialil Tn (STn) e sialil T (S6T) e também do indice de proliferacdo Ki67, tendo sido
correlacionada com os parametros clinico-patoldgicos em estudo, e com a sobrevida

global.

Resultados - Verificou-se que 39 casos tinham expressdo negativa para o STn e 57
tinham expressao positiva. A expressao do antigénio glicosidico STn associou-se ao alto
grau de diferenciacdo celular (p=0,012), estadio tumoral avancado (p=0,001), morte por
cancro (p=0,030), metastizacdo ganglionar (p=0,043) e a tumores com proliferacdo
celular descontrolada (p=0,022). Foi, também, verificado que a sobrevida global nos
doentes com tumores que expressavam 0 STn era significativamente menor (p=0,034).
Neste trabalho, o antigénio S6T ndo se mostrou informativo. Relativamente ao Ki67, 0s
resultados mostraram que este marcador se correlaciona com o estadio de invasdo e com

grau de diferenciagéo.

ConclusGes - Neste estudo, o antigénio STn revelou-se um bom marcador de
diagnostico e subsequentemente de prognostico do cancro, podendo representar um alvo

terapéutico util na imunizacao de doentes com CUB.

Palavras-chave: carcinoma da bexiga, STn, Ki67, prognostico



ABSTRACT

Introduction - Bladder cancer is considered the fourth most common cancer and the
eighth cause of death from this pathology. Urothelial bladder cancer (UBC) corresponds
to 90% of all bladder cancers. TNM staging system gives useful estimate about disease
progression/recurrence and patients overall survival. However tumoral biology
heterogeneity leads to significant variations. Aberrant O-glycosilation is one of the most
common post translaction modification associated with cancer. The use of biomarkers
(like tumor antigens cancer associated - TACAs) may contribute to a better
understanding of the tumoral progression underlying biological mechanisms, specially

the role of glycosilation in bladder cancer evolution.

Material and Methods - This work comprises samples from 96 patients with bladder
cancer of all stages and grades. It was evaluated the STn, S6T and Ki67
immunoexpression, being correlated with clinical pathological parameters and overall

survival.

Results - Thirty-nine cases had negative STn expression, while 57 had positive
expression. Positive STn antigen expression was associated with high grade (p=0,012),
high stage (p=0,001), death from cancer (p=0,030), node metastization (p=0,043) and
tumors with uncontrolled cell proliferation (p=0,022). Overall survival in those patients
who expressed STn was significantly lower (p=0,034). In the present work the S6T
expression was not informative. The results also showed that Ki67 correlates with

histological grade and stage.

Conclusions - In this study STn antigen revealed as a good diagnostic and prognostic
cancer marker, which means that it could represent a useful therapeutic target in the

bladder cancer patient’s immunization.

Key-words: bladder cancer, STn, Ki67, prognostic
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| - Introducéo
1.1 - Aspetos epidemioldgicos

O carcinoma da bexiga é considerado o quarto tumor maligno mais comum e a oitava
causa de morte por cancro, na populacdo masculina Americana. De acordo com a
American Cancer Society, as estimativas nos Estados Unidos para o ano de 2013 séo 72
570 novos casos e 15 210 mortes por esta patologia. O ratio homem/mulher é

aproximadamente 3:1 (American Cancer Society, 2013).

O carcinoma da bexiga é uma doenca associada a idades mais avancadas, em que 50%
dos casos ocorre em pessoas a partir dos 65 anos. As idades medianas dos homens e
mulheres no momento do diagndstico sdo 72 e 74 anos, respetivamente (National
Cancer Institute, 2006-2010).

Existem evidéncias de que os tumores da bexiga apresentam taxas de incidéncia e
mortalidade variaveis entre individuos de diferentes racas. Nos Estados Unidos, ha uma
maior ocorréncia na populacdo caucasiana, contudo, devido ao diagnoéstico tardio, as
taxas de mortalidade s&o maiores em afro-americanos (Sharma et alii, 2009). As
maiores taxas de incidéncia, igualmente, verificam-se em comunidades urbanas, mas
estdo a aumentar em sociedades rurais devido ao crescimento e envelhecimento da

populacdo mundial, e a exposicdo a determinados fatores de risco (Metts et alii, 2000).

Em Portugal, segundo os dados do Registo Oncolédgico Regional Norte, Centro, Sul, da
Madeira e dos Acores, em 2006 ocorreram 1711 novos casos de carcinoma da bexiga,
dos quais 1336 no sexo masculino e 375 no sexo feminino. Comparativamente,
surgiram 700 dbitos, destes 514 eram homens e 186 mulheres. O carcinoma da bexiga,
nesse ano, ocupou o sétimo lugar no ranking dos tumores malignos mais comuns e 0
oitavo lugar nas principais causas de morte por cancro (Registo Oncoldgico Nacional,
2006).

1.1.1 - Fatores de risco

A idade é um fator de risco para o desenvolvimento de cancro da bexiga, uma vez que,

ocorre mais comummente em idosos (Jacobs et alii, 2010).
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Para além da idade, numerosos fatores de risco tém sido fortemente associados ao
desenvolvimento desta patologia. Todavia, o tabagismo é a sua principal causa, estando
associado a 50% dos casos nos homens e 35% nas mulheres. Nos fumadores o risco
para carcinoma da bexiga é acrescido em 2 a 4 vezes comparativamente aos néo
fumadores, e este risco aumenta com a intensidade e duragdo do habito de fumar. Caso
0 hébito cesse, o risco para cancro da bexiga decresce cerca de 30% apds 1 a 4 anos e
60% apo6s 25 anos, mas nunca retorna para o nivel de risco dos ndo fumadores
(Colombel et alii, 2008). O tabaco contém ~4000 quimicos, muitos deles genotdxicos,
como o0s componentes N-nitroso e aminas aromaticas, por exemplo 4-aminobifenil (4-
ABP) e O-toluidina. Um mecanismo pelo qual as aminas induzem a carcinogénese
consiste na formacdo de aductos de DNA, que resultam em mutac¢Ges (Yoon et alii,
2012). O espectro de ligacdo de DNA-4-ABP evidencia o envolvimento deste
carcinogéneo quimico na carcinogénese urotelial, que se correlaciona com mutacdes no
gene TP53. Aductos de DNA-4-ABP sdo, por isso, detetados em niveis
significativamente mais elevados, em células exfoliativas na urina e biopsias de
carcinoma da bexiga de fumadores, em comparacdo com ndao fumadores (Crallan et alii,
2006).

A exposicao ocupacional a carcinogéneos uroteliais é considerada a segunda causa mais
importante de cancro da bexiga, com 5-20% de todos os casos. Este tipo de tumor tem
uma associacdo bem documentada com carcinogéneos quimicos (aminas aromaticas
entre outros) utilizados nas industrias quimica, téxtil, de metal, tecidos, corantes e
transformacdo de borracha (Colombel et alii, 2008). Sabe-se que, muitas vezes, a

doenca s6 ocorre 30 a 50 anos apés a exposicdo (Jacobs et alii, 2010).

Outras situacdes de risco potencial sdo as infe¢bes do trato urinario e irritagdes cronicas
resultantes de cateteres ou calculos na bexiga. Da mesma forma, o tratamento com
drogas (ciclofosfamida) em pessoas com cancro pode aumentar o risco desta doenca na
bexiga, pois € um reservatorio dos produtos de eliminacdo (Metts et alii, 2000). O
tratamento da regido pélvica ou abdominal por radioterapia, também gera um aumento

do risco de tumores malignos da bexiga (Sharma et alii, 2009).

O risco de se desenvolver carcinomas da bexiga pode variar em diferentes paises. Em
algumas areas do mundo, como em Taiwan, 0s altos niveis de arsénio na dgua potavel

originam elevados nimeros desta doenca. Também a infecdo da bexiga pelo parasita

13
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Schistosoma haematobium, endémica no Egipto, estd relacionada com o
desencadeamento do cancro (Jacobs et alii, 2010).

Estd também comprovado que pessoas com histéria familiar de cancro da bexiga tém
um aumento do risco da doenga, particularmente aqueles com parentes em primeiro
grau que desenvolveram o tumor em idades inferiores ou igual a 60 anos. Os casos de
tumores da bexiga em individuos da mesma familia sdo raros e por este motivo se realca

a possivel predisposicdo genética (Colombel et alii, 2008).

De acordo com o National Cancer Institute, uma histdria pessoal de cancro da bexiga,
também aumenta o risco das pessoas desencadearem novamente a doenga (National

Cancer Institute).

Apesar de se tratar de uma doenga de origem multifatorial com diversos fatores de risco
conhecidos, em muitos pacientes com cancro da bexiga estes ndo sdo identificaveis, e
noutros individuos, a doenca ndo se desenvolve mesmo estando expostos a esses fatores
(Jacobs et alii, 2010).

1.2 - Carcinoma urotelial e sua evolucdo clinica

O tipo mais comum é o carcinoma urotelial da bexiga (CUB) correspondendo,
aproximadamente, a 90% dos casos, sendo 0s restantes 10% né&o-uroteliais (carcinoma
de células escamosas e adenocarcinoma) ou de origem mesenguimatosa (Sharma et alii,
2009).

O CUB surge a partir do urotélio, epitélio de células de transicdo, que se estende desde a
pelve renal através dos ureteres, bexiga e uretra (Tanaka e Sonpavde, 2011). Os CUB
apresentam-se como um grupo heterogéneo de tumores com duas principais variantes
fenotipicas, variante papilar de baixo grau e variante invasiva do tumor, ambas tendo
comportamentos bioldgicos e progndsticos totalmente diferentes (Cohen et alii, 2000).
(Figura 1)
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Figura 1 - Principais variantes fenotipicas do CUB (variante papilar e variante invasiva

do tumor). Adaptado de Drug Information Online.

Segundo dados clinicos e experimentais, estes carcinomas surgem e progridem ao longo

de duas vias distintas (Cohen et alii, 2000). (Figura 2)
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Figura 2 - Vias divergentes da tumorigénese urotelial e sua progressdo. O CUB é
classificado em duas vias com distintos padrdes histopatoldgicos e comportamentos

clinicos. Adaptado de Jacobs et alii, 2010.
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Cerca de 70% a 80% dos CUB sé&o geralmente precedidos por hiperplasia simples e
papilar, e exibem uma morfologia tumoral papilar, ndo-invasiva e de baixo grau
(primeira via tumoral). Aproximadamente 70% destes tumores recidivam, mas apenas
15% progridem e invadem a camada muscular (Jacobs et alii, 2010). Os CUB néo-
invasores de baixo grau (12 via tumoral) tém uma baixa taxa de progressdo, enquanto, 0s
CUB invasivos de alto grau (22 via tumoral) tém um alto potencial maligno associado
com significativa progressdo e mortalidade (Kirkali et alii, 2005). Cerca de 20 a 30%
dos CUB sédo tumores musculo-invasivos de alto grau, com origem em carcinoma in situ
(CIS, segunda via tumoral), sendo que mais de 50% progridem, dando origem a

metéstases locais e distantes (Jacobs et alii, 2010).

Os carcinomas da bexiga sdo classificados segundo a OMS (Organizagdo Mundial da
Saulde) de 2004 pela sua propagacdo e estadiamento (Eble et alii, 2004). Uma ilustracéo
representativa da extensdo da invasdo tumoral € mostrada na Figura 3 e o estadiamento
do CUB segundo a classificagio TNM (Tumor Nodulos Metastases) € apresentado na
Tabela 1.
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Figura 3 - Extensao da invasdo do tumor primario (T) da bexiga. Adaptado de Jacobs et
alii, 2010.
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Tabela 1 - Classificagdo TNM de carcinomas da bexiga urinaria conforme a OMS de
2004. Adaptado de Eble et alii, 2004.

Classificagdo TNM

T - Tumor Primario

TX Incapacidade de avaliacdo do tumor primario
T0 Nenhuma evidéncia do tumor primario

Ta Carcinoma papilar ndo-invasivo

Tis Carcinoma in situ: ”flat tumor”

T1 Tumor invade o tecido conjuntivo subepitelial
T2 Tumor invade o musculo

T2a Tumor invade o masculo superficial (metade interna)

T2b Tumor invade 0 masculo profundo (metade externa)

T3 Tumor invade o tecido perivesical

T3a Microscopicamente

T3b Macroscopicamente (massa extravesical)

T4 Tumor invade qualquer um dos seguintes: préstata, Utero, vagina, parede pélvica,
parede abdominal

T4a Tumor invade prostata, Utero ou vagina

T4b Tumor invade parede pélvica ou parede abdominal

N - Nodulos Linfaticos Regionais

NX Incapacidade de avaliagdo de nddulos linfaticos regionais

NO Nodulos linfaticos regionais sem metastases

N1 Metéstases num tnico nodulo linfatico, inferior ou igual a 2 cm

N2 Metéstases num tnico nodulo linfatico superior a 2 cm e inferior ou igual a 5 cm
Multiplos nédulos linfaticos inferiores ou iguais a 5 cm

N3 Metéstases em, pelo menos, um nédulo linfatico superior a 5 cm

M - Metastases Distantes

MX Impossivel avaliar a presenca de metéstases

MO Auséncia de metastases distantes

M1 Metéstases distantes

Agrupamento de Estadios
E.Oa (Ta;NO;MO0)
E. Ois  (Tis;NO;MO0)

= (T1;NO;MO0)
E.N (T2a,b;N0O;MO0) (T3a,b;N0;MO0)
E.Ill - (T4a,b;NO;MO0)

E. IV  (Qualquer T;N1,N2,N3;M0) (Qualquer T; Qualquer N;M1)

O CUB pode apresentar-se como ndo-musculo-invasivo, muasculo-invasivo ou
metastatico. Na avaliagdo histopatoldgica, os tumores ndo-musculo-invasivos incluem
lesGes confinadas ao epitélio (Ta, Tis) e tecido conjuntivo subepitelial — lamina propria
(T1), que ndo invadem o musculo detrussor (Kamat e Mathew, 2011). E de salientar que

os tumores limitados ao urotélio, Ta e Tis, possuem diferentes configuracGes. As lesdes
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de estadio Ta possuem uma configuragdo papilar da sua por¢do exofitica e os tumores in
situ (Tis) sdo carcinomas de alto grau (anaplasicos) confinados ao urotélio, mas com
uma configuracdo plana ndo papilar (Babjuk et alii, 2013). Os tumores musculo-
invasivos abrangem les6es com estadiamento igual ou superior a T2 e 0s tumores
metastaticos sdo classificados segundo o sistema N (nodulos linfaticos regionais) e M
(metastases distantes) (Kamat e Mathew, 2011).

O sistema de estadiamento TNM fornece estimativas uteis sobre o risco de
progressdo/recorréncia da doenca e sobrevida dos pacientes, mas a heterogeneidade da
biologia tumoral e as caracteristicas particulares do doente (idade, sexo, comorbilidades,
tratamentos prévios) conduzem a variagdes significativas (Jacobs et alii, 2010). Dadas
todas as varidveis ndo contabilizadas no sistema TNM, existe uma necessidade de
identificar melhor os pacientes que tém um alto risco de recorréncia da doenca (para que
sejam submetidos a politerapia adequada) e aqueles com carcinomas suscetiveis de
progredir (para que sejam tratados de forma mais agressiva) (Kamat e Mathew, 2011).

A utilizagéo de biomarcadores (capitulo 1) pode ajudar a alcangar esses objetivos.

Para além da arquitetura tecidular, as células individuais apresentam diferentes graus de
anaplasia. O sistema mais amplamente utilizado para classificacdo de neoplasias
uroteliais tem sido a classificacdo da OMS de 1973, que tem designac6es para papiloma
e carcinomas em grau 1, 2 e 3 (Tabela 2). Um novo sistema foi proposto inicialmente
pela OMS e ISUP (International Society of Urologic Pathologists) em 1998 e
atualizado em 2004 para classificacdo de neoplasias papilares. Os tumores papilares séo
classificados tanto como neoplasias uroteliais papilares de baixo potencial maligno
(PUNLMP) ou como carcinomas uroteliais papilares, sendo este ultimo subdividido em
dois tipos: de baixo grau e alto grau (Tabela 3) (Epstein et alii, 1998; Sauter et alii,
2004). A nova categoria de neoplasia urotelial papilar de baixo potencial maligno foi
criada para descrever lesbes com um aumento do nimero de camadas uroteliais em
comparagdo com o papiloma mas sem carateristicas citologicas de malignidade (Jacobs
et alii, 2010). Este sistema de classificagdo, por sua vez, define o Tis como uma leséo
ndo papilar, plana, em que o epitélio de superficie contém células malignas. No entanto,
até que a classificacdo da OMS de 2004 seja validada por mais ensaios clinicos, 0s
tumores devem ser classificados recorrendo a ambas classificacdes, de 1973 e de 2004
(Babjuk et alii, 2013; Witjes et alii, 2013).
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Tabela 2 - Classificacdo da OMS de 1973 para neoplasias uroteliais. Adaptado de
Epstein et alii, 1998 e Sauter et alii, 2004.

Classificacdo da OMS de 1973

Papiloma urotelial
Grau 1: bem diferenciado
Grau 2: moderadamente diferenciado

Grau 3: pouco diferenciado

Tabela 3 - Classificacdo da OMS de 2004 para neoplasias uroteliais. Adaptado de
Epstein et alii, 1998 e Sauter et alii, 2004.

Classificacdo da OMS de 2004

Papiloma urotelial
Neoplasia urotelial papilar de baixo potencial maligno
Carcinoma urotelial papilar de baixo grau

Carcinoma urotelial papilar de alto grau

1.2.1 - Sintomas

Séo vérios os sintomas que um doente com carcinoma da bexiga pode apresentar. A
presenca de sangue na urina (hematdria indolor) é o sintoma mais comum, sendo a
macroscépica a mais incidente (Pashos et alii, 2002). Todavia, outros sintomas como a
irritacdo da bexiga (dor/dificuldade ao urinar - disuria - e frequéncia urinaria -
polaquidria) podem manifestar-se, sobretudo, nos doentes com Tis. Nos casos de doenga
avancada, poderdo surgir ainda dores nos flancos causadas pela obstrucdo uretral e
dores abdominais, pélvicas ou 0sseas provenientes de metastases distantes (Sharma et
alii, 2009).

1.2.2 - Diagndéstico

A investigagdo clinica de um doente com hematuria comega com a anamnese (incluindo
historias de tabagismo ou exposicao ocupacional) e exames fisicos pélvico e retal (Metts

et alii, 2000). Estudos dirigidos devem incluir cistoscopia vesical e ainda uma amostra

19



"A expressdo dos antigénios STn, S6T e do indice de proliferacio Ki67 no carcinoma da bexiga"

de urina para citologia e outra para cultura de células, de modo a excluir casos de
infecdo (Sharma et alii, 2009).

As biopsias ou a ressecdo transuretral (RTU) sdo realizadas quando o tumor é
visualizado por cistoscopia vesical, ou a citologia € sugestiva de malignidade (Metts et
alii, 2000). No caso dos doentes do sexo masculino, biopsias da uretra prostatica, em
particular, sdo recomendadas em casos de tumores do colo da bexiga, presenca ou
suspeita de Tis, citologia positiva sem evidéncias de tumor vesical, ou anomalias
visiveis na uretra prostatica. Biopsias do colo da bexiga e margem uretral devem,
também, ser realizadas antes ou no momento da cistoscopia vesical, em mulheres
posteriormente submetidas a neobexiga ortotdpica (Babjuk et alii, 2013; Witjes et alii,
2013).

Embora a cistoscopia vesical seja o “gold standard” na detecdo de cancro da bexiga, é
um método invasivo e relativamente dispendioso (Morgan e Clark, 2010). Porém,
fornece informacdo importante sobre todas as caracteristicas macroscopicas do tumor
(localizacdo, aparéncia, numero e dimensao) e anomalias na mucosa. No caso de lesbes
neoplésicas planas (Tis) a sua detecdo pode ser melhorada através da cistoscopia de
fluorescéncia, ja que a cistoscopia convencional pode levar a resse¢des incompletas e
maiores taxas de recorréncia (Sharma et alii, 2009). Agentes fluorescentes permitem a
visualizacdo dos tecidos com metabolismo elevado e, portanto, melhoram a eficacia da
ressecdo dos carcinomas superficiais da bexiga (Zaak et alii, 2005). O mecanismo exato
pelo qual estes agentes, instilados intravesicalmente, induzem a fluorescéncia

macroscopica do tecido tumoral da bexiga, ainda é desconhecido (Jacobs et alii, 2010).

A citologia urindria € o método ndo-invasivo padrdo para o diagnostico ou
monitorizacdo do cancro da bexiga (Pashos et alii, 2002). N&o requer preparacdo do
paciente e € o marcador mais fiavel na detecdo de Tis, dada a sua elevada especificidade
(95-100%) para identificar tumores da bexiga. Todavia, a citologia urinaria apresenta
baixa sensibilidade (66-79%) para detetar tumores de baixo grau e além do mais,
depende da experiéncia do patologista (Babjuk et alii, 2013; Witjes et alii, 2013). Este
facto limita a sua utilidade na detecdo do cancro da bexiga em pessoas assintomaticas
(Sharma et alii, 2009).
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A tomografia computadorizada ou a ressondncia magnética € recomendada no
diagndstico para estadiamento de doenca localmente avancada ou metastatica em

pacientes nos quais tratamento radical estd em consideracdo (Witjes et alii, 2013).
1.2.3 - Tratamento

O tratamento do cancro da bexiga deve ter como base a avaliacdo individual do paciente
de risco e incluir uma abordagem multidisciplinar, envolvendo a urologia, patologia e
oncologia. As opg¢des de tratamento variam consoante o estadio da doenca (Sharma et
alii, 2009).

Tratamento de tumores nao-musculo-invasivos
Tratamento de tumores papilares Tae T1

O tratamento padrdo segundo as guidelines da Associacdo Europeia de Urologia 2013
para os tumores papilares Ta e T1 da bexiga, € a erradicacdo macroscopica completa por
RTU, incluindo parte do musculo subjacente (Babjuk et alii, 2013).

A RTU é um método de tratamento que serve também para confirmar um diagnostico
(Babjuk et alii, 2013). A resse¢do transuretral é feita cistoscopicamente e implica a
remocdo do tumor com colheita do mdsculo adjacente ao tumor para avaliacdo
histopatoldgica da profundidade de invasdo (Sharma et alii, 2009). Este tipo de
tratamento tem como objetivo tratar e prevenir a recorréncia da doenga e possivel
progressao para tumor musculo-invasivo, diminuindo a mortalidade especifica por

cancro (Jacobs et alii, 2010).

E de salientar que, devera considerar-se a realizacdo de uma segunda RTU se houver
suspeita de que a resseccao inicial foi incompleta, por exemplo, na presenca de tumores
maltiplos ou volumosos, quando o patologista ndo refere tecido muscular na amostra ou
quando é detetado um tumor de alto grau ou um tumor T1 (Miladi et alii, 2003 cit. in
Babjuk et alii, 2013).

O insucesso no tratamento do carcinoma da bexiga ndo-invasivo é uma realidade, em
alguns casos. Em todos os tumores T1 com risco elevado de progressao (tais como: alto
grau, multifocalidade, existéncia de Tis, tamanho do tumor), a cistectomia radical
imediata é uma opcao (Sylvester et alii, 2006 cit. in Babjuk et alii, 2013). Em qualquer

doente T1 com insucesso na terapéutica intravesical (ver adiante “Terapia adjuvante
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intravesical de tumores ndo musculo-invasivos™), a cistectomia ¢ uma alternativa
(Fritsche et alii, 2010). Deve ser referido que, 0 atraso na cistectomia aumenta o risco

de progressdo e morte especifica por cancro (Babjuk et alii, 2013).
Tratamento de tumores Tis - carcinoma “in situ”

O carcinoma in situ ndo pode ser erradicado por ressecdo transuretral. Desta forma,
tratamentos adicionais como imunoterapia BCG (Bacilo Calmette-Guérin) intravesical
ou cistectomia radical poderdo ser realizados. No entanto, ndo existe consenso sobre
qual terapia deve ser feita, se conservadora (instilagbes de BCG intravesical) ou
agressiva (cistectomia radical) (Babjuk et alii, 2013). Sabe-se que a resposta ao
tratamento de Tis com BCG intravesical € superior a qualquer quimioterapia
intravesical ou imunoterapia diferente, pois aumenta a taxa de resposta terapéutica e a
percentagem de pacientes que permanecem livres de doenca, e reduz o risco de
progressao do tumor (Sylvester et alii, 2005). Relativamente a cistectomia radical,
quando realizada de forma antecipada no momento de diagnostico de Tis, fornece uma
excelente sobrevida livre de doenca, mas o tratamento excessivo ocorre em até 50% dos
pacientes (Shariat et alii, 2006).

Terapia adjuvante intravesical de tumores ndo musculo-invasivos

Uma vez que existe um risco consideravel de recorréncia e/ou progressdo dos tumores
apos ressecdo transuretral, recomenda-se a terapéutica adjuvante intravesical para todos
os estadios (Ta, T1 e Tis) (Babjuk et alii, 2013).

A realizagdo da terapia intravesical adicional depende de fatores chave: a profundidade
e 0 grau de invasdo tumoral, a integralidade da ressecdo, e a probabilidade estimada de
recorréncia e/ou progressdo da doenca (Jacobs et alii, 2010). Sabe-se gque, os doentes
com tumores mdltiplos, tumores grandes (> 3 cm), e tumores altamente recidivantes (>
1 recidiva/ano) tém maior risco de recorréncia, enquanto os doentes com tumores de
estadio T1, tumores de alto grau, e Tis possuem maior risco de progressdo. Sabe-se,
ainda, que a quimioterapia intravesical reduz o risco de recorréncias mas nao o de
progressdo e estd associada a efeitos secundarios minor (Babjuk et alii, 2013). A
mitomicina C (MMC) é o agente quimioterapico mais usado na terapia intravesical,
devido ao seu alto peso molecular e por conseguinte, menor absorcdo sistémica e

menores efeitos colaterais (Metts et alii, 2000).
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Todavia, a imunoterapia BCG intravesical é eleita a quimioterapia intravesical na
reducdo de recorréncias e na prevencdo ou atraso da progressao a carcinoma vesical
musculo-invasivo (Malmstrom et alii, 2009). O bacilo Calmette-Guérin € o agente
imunoterapico mais eficaz para pacientes com les6es Tis e T1. Este bacilo € uma estirpe
atenuada da Mycobacterium bovis e é a forma mais comummente utilizada de
imunoterapia intravesical (Sharma et alii, 2009). O seu mecanismo de ac¢do continua a
ser explorado, mas ha fortes evidéncias de que, quando administrado intravesicalmente,
é capaz de induzir uma resposta inflamatoria direta junto do tumor (Metts et alii, 2000).
A capacidade de estimulacdo do sistema imunitario pelo BCG tem demonstrado uma
reducdo da progressdo para doenca invasiva e uma melhoria na sobrevivéncia global
(Rozanski e Grossman, 1994). Contudo, a imunoterapia BCG intravesical tem um nivel

de toxicidade mais elevado que a quimioterapia intravesical (Babjuk et alii, 2013).
Tratamento de tumores musculo-invasivos

De acordo com as guidelines da Associacdo Europeia de Urologia 2013, a cistectomia
radical € o tratamento curativo preferencial para o carcinoma da bexiga invasivo
localizado (T2-T4a, NO-NX, MO0). A linfadenectomia pélvica devera ser parte integral
da cistectomia, porém a extensdo da disseccdo ganglionar ainda nao foi completamente
definida (Witjes et alii, 2013).

Sabe-se que, na peca anatomica de cistectomia/linfadenectomia para avaliacdo
histopatoldgica, o estado da margem cirlrgica e o numero de nodulos linfaticos
removidos na cirurgia sdo preditores da sobrevida pos-cistectomia e da recorréncia
local, sugerindo que a qualidade da cirurgia pode afetar os resultados (Herr et alii,
2004). Segundo os registos SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) ha
evidéncias de um aumento da sobrevida livre de doenca e sobrevida global com um

namero crescente de nédulos linfaticos removidos (Jacobs et alii, 2010).

A cistectomia radical pode envolver a cistoprostatectomia nos homens e a histerectomia
nas mulheres, seguida de derivacdo urinaria (Sharma et alii, 2009). O ileo terminal e 0
colon séo os segmentos intestinais de escolha para a derivagédo urinaria (Madersbacher e
Studer, 2002).

Sabe-se que, a cistectomia radical causa importantes mudancas na vida dos pacientes ao

nivel das suas fungdes urinaria e sexual, podendo, em alguns casos particulares, fazer-se
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a preservacgdo da bexiga (Metts et alii, 2000). A deciséo sobre a preservagédo da bexiga
ou cistectomia radical nos pacientes com tumores musculo-invasivos deve basear-se no

estadio do tumor e comorbidades médicas (Maarouf et alii, 2011).

Nos doentes com tumores ndo operaveis localmente avangados (T4b), a cistectomia
radical priméaria ndo é uma opcao curativa. Se existirem sintomas, a cistectomia radical
podera ser uma opcao terapéutica paliativa (Ok et alii, 2005). Nestes pacientes, podem
ser usadas formas de derivagdo urinaria intestinal ou ndo intestinal (ureteroenterostomia
cutanea) com ou sem cistectomia paliativa (Witjes et alii, 2013). Os tratamentos com
preservacdo da bexiga podem ser varios: radioterapia externa, quimioterapia ou

tratamento multimodal (RTU, quimioterapia e radioterapia) (Rodel et alii, 2002).

Terapia neoadjuvante/adjuvante de tumores mausculo-invasivos - Quimioterapia

Perioperatéria

O CUB tem uma alta taxa de resposta a varios esquemas de quimioterapia combinada
tendo por base a cisplatina. Tais esquemas tém sido largamente usados em tumores
masculo invasivos e a sua aplicacdo antes (neoadjuvante) ou apds (adjuvante) a
cistectomia melhora os indices de recidiva local e sobrevivéncia (Milowsky et alii,
2008).

Segundo as guidelines da Associacdo Europeia de Urologia 2013, a quimioterapia
neoadjuvante combinada com cisplatina deve ser considerada no carcinoma da bexiga
invasivo independentemente do tratamento definitivo (Witjes et alii, 2013). A
quimioterapia neoadjuvante tem como vantagens: o tratamento de micrometastases; o
potencial de retroceder o estadiamento com remocéo tumoral total e reducdo de margens
cirargicas positivas; a diminuicdo da implantacdo de células tumorais circulantes
durante a cirurgia; e a possibilidade, em alguns casos, de preservacdo da bexiga. As
desvantagens incluem o tratamento excessivo de alguns pacientes e o risco tedrico de
progressdo do tumor até ao momento da cistectomia (Jacobs et alii, 2010). Na pratica
clinica atual, é dificil selecionar os pacientes que respondem com quimioterapia
neoadjuvante, devido a falta de um teste aplicavel (Witjes et alii, 2013). No futuro,
espera-se que marcadores tumorais (capitulo II), numa defini¢do de “medicina
personalizada”, tornem mais facil a selecdo de pacientes para tratamento e a

diferenciacédo entre os que respondem e 0s que ndo respondem.
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Em contraste, a quimioterapia adjuvante apresenta como vantagens, a auséncia de
atrasos na realizagdo da cistectomia e o tratamento contra apenas um pequeno volume
de tumor. As desvantagens englobam a dificuldade de tolerancia ao tratamento no
periodo poés-operatério e o atraso do inicio da quimioterapia devido a possiveis

complicagdes cirargicas (Jacobs et alii, 2010).

Ambas as quimioterapias, neoadjuvante e adjuvante, tém a desvantagem da toxicidade
associada. Desta forma, o tratamento padréo para a maioria dos pacientes, devido a sua
menor toxicidade, é a combinagdo entre gemcitabina e cisplatina (GC). A combinagéo
entre metotrexato, vinblastina, adriamicina, e cisplatina (MVVAC) possui uma eficacia

comparavel com GC, mas a toxicidade limita o seu uso (Sharma et alii, 2009).
Tratamento de tumores metastaticos

O cancro da bexiga metastatico € uma doenca, geralmente, incurdvel, sendo o seu
tratamento apenas paliativo (Metts et alii, 2000). O progndéstico dos doentes ndo é bom,

e 0 tempo médio de sobrevida € de 12-15 meses (Meluch et alii, 2001).

A quimioterapia é uma das opg¢Bes no tratamento de tumores metastaticos. Planos de
tratamento individuais sdo tracados consoante as diferencas de necessidade de cada
doente (Jacobs et alii, 2010). Desta forma, o regime especifico de quimioterapia vai
depender das comorbidades médicas, como a disfuncdo renal e a cardiaca. A
combinacdo comummente usada é GC ou um regime de multidrogas com base na
cisplatina (MVVAC) (Sharma et alii, 2009).

Segundo as guidelines da Associacdo Europeia de Urologia 2013, sabe-se que a
quimioterapia combinada contendo cisplatina permite alcancar uma sobrevida média de
até 14 meses, com uma sobrevida livre de doenca a longo prazo reportada em cerca de
15% dos doentes com invasdo ganglionar. Por outro lado, a quimioterapia com agente
unico proporciona taxas de resposta baixas e normalmente de curta duracdo (Witjes et
alii, 2013).

Apesar de todas estas modalidades de tratamentos, continua a haver doentes cujos
tumores ndo respondem as terapéuticas escolhidas. Estes tumores, clinicamente, sdo
iguais aos outros, mas biologicamente ndo o sdo. Torna-se, entdo, extremamente
importante conseguir discriminar os que respondem as terapéuticas selecionadas dos

que ndo respondem para poder adequar o tratamento mais eficaz a cada caso.
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1.3 - Objetivos
» Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é contribuir para um melhor entendimento dos
mecanismos bioldgicos subjacentes a progressdo tumoral, especialmente no que se
refere ao papel da glicosilagdo na evolugéo do carcinoma da bexiga. Assim, pretende-se
identificar potenciais antigénios especificos das células malignas no carcinoma da

bexiga passiveis de serem alvo de terapéuticas imunoldgicas.
» Obijetivos especificos

Avaliar o padrdo de expressdo do antigénio glicosidico sialil Tn (STn) numa série de
casos com CUB, correlacionando-o com os parametros clinico-patoldgicos em analise,
de forma a contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos bioldgicos
envolvidos no desenvolvimento desta neoplasia, bem como na administracdo de

medidas terapéuticas mais favoraveis e eficazes.

Verificar a imunoexpressdo do antigénio sialil T - S6T no CUB, nos casos negativos

para o STn.

Estudar a imunoexpressdo da proteina Ki67 no CUB, e verificar a sua correlagdo com as

variaveis clinico-patoldgicas em analise.

Correlacionar a sobrevida global no CUB com as variaveis estudadas.
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Il - Desenvolvimento
2.1 - Glicosilacédo aberrante e cancro

Apesar da grande variedade de fatores clinicos (grau, estadio tumoral, etc) que,
normalmente, se correlacionam com a recorréncia do tumor e progndéstico do doente, a
previsdo do comportamento de alguns tumores ainda permanece imprecisa (Rozanski e
Grossman, 1994). O carcinoma urotelial da bexiga (CUB) continua a ser uma
importante causa de morbilidade e mortalidade. A exposicdo ambiental a agentes
cancerigenos e a resposta do hospedeiro a esses produtos quimicos desempenham
papéis fundamentais na prevaléncia desta doenca (Colombel et alii, 2008). Durante a
ultima década, varios avancos no diagnostico e tratamento do cancro da bexiga foram
realizados (ver capitulo anterior). No entanto, ainda hd muitas questdes importantes a
serem respondidas quanto ao tratamento (Jacobs et alii, 2010). As observaces clinicas
e estudos moleculares mostram cada vez mais que 0s tumores papilares séo
fundamentalmente diferentes do Tis, apesar de ambos serem superficiais (Rozanski e
Grossman, 1994). Ha investigacfes a decorrer no ambito das doencas superficiais para
ajudar a prever que pacientes progridem para doenca invasiva, e assim estabelecer a
terapéutica étima logo de inicio (Metts et alii, 2000).

A transformacdo maligna das células epiteliais esta frequentemente associada com a
alteracdo das vias de glicosilacdo (Danussi et alii, 2009). Todas as células sdo cobertas
por cadeias de acUcar hidrofilicas (glicanos) ligadas a proteinas (glicoproteinas) ou
lipidos (glicolipidos), que estdo envolvidas na interacdo com o meio circundante (Figura
4). Estas interagcBes podem ser de célula-célula ou célula-matriz extracelular (Tarp e
Clausen, 2007).
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Figura 4 - Principais classes de hidratos de carbono animais. Adaptado da referéncia
Rillahan e Paulson, 2011.

Ha um perfil carbohidratado que é diferente comparando tecidos normais com tecidos
tumorais (Ohyama, 2008). Desta forma, as células cancerigenas expressam glicanos,
normalmente ndo expressos por células normais e podem, consequentemente, ser
reconhecidas como células neoplasicas, pelas células do sistema imunitario (Tarp e
Clausen, 2007).

Muitos antigénios associados a tumores e utilizados clinicamente para diagnostico de
carcinomas, sdo estruturas carbohidratadas que residem em glicolipidos, mucinas e
outras glicoproteinas (Ju et alii, 2008). Os intitulados antigénios carbohidratados
associados a tumor (TACAS) sdo estruturas geradas durante a transformacao neoplésica,
a partir de alteracGes na expressao de multiplos genes dentro das vias de glicosilacao.
Os TACAs provocam transformacgdes fundamentais no crescimento, adesdo e
motilidade das células cancerigenas, que conduzem a alteracdes fenotipicas de invaséo e

metastizacdo (Danussi et alii, 2009).
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A detecdo de TACAS (como marcadores tumorais) nas células do cancro da bexiga vem,
desde ha muito tempo, sendo alvo de investigacdo para auxiliar o diagnostico,
prognostico e tratamento desta doenca. Varios antigénios tém-se mostrado promissores
como marcadores de progndstico do carcinoma da bexiga (Rozanski e Grossman, 1994).
O antigénios Tn e STn s&o dois dos TACAS mais comuns e encontram-se expressos em
mais de 90% do carcinomas humanos (Danussi et alii, 2009). Estes antigénios sdo
estruturas precursoras na cadeia glicosidica e resultam da sintese incompleta das cadeias
O-glicanas em multiplas glicoproteinas e mucinas, 0 que nao acontece nas células
normais, uma vez que a sintese continua, promovendo o alongamento da glicoproteina
(Danussi et alii, 2009; Kakeji et alii, 1995). (Figura 5)

Glicoproteina normal Glicoproteina associada a tumor

Oligossacéridos
normais

Oligossacaridos
encurtados

Figura 5 - Diferencas entre glicoproteinas normal (com oligossacaridos normais) e
associada a tumor (com oligossacaridos encurtados). Adaptado da referéncia Madame
Curie Bioscience Database.

A O-glicosilagdo é uma importante modificacdo pos-traducdo que acontece em muitas
glicoproteinas secretadas e de ligacdo a membrana celular (Tongzhong et alii, 2002). Os
O-glicanos sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico, complexo de golgi ou citosol
consoante as etapas enzimaticas, por transferéncia de monossacarideos. Os O-glicanos
ligam-se aos grupos hidroxilo nos residuos de serina e treonina e podem ser varios: O-
GIcNAc, O-manose, O-fucose e O-GalNAc (Tarp e Clausen, 2007). Este altimo tipo de
O-glicosilacdo (N-acetilgalactosamina), também designado por O-glicosilacdo do tipo

mucina (Figura 6), € uma modificagdo comum em proteinas de mamiferos que ocorre
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durante a via secretora (Pedersen et alii, 2011). Os O-glicanos do tipo mucina que se
alongam a partir de GaINAc-O-Ser/Thr séo sintetizados no complexo de Golgi, através
da transferéncia gradual de acUcares a partir de dadores de nucleotidos para substratos
aceitadores, por acdo sequencial de glicosiltransferases. Consequentemente, pode
formar-se uma série de O-glicanos, dependendo da disponibilidade e especificidade das
glicosiltransferases presentes (Tongzhong et alii, 2002). Até agora, pelo menos oito
diferentes O-glicanos tém sido descritos, sendo as estruturas dos cores 1 e 2 as mais
comuns em glicoproteinas ndo-mucinas e dos cores 1-4 as mais frequentes em mucinas
(Tarp e Clausen, 2007). (Figura 6)
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Figura 6 - Vias biossintéticas dos O-glicanos do tipo mucinas mais comuns. Adaptado
da referéncia Tarp e Clausen, 2007.

Os O-glicanos podem afetar as propriedades estruturais e funcionais de péptidos ou
proteinas de transporte, contudo, é o controlo da O-glicosilacdo que permite manipular
estas moléculas e alterar os seus efeitos bioldgicos (Tarp e Clausen, 2007). O primeiro
passo de biossintese de glicanos do tipo O-GalNAc € controlado por enzimas
ppGalNACT (polipéptidos N-acetilgalactosamina transferases), as quais determinam a
densidade e locais de glicosilacdo por transferéncia de GalNAc para serinas e treoninas
selecionadas (Hassan et alii, 2000). Este processo origina a formacdo do antigénio Tn
(GaINAc-O-Ser/Thr). Uma vez sintetizado, o antigénio Tn pode ser novamente
glicosilado pela adicdo de agucares especificos, sob a acdo de glicosiltransferases. Por
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outro lado, a adicdo de acido sidlico (NeuAc — acido acetilneuraminico) ao agucar
GalNAc forma o antigénio STn (NeuAc-GalNAc-O-Ser/Thr), produto final que nédo
sofre nova glicosilacéo, pois o acido sialico blogueia o0 alongamento da cadeia (Junior et
alii, 2007). (Figura 6)

A O-glicosilacdo aberrante € uma das mais comuns modificacbes pds-traducédo
associadas ao cancro, formando um conjunto diversificado de estruturas moleculares
encontrado na superficie das células cancerigenas, que ndo tem correspondéncia em
células normais (Springer, 1984). Como resultado, o padrdo especifico de glicoproteinas
encurtadas associadas ao cancro produz um novo tipo de epitopos de glicopéptidos
(antigénios T, Tn e STn, entre outros) que podem ser detetados pelo sistema imunitario
(Madsen et alii, 2012).

- Antigénios Thomsen-Friedenreich relacionados (Tn e STn)

O antigénio Tn foi descoberto em 1957 e designado “* antigénio T nouvelle” ou Tn por
Moreau et alii. O antigénio Tn é um precursor do antigénio Thomsen-Friedenreich, ou
antigénio T, e esta definido como um monossacarideo de N-acetilgalactosamina ligado a
um residuo de serina ou treonina, GalNAcal-O-Ser/Thr (Molinaro et alii, 2011).
(Figura 7)
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Figura 7 - Antigénios Tn e T. Adaptado da referéncia SBH Sciences.

O antigénio Tn e adicionado a uma cadeia polipeptidica através duma grande familia
enzimatica de até 20 ppGalNACT diferentes. Estas enzimas transferem a GalNAc a
partir do dador de aglcar nucledtico UDP-GalNAc para os residuos de serina ou

treonina (Hagen et alii, 2003).
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O Tn é um biomarcador precoce de cancro, tanto em humanos como em modelos
animais (Danussi et alii, 2009). Todavia, em tecidos normais nao é detetado como um
simples monossacarideo, pois sofre glicosilacdes sucessivas através de diversas
glicosiltransferases. Assim sendo, o antigénio Tn funciona como uma estrutura
precursora basica em muitos O-glicanos extensos encontrados na maioria dos tecidos e

mucinas fortemente glicosiladas (Brockhausen et alii, 2009).

O antigénio Tn (GalNAcal-O-Ser/Thr) é tipicamente alongado pela a¢do da enzima T-
sintase B1-3 galactosiltransferase) que adiciona galactose, utilizando o dador UDP-Gal
para gerar o antigénio T, também conhecido como core 1 (Galfl-3GalNAcal-O-
Ser/Thr) ou TF-Ag (Molinaro et alii, 2011).

O core 1, por sua vez, também serve como um precursor para O-glicanos mais
complexos, ou pode ser também sialilado (Molinaro et alii, 2011). Esta sialila¢cdo pode
ser feita através das enzimas a2-3 ST3Gal-VI/IV ou o2-6 ST6GalNAc-I/Il, que
terminam a extensdo da cadeia (Dall'Olio e Chiricolo, 2001). As a2-3 ST3Gal-I, Il e IV
sdo conhecidas por promoverem a sialilacdo da posicdo O-3 do residuo Gal, originando
o antigénio S3T (Neu5Aca2-3GalB1-3GalNAca-O-Ser/Thr). As a2-6 ST6GalNAc-I e 1l
promovem a sialilagdo da posi¢do O-6 do residuo GalNAc, originando o antigénio S6T
(GalB1-3 (NeuSAca2-6) GalNAca-O-Ser/Thr). A agdo concertada de 02-3 ST3Gal-
I/II/IV e a2-6 ST6GalNAc-I/1l origina o antigénio di-sialilado T (DST) (Dall'Olio e
Chiricolo, 2001; Wopereis et alii, 2006).

Estudos tém demonstrado que os antigénios T e Tn estdo sobreexpressos nas células de
carcinoma da bexiga, em comparacdo com as células normais onde a expressdo é
praticamente inexistente (Brockhausen, 1999; Videira et alii, 2009). Em particular,
Limas 1991 avaliou, por imunohistoquimica, a expressdo do antigénio T em 56 biopsias
de carcinoma da bexiga de varios estadios. Este autor verificou que o antigénio T era
caracteristico dos estadios tumorais mais avangados e quase estava ausente nos urotélios
normais. Por outro lado, Langkilde et alli, 1995 concluiram que havia uma correlagdo
entre a expressao do antigénio T e a recorréncia ou progressao de tumores uroteliais da
bexiga ndo invasores ou que invadiam a lamina propria. Um outro estudo demonstrou
que os antigénios T encriptados (sialil T - S6T, S3T e DST) estavam expressos
normalmente nos tumores papilares superficiais da bexiga (Ta e T1). Os autores

acrescentaram que a expressdao do ST estava parcial ou completamente ausente nos

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brockhausen%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20301232

"A expressdo dos antigénios STn, S6T e do indice de proliferacio Ki67 no carcinoma da bexiga"

tumores que apresentavam progressao apos recorréncias frequentes (Yamada et alii,
1988). Sabe-se, também, que as enzimas 02-6 ST6GalNAc-1/Il por estarem envolvidas
na formacdo do antigénio S6T podem estar sobreexpressas em tumores da bexiga.
Contudo, outros fatores como a expressao reduzida de glicosiltransferases responsaveis
pela extensdo das cadeias e a alteragdo nas vias secretoras também podem contribuir
para isso (Brockhausen, 1999; Reis et alii, 2010).

Por sua vez, a expressao do antigénio Tn pode resultar da falta de actividade da enzima
T-sintase, que estd sobre o controlo de uma chaperone molecular conhecida como
Cosmc. Mutagdes adquiridas no gene Cosmc causam a perda da actividade T-sintase e,
consequentemente, conduzem a expressdo do antigénio Tn (Ju et alii, 2008). A sua
expressdo esta correlacionada com o potencial metastatico e mau prognoéstico em muitos
cancros, incluindo o cervical, adenocarcinoma do pulmé&o, carcinoma colo-retal, da

mama e gastrico (Danussi et alii, 2009).

A B1-3 N-acetilglucosaminiltransferase (1-3GIcNac-T) é outra enzima responsavel
pelas modificacbes no Tn. Esta adiciona GICNAc ao antigénio Tn, formando o core 3
(GlcNAcP1-3GalNAcal-O-Ser/Thr) com expressdo restrita, sobretudo nos tecidos
gastrointestinais (lwai et alii, 2002). Sabe-se que niveis alterados desta enzima ou dos
nucleotidos de acucar utilizados por ela, podem causar a expressdo do antigénio Tn. A
diminuicdo destes niveis tem sido correlacionada com cancro do colon (Molinaro et alii,
2011).

Além da enzima anteriormente referida, a ST6GalNAc-1 pode adicionar NeuAc ao Tn, a
partir do dador CMP-acido sialico e formar o antigénio sialil Tn, igualmente conhecido
como STn ou NeubAca2-6GalNAcal-O-Ser/Thr (Kurosawa et alii, 2000). (Figura 8)
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Figura 8 - Antigénio STn. Adaptado da referéncia SBH Sciences.
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A biossintese do STn resulta numa paragem da extensdo dos O-glicanos e raramente se
observa em tecidos normais (Marcos et alii, 2004). As células caliciformes do intestino
delgado, as ceélulas parietais do estbmago, as células Leydig testiculares, as células
endometriais na fase secretora do ciclo menstrual, algumas células endoteliais
(particularmente da mucosa gastrointestinal) e as células do tecido conjuntivo estdo
entre as poucas células do organismo que expressam STn (Ogata et alii, 2001). Este
epitopo estd altamente expresso na maioria dos carcinomas gastricos, colo-retal, do
ovario, mama e pancreas. Além disso, a sua expressao esta associada a agressividade do
carcinoma e mau prognostico (Marcos et alii, 2004). A expressdo do epitopo STn
resulta de uma sobreexpressdo da enzima ST6GalNAc-1 (Molinaro et alii, 2011). Esta
enzima compete com a T-sintase para promover a expressao do antigénio STn (Cazet et
alii, 2010). Neste contexto, a expressdo do antigénio Tn esta, muitas vezes, associada

com a expressao do antigénio STn (Ju et alii, 2008).

Em resumo, a formacdo de O-glicanos truncados, tais como os antigénios Tn e STn,
pode resultar da alteracdo dos niveis de expressdo de glicosiltransferases no complexo
de Golgi, inativacdo de chaperones moleculares, bem como da modificacdo de
disponibilidade do substrato dador e aceitador (Reis et alii, 2011; Dall'Olio e Chiricolo,
2001).

Os epitopos Tn e STn tém sido alvos de varios estudos na tentativa de definir a base
molecular para a sua expressdo. Contudo, pouco se sabe sobre 0s mecanismos exatos
que controlam a expressao destes epitopos (Xu et alii, 2005). Estudos anteriores
demonstraram que a expressdo dos TACAs resulta do metabolismo alterado das células
tumorais, das alteracdes no microambiente tumoral e das consequentes alteracdes na
expressao de multiplos genes dentro das vias de glicosilacdo (Ju et alii, 2008). Sabe-se
que a biossintese de O-glicanos em proteinas € um processo complexo e regulado que
envolve mais de 50 produtos de genes, a maioria glicosiltransferases (Reis et alii, 2011).
Até agora, ndo tem havido nenhuma base genética ou bioquimica para a expressao dos
antigénios Tn e STn em cancros humanos, porém, a sua presencga pode ser detetada por
diferentes reagentes, incluindo anticorpos e lectinas, que se ligam ao terminal GalNAc
ou Neu5Ac (Ju et alii, 2008; Molinaro et alii, 2011).

Os antigenios Tn e STn sdo também, potenciais alvos para vacinas anti-tumorais. Em

primeiro lugar, porque ocorrem em mais de 90% dos carcinomas humanos, incluindo
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mama, c6lon, pulmao, bexiga, colo do Utero, ovario, estdmago e prostata (Molinaro et
alii, 2011). Em segundo lugar, a sua expressdo correlaciona-se com o pior prognéstico
da doenca e aumento do potencial metastatico (Springer, 1989; Itzkowitz et alii, 1989).
Em terceiro lugar, as alteracGes no glicocalice contribuem para as novas propriedades
da célula em termos de adesdo, invasdo, entre outros. Por ultimo, estes antigénios
também ndo sdo encontrados na maioria dos tecidos normais (Desai, 2000). Por tudo
isto, estes antigenios proporcionam alvos viadveis para o desenvolvimento de vacinas
com base em TACAs (Morelli et alii, 2011). Vacinas terapéuticas derivadas de
combinagBGes entre antigénio carbohidratado e adjuvante sdo uma abordagem
promissora para a imunoterapia do cancro (Galoni¢ e Gin, 2007).

O tratamento do cancro através de vacinas baseadas em carbohidratos totalmente
sintéticos, baseia-se no facto de as células em transformagdo maligna exibirem
frequentemente, a superficie celular, alteracdes significativas na natureza e quantidade
de hidratos de carbono ligados a proteinas (Molinaro et alii, 2011). Presume-se que,
quando um antigénio sintético com base num carbohidrato associado a tumor, é
adequadamente introduzido no sistema imunitario, pode despoletar uma resposta
imunoldgica. Esta resposta pode gerar uma producdo de anticorpos que se ligam
seletivamente aos antigénios sintéticos, eliminando-os, tal como as células tumorais que
sobre-expressam o0s carbohidratos em questdo (Jeon et alii, 2009). No entanto, em
doentes com cancro, muitos dos referidos antigénios carboidratados estdo realmente
alterados mas, por razbes pouco claras, o organismo ndo lhes reage imunologicamente
(Slovin et alii, 2005). Assim sendo, quando estes antigénios associados a tumores sao
apresentados ao sistema imunitario como glicoconjugados sintéticos, anexados a
moléculas de transporte imunogénicas (tais como a proteina transportadora keyhole
limpet hemocyanin - KLH) e co-administrados com um adjuvante imunoldgico (como o
QS21), pode ser induzida uma resposta com anticorpos especificos de carbohidratos
(Jeon et alii, 2009).

O Tn é um potencial alvo para o diagnéstico precoce e desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas em doencas neoplasicas (Molinaro et alii, 2011). A utilizagdo
de vacinas dirigidas para o antigénio Tn ja& foi avaliada em cancro da mama com
resultados promissores. Nesse estudo verificou-se que um numero de anticorpos anti-Tn
IgG/IgM  foram gerados, tendo sido relatadas as suas atividades anti-tumorais.

Constatou-se que estes anticorpos foram capazes de inibir a adesdo das células
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neoplésicas as células endoteliais linfaticas, impedindo, assim, a metastizacdo (Danussi
et alii, 2009).

O STn ¢, também, um alvo promissor para o desenvolvimento de vacinas terapéuticas
(Slovin et alii, 2005). A vacina anti-tumoral Theratope é administrada para o antigénio
STn. O STn sintético é conjugado com KLH para estimular a producdo de anticorpos e
ativacdo de células T (Disis, 2006) Os primeiros ensaios clinicos com imunizagdes
derivadas de combinagdes entre STn, KLH e QS21 foram em pacientes com carcinoma
colorretal tendo-se obtido bons resultados. As vacinas foram bem toleradas e anticorpos
IgG/IgM reativos foram induzidos em grandes quantidades contra 0s respetivos
antigénios (Gilewski et alii, 2007). Outros estudos semelhantes, em pacientes com
cancro da mama, também, tém mostrado evidéncias de resposta imune (Slovin et alii,
2005).

2.2 - Indice de proliferacéo (Ki67) e cancro

A proliferagdo descontrolada das células é considerada um dos mecanismos bioldgicos
mais importantes associados com a oncogénese. O Ki67 é uma proteina nuclear ndo-
histona expressa por células em proliferacdo durante as fases do ciclo celular G1, S,
G2/M (Enache et alii, 2012). Assim sendo, ndo esta presente na fase GO (células

quiescentes) (Burger et alii, 2007).

A previsdo do comportamento do cancro tem sido, desde sempre, uma tarefa
importante, no que respeita ao tratamento do CUB. O anticorpo monoclonal Ki67 é
relatado como um bom marcador da atividade proliferativa em varios tumores
(Stavropoulos et alii, 1993). O crescimento potencial de tumores € um indicador
importante da sua agressividade (Enache et alii, 2012). Diferencas estatisticamente
significativas nos valores Ki67 sdo encontradas entre o urotélio normal e 0 CUB, bem
como entre diferentes graus e estadios do tumor (Stavropoulos et alii, 1993). A
expressao do Ki67 estd claramente associada com o alto grau do tumor, estadio
avancado e comprometimento dos nddulos linfaticos e metéstases linfaticas.
Naturalmente, o Ki67 é um preditor de recorréncia, progressao e resposta ao tratamento

para carcinoma urotelial invasivo (Stepan et alii, 2011).
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Em suma, o Ki67 reconhece células na fase ativa do ciclo celular e, no caso do CUB
tem um significado especial, no sentido de uma avaliacdo de prognostico (Stepan et alii,
2011).

Neste estudo avaliou-se a expressdo dos antigénios STn, S6T e Ki67 no CUB de vérios

graus e estadios, correlacionando com varios parametros clinicopatologicos.
2.3 - Material e Métodos
2.3.1 - Populacéo e variaveis em estudo

Este estudo englobou uma amostra de 96 casos, registrados e diagnosticados como
carcinomas uroteliais da bexiga, no servico de Anatomia Patologica, do Instituto
Portugués de Oncologia do Porto — Francisco Gentil (IPOPFG-EPE), durante o periodo
entre 2003 e 2007. Os casos com CUB foram selecionados com base na existéncia de
dados de follow-up adequados e disponibilidade de blocos de tecidos incluidos em
parafina. O bom estado de conservacdo dos blocos de parafina e a quantidade suficiente
de material incluido para a realizacdo dos cortes histoldgicos necessarios, foram

critérios de inclusdo na selegcdo da amostra.

A série de trabalho inclui casos de tumores vesicais removidos por RTU ou cistectomia
radical, assim como ganglios linfaticos removidos por linfadenectomia associada a
cistectomia radical (quando aconselhavel clinicamente). Dos 96 casos estudados, em 30
casos foram isolados ganglios linfaticos, dos quais 11 apresentavam metastases

ganglionares.

Com o intuito de avaliar a expressdo dos antigénios carbohidratados STn, S6T e
proteina Ki67 no CUB, estudou-se a imunorreatividade dos tumores (com os anticorpos
TKH;, TKH, com B-(1-3)-Galactosidase e MIB-1, respetivamente), no sentido de
relacionar a informagcdo com os parametros clinico-patologicos classicos (Tabela 4),
Além das correlagbes supracitadas, relacionou-se a expressdo dos antigénios

glicosidicos STn e S6T com o indice proliferativo.

As neoplasias foram classificadas histologicamente de acordo com o0s critérios
propostos pela OMS de 2004. A classificacdo por graus e estadios foi realizada segundo

a mesma classificacdo (Eble et alii, 2004).
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A sobrevivéncia global (periodo compreendido entre a data do diagndstico e a morte por
cancro ou a Ultima consulta de follow-up) foi avaliada nos CUB, em funcdo da
expressao do antigénio STn, do indice de proliferacdo Ki67 e dos parametros clinico-

patoldgicos (grau de diferenciacao e estadio tumoral).

Tabela 4 - Parametros clinico-patoldgicos da amostra estudada (n=96 casos).

Parametros Clinico-Patologicos

Idade, anos
Mediana [min — max] 69,50 [38-92]
Género, n (%)
Masculino 82 (85,4)
Feminino 14 (14,6)
Ganglios metastizados, n (%)
Né&o 19 (19,8)
Sim 11 (11,5)
Né&o isolados 66 (68,8)
Estadio tumoral, n (%)

Ta 27 (28,1)
T1 20 (20,8)

T2 9(9.4)
T3 20 (20,8)
T4 20 (20,8)

Grau de diferenciagao, n (%)
Baixo Grau 16 (16,7)
Alto Grau 80 (83,3)
Tipo de cirurgia, n (%)
RTU 32 (33,3)
Cistectomia 64 (66,7)
Tipo de tumor, n (%)
Primario 54 (56,3)
Recidiva 42 (43,8)
Follow-up, n (%)

Vivo, perdido, morte por outras causas 67 (69,8)
Morte por cancro 29 (30,2)
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2.3.2 - Estudo imunohistoquimico

Dos blocos de tecidos incluidos em parafina, realizaram-se cortes histologicos de 3pum
de espessura, que se estenderam em ladminas de vidro adesivadas com APES 3-
aminoprpiltrioxi-silano (Sigma Chemical Co.). Foi avaliada a expressdo do antigenio
carbohidratado STn, proteina Ki67 e, em 39 casos, do S6T. O estudo da
imunorreatividade foi efetuado pelo método de Streptavidina-Biotina. As condicbes e
solucBes especificas para as diferentes técnicas de imunohistoquimica (ver anexo)
seguiram as instru¢des do fornecedor e testes realizados no laboratorio. Apds a
desparafinacdo e hidratacdo dos cortes histoldgicos, procedeu-se ao bloqueio das
peroxidases enddgenas com peroxido de hidrogénio a 3% e de seguida, a recuperacao
antigénica pelo calor com tampéo citrato a pH 6. Posteriormente, fez-se uma incubacéao
com soro normal UltraV Block, e logo depois com os respetivos soros primarios: STn
(hibridoma TKH,, 1:20) e Ki67 (MlIb-1, 1:100), overnight, a 4°C. Foi feita uma
incubacdo com soro secundario biotinilado e com a streptavidina com peroxidase. O
cromogénio utilizado na revelacdo foi a 3,3-diaminobenzidina (DAB) e o contraste

nuclear foi realizado com a hematoxilina de Harris.

Realizaram cortes histolégicos nos 39 casos STn negativos para avaliar a expressao do
antigénio T encriptado (sialil T - S6T). O estudo da imunorreatividade foi efetuado pelo
mesmo método. Para avaliar a expressdo do antigénio S6T com o anticorpo primario
TKH, foi efetuado um tratamento enzimatico prévio nos tecidos com p-(1-3)-
Galactosidase da Xanthomonas campestris (R&D systems). Esta enzima remove a
ligagdo O-3 do residuo Gal, expondo o antigénio STn.

Foram usados como controlos positivos, tecidos com imunorreatividade conhecida para
os anticorpos em estudo. A metodologia usada no controlo negativo consistiu na

substituicdo dos anticorpos primarios, respetivos, por BSA 5% (Merck).
2.3.3 - Avaliacéo e quantificacdo da imunorreatividade

A imunorreactividade dos anticorpos monoclonais foi avaliada através da visualizagao
dos cortes histoldégicos por microscopia O6ptica. Cada corte foi observado,

independentemente, por dois observadores.
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A imunoexpressdo dos antigénios S6T e STn foi contabilizada da seguinte forma para
todos os pardmetros clinico-patologicos:

» Marcacdo membranar e/ou citoplasmatica negativa (< 5% de células marcadas);
* Marcagdo membranar e¢/ou citoplasmatica positiva ( > 5% de células marcadas,

tendo sido contabilizada a marcacdo celular pontual — scatter, ou em mancha).

A imunoexpressao do antigénio STn foi contabilizada do seguinte modo na relagdo com

0s ganglios metastizados, indice de proliferacdo Ki67 e na sobrevida global:

= Marcacdo membranar e/ou citoplasmatica negativa (< 10% de células
marcadas);
» Marcagdo membranar e/ou citoplasmatica positiva ( > 10% de células marcadas,

tendo sido contabilizada a marcacdo celular pontual — scatter, ou em mancha).

Na imunoexpressdo da proteina Ki67, consideraram-se como positivos 0s casos em que
a percentagem de nucleos marcados era superior a 18%, de acordo com o0s critérios

utilizados por Santos et alii, 2003.
2.3.4 - Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados em tabelas de frequéncias absolutas e percentagens. A
andlise univariada foi efetuada pelo teste do qui-quadrado (%2) ou pelo teste exato de
Fisher quando apropriado. A sobrevivéncia global foi analisada pelo método de Kaplan-
Meier e as diferencas das curvas encontradas foram estudadas pelo teste de Log-Rank
ou pelo teste de Breslow, quando apropriado. Para o estudo estatistico utilizou-se o
programa especifico SPSS 21.0® (Statistical Package for Social Sciences) para

Windows. Os resultados foram considerados significativos para valores de p < 0,05.
2.4 - Resultados
2.4.1 - Grau de diferenciagao e estadio tumoral

A amostra apresentada neste estudo compreende 96 carcinomas uroteliais da bexiga, 16
dos quais s@o de baixo grau (15 Tae 1 T1) e 80 de alto grau (12 Ta; 19 T1; 9 T2; 20 T3;
20 T4; tabela 5). Verifica-se que ha uma correlagéo estatisticamente significativa entre
grau e estadio tumoral (p<0,001), sendo que todos os tumores uroteliais de baixo grau

(n=16) sdo nao-musculo-invasivos (estadios Ta e T1).
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Tabela 5 - Grau de diferenciacdo e estadio dos carcinomas uroteliais da bexiga

estudados.
dif?rree:wuciizéo Estadio p
Ta T1 T2 T3 T4
Baixo grau 15 1 0 0 0
(93,8%) (6,3%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) | 0,000
Alto grau 12 19 9 20 20

(15,0%)  (23,8%)

(11,3%)  (25,0%)

(25,0%)

2.4.2 - STn e parametros clinico-patoldgicos estudados

Em relagdo ao STn e grau de diferenciagdo, verifica-se que dos 16 tumores uroteliais de

baixo grau, 68,8% sdo STn negativos e dos 80 tumores de alto grau, a maioria (65,0%)

sdo STn positivos (p=0,012; tabela 6; figuras 9 e 10).

Tabela 6 - Expressdo do antigénio carbohidratado STn segundo o grau de diferenciacdo

tumoral.
difSrre?]uci(;?;éo STn P
Negativo Positivo
Baixo grau 11 5
(68,8%) (31,3%) 0,012
Alto grau 28 52
(35,0%) (65,0%)

Nota: A imunoexpressdo do antigénio STn foi considerada como negativa (com cut-off<5%) e positiva

(com cut-off>5%).
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Figura 10 - Imunoexpressao STn positiva, 40x

Quando testada a associagdo entre o antigenio STn e o estadio tumoral (tabela 7),
constatou-se que ha uma correlacdo estatisticamente significativa (p=0,001). A maior
parte dos carcinomas uroteliais no estddio Ta sdo negativos para o STn (70,4%) e a
maioria dos tumores nos estadios T1, T2, T3 e T4 sdo positivos para 0 STn (60,0%;
88,9%; 85,0%; 60,0%, respetivamente).
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Tabela 7 - Expressdo do antigénio carbohidratado STn segundo o estadio tumoral.

Estadio STn p
Negativo Positivo
Ta 19 (70,4%) 8 (29,6%)
T1 8 (40,0%) 12 (60,0%) 0,001
T2 1(11,1%) 8 (88,9%)
T3 3 (15,0%) 17 (85,0%)
T4 8 (40,0%) 12 (60,0%)

Nota: A imunoexpressdo do antigénio STn foi considerada como negativa (com cut-off<5%) e positiva
(com cut-off>5%).

Na tabela 8 estdo representados os resultados referentes a associacdo entre o antigénio
STn e a morte por cancro. Vinte e dois (75,9%) dos 29 doentes que morreram por
cancro tinham imunoexpressdo STn positiva. Em contraste, 32 (82,1%) dos 39 casos
negativos para STn estavam vivos a data da Gltima observagdo ou morreram por outras

causas que néo cancro (p=0,030).

Tabela 8 - STn e morte por cancro.

Follow-up STn P
Negativo Positivo
Vivo, perdido, 32 35
morte ndo por (47,8%) (52,2%) 0,030
cancro
7 22
Morte por cancro (24,1%) (75,9%)

Nota: A imunoexpressdo do antigénio STn foi considerada como negativa (com cut-off<5%) e positiva
(com cut-off>5%).

O estudo da relacdo entre o padrdo de expressdo do antigénio glicosidico STn e as
variaveis clinico-patoldgicas (tipo de tumor - primario/recidiva - e ganglios
metastizados) foi, também, verificado. A relacdo STn/tipo de tumor ndo se mostrou
estatisticamente significativa (p=0,099), no entanto, a maior parte dos tumores

primarios (66,7%) sdo STn positivos. Relativamente ao STn/ganglios metastizados, dos
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30 casos nos quais foram isolados ganglios, 17/19 casos sem metastases ganglionares
eram negativos para o STn, enquanto que 5 dos 7 casos STn positivos apresentavam

metastases ganglionares (p = 0,043; tabela 9).

Tabela 9 - STn e ganglios metastizados.

metastizados ST P
Negativo Positivo
Néao 17 2
(89,5%) (10,5%) 0,043
Sim 6 5
(54,5%) (45,5%)

Nota: A imunoexpressdo do antigénio STn foi considerada como negativa (com cut-off<10%) e positiva
(com cut-off>10%). O cut-off de 5% ndo se demonstrou estatisticamente significativo nesta associacéo.

2.4.3 - STn e indice de proliferacéo Ki67

Relativamente a associacdo entre o antigénio STn e o indice de proliferacdo Ki67
(tabela 10), dos 73 casos STn negativos, 51 (69,9%) sdo também Ki67 negativos.
Também, 56,5% dos STn positivos sdo igualmente Ki67 positivos (p=0,022).

Tabela 10 - STn e indice de proliferacdo Ki67.

Ki67 STn p
Negativo Positivo
Negativo 51 10
(69,9%) (43,5%) 0,022
Positivo 22 13
(30,1%) (56,5%)

Nota 1: A imunoexpressdo do antigénio STn foi considerada como negativa (com cut-0ff<10%) e positiva
(com cut-0ff>10%). O cut-off de 5% néo se demonstrou estatisticamente significativo nesta associagéo.
Nota 2: A imunoexpressao da proteina Ki67 foi considerada como positiva nos casos em que a
percentagem de nicleos marcados era superior a 18%.
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Dos 39 casos STn negativos usados para avaliar a expressao do antigénio T encriptado
(sialil T — S6T), 29 eram positivos para o S6T. Todavia, ndo existe correlacdo com
significado estatistico quando se compara o indice de proliferacdo Ki67 e o S6T.
Segundo a leitura da tabela 11, dos 12 casos Ki67 positivos, 8 (67,0%) sdo também S6T

positivos.

Tabela 11 - Ki67 e S6T.

S6T K167 p
Negativo Positivo
Negativo 6 4
(60,0%) (40,0%) 0,360
Positivo 21 8
(72,4%) (27,6%)

Nota 1: A imunoexpressdo do antigénio S6T foi considerada como negativa (com cut-off<5%) e positiva
(com cut-off>5%).

Nota 2: A imunoexpressdo da proteina Ki67 foi considerada como positiva nos casos em que a
percentagem de ndcleos marcados era superior a 18%.

Quando se junta os resultados do STn aos do S6T, ndo se obtém nenhuma variavel
discriminatoria em relacdo as varidveis clinico-patolégicas. No entanto, e de acordo
com a leitura da tabela 12, dos 10 casos STnS6T negativos, 6 (60,0%) sdo também Ki67
negativos. Dos 35 casos Ki67 positivos, 31 (89,0%) sdo igualmente STnS6T positivos.

Tabela 12 - Ki67 e STnS6T

STnS6T Ki67 p
Negativo Positivo
Negativo 6 4
(60,0%) (40,0%) 0,530
Positivo 55 31
(64,0%) (36,0%)

Nota 1: A imunoexpressdo do antigénio STnS6T foi considerada como negativa (com cut-off<5%) e
positiva (com cut-o0ff>5%).

Nota 2: A imunoexpressdo da proteina Ki67 foi considerada como positiva nos casos em que a
percentagem de nicleos marcados era superior a 18%.
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2.4.4 - Indice de proliferacio Ki67 e parametros clinico-patoldgicos estudados

A relacdo grau de diferenciacdo/Ki67 (tabela 13) ndo se mostrou estatisticamente
significativa (p=0,089), no entanto, observou-se que dos 16 tumores de baixo grau, 13
81,3% eram Ki67 negativos e dos 35 Ki67 positivos, 32 eram de alto grau. (Figuras 11 e
12)

Tabela 13 - Expressédo do indice de proliferacdo Ki67 segundo o grau de diferenciacéo
tumoral.

dif(e?rfaanl::ida?;éo Ki67 p
Negativo Positivo
Baixo grau 13 3
(81,3%) (18,8%) 0,089
Alto grau 48 32
(60,0%) (40,09%)

Nota: A imunoexpressdo da proteina Ki67 foi considerada como positiva nos casos em que a
percentagem de nicleos marcados era superior a 18%.
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Figura 11 - Imunoexpressao Ki67 positiva, 10x
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Figura 12 - Imunoexpressao Ki67 positiva, 10x

No que respeita ao estadio, quando considerada a invasdo tumoral na sua totalidade (Ta,
T1, T2, T3 e T4), ndo se verifica relagdo estatistica com o indice de proliferacdo Ki67.
Contudo, quando se considera o grupo dos superficiais versus o grupo dos invasores
(tabela 14), observa-se que 20 (57,1%) dos 35 tumores Ki67 positivos invadem a
camada muscular, enquanto mais de metade dos tumores Ki67 negativos (52,5%) séo

superficiais.

Tabela 14 - Expressdo do indice de proliferacdo Ki67 segundo o agrupamento de
estadios.

Ao oy e "
Negativo Positivo
T. ndo-musculo- 32 15
invasivo (Ta,T1) (52,5%) (42,9%) 0,365
T. musculo- 29 20
N

Nota: A imunoexpressdo da proteina Ki67 foi considerada como positiva nos casos em que a
percentagem de nlcleos marcados era superior a 18%.
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Quando se considera o tipo de tumor (tabela 15), verifica-se que 34 das 42 recidivas sdo
ndo proliferativas e que a maioria dos tumores proliferativos (77,1%) é priméria
(p=0,002).

Tabela 15 - Expressao do indice de proliferacdo Ki67 segundo o tipo de tumor.

Tipo de tumor Ki67 p
Negativo Positivo
Primério 27 27
(44,3%) (77,1%) 0,002
Recidiva 34 8
(55,7%) (22,9%)

Nota: A imunoexpressdo da proteina Ki67 foi considerada como positiva nos casos em que a
percentagem de ndcleos marcados era superior a 18%.

O estudo da relacdo entre o padrdo de expressdo do indice de proliferacdo Ki67 e as
variaveis clinico-patoldgicas (ganglios metastizados e morte por cancro) foi, também,
analisado. N&o se verificou nenhuma relagdo entre o indice proliferativo e a
metastizacdo ganglionar. A relagdo Ki67/ganglios metastizados ndo se mostrou
estatisticamente significativa, porém 11 (57,9%) dos 19 tumores com ganglios nédo
metastizados sdo Ki67 negativos. Relativamente a associagdo entre o indice de
proliferacdo Ki67 e a morte por cancro, também, ndo ha correlagdo com significado
estatistico (p=0,567). No entanto, verificou-se que, dos 61 casos Ki67 negativos, 43
ainda estavam vivos ou teriam morrido por outras causas que nao cancro a data do

ualtimo follow-up.
2.4.5 - Sobrevida global

Em relacdo a sobrevida global, o cut-off utilizado para a imunoexpressdo do antigénio
STn assumiu valores positivos >10% e negativos <10% (o cut-off dos 5% de marcacgao
ndo se mostrou significativo). Apos a andlise da figura 13, observa-se que a sobrevida
global diminui mais rapidamente nos doentes STn positivos do que nos doentes STn

negativos, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p=0,034).
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Figura 13 - Sobrevida global em funcdo do antigénio STn.

A andlise da sobrevida global em funcdo dos pardmetros clinico-patoldgicos estadio
tumoral e grau de diferenciacdo esta representada nas figuras 14 e 15, respetivamente.
Considerando o estadio tumoral, verifica-se que o grupo dos superficiais (Ta e T1) tem
uma sobrevida significativamente maior do que o grupo dos invasores (p=0,000). Em
relacdo ao grau de diferenciacdo também se verifica que o0s tumores mais

indiferenciados sdo os que tém a sobrevida global inferior (p=0,008).
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Figura 14 - Sobrevida global em func¢éo do estadio tumoral.
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Figura 15 - Sobrevida global em funcgéo do grau histolégico.
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Em relacdo ao Ki67, apds analise estatistica ndo se verificaram diferencas significativas
entre 0s tumores com expressdo positiva e 0s tumores com expressao negativa
(p=0,160). No entanto, verifica-se uma tendéncia para uma menor sobrevida global nos
doentes Ki67 positivos (figura 16).
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Figura 16 - Sobrevida global em funcdo do indice de proliferacdo Ki67.

2.5 - Discussao

A falta de marcadores tumorais com especificidade e sensibilidade para detecdo precoce
do cancro, esta conduzir a uma procura de novas abordagens para identificacdo de
biomarcadores (Peracaula et alii, 2008). Alteracbes no padrdo de glicosilacdo sdo
caracteristicas universais da transformacdo maligna, que as torna importantes
biomarcadores do cancro. Muitos dos biomarcadores utilizados na pratica clinica
corrente, tanto em amostras tecidulares como em soro, baseiam-se nas modificacfes de
carbohidratos (Reis et alii, 2010). A sobreexpressdo ou a perda de expressdo de varios

antigénios carbohidratados na superficie das células tumorais tem sido associada a um
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fenotipo metastatico e baixa sobrevida em carcinomas de diferentes origens (Davidson
et alii, 2010).

A amostra estudada neste trabalho compreende casos de 96 doentes com CUB, de
varios graus e estadios. O seu comportamento em termos clinico-patoldgicos esta de
acordo com o descrito para este tipo de tumores, ou seja, segundo a OMS os tumores
invasores e de alto grau tém um pior progndstico do que os tumores superficiais e de
baixo grau. Este facto é observado claramente quando se correlaciona a sobrevida
global com o estadio tumoral (p=0,000) e, também, quando se correlaciona a mesma

sobrevida com o grau de diferenciacdo (p=0,008).

Nesta amostra foi estudada a expressdo do antigénio glicosidico STn, tendo-se
verificado uma associacdo clara entre a imunorreatividade do STn e o alto grau de
diferenciagéo celular (p=0,012). Soares et alii, 1996 revelaram a mesma associagdo em
estudos no carcinoma da mama invasivo. O mesmo foi observado por Semczuk et alii,

2002 no cancro do endométrio.

Em relacdo a profundidade de invasdo, também, foi observada uma correlacdo
estatisticamente significativa entre a expressdo do STn e o estadio tumoral avancado
(p=0,001). Estes resultados sdo sobreponiveis aos encontrados por outros autores.
Yamada et alii, 1995 relataram que a expressdo do STn, no cancro gastrico avancado,
pareceu estar relacionada com o estadio tumoral e presenca de ganglios metastizados.

A sobreexpressdo do antigénio glicosidico STn foi descrita em muitos tumores
epiteliais, tendo maior frequéncia no do pancreas, colorretal e ovario. O STn foi,
portanto, considerado como um bom marcador tumoral da carcinogénese e
potencialmente Util para o diagnéstico (Julien et alii, 2012). A sobreexpressdo deste
antigénio pode dever-se a varios fatores, sendo o mais importante a sobreexpressao da
enzima ST6GalNac-1 (Clément et alii, 2004). Varios estudos tém revelado uma
correlacdo entre 0 STn e certas caracteristicas clinico-patologicas em diferentes tipos de
cancro, e que o STn pode ser um fator de prognoéstico independente (Yamada et alii,
1995). No entanto, ha ainda alguns resultados contraditorios, podendo muitos
parametros ser responsaveis pela alta variabilidade de resultados indicados por
diferentes autores. Entre esses pardmetros estdo: a utilizacdo de anticorpos distintos,

diferentes metodologias de marcacdo, o tamanho da coorte das amostras e a
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heterogeneidade dos subtipos de cancro incluidos nos respetivos estudos (Julien et alii,
2012).

No presente estudo sabe-se ainda que, a maioria dos doentes que morreram por cancro
tinha expressdo STn positiva. Estudos relativos ao cancro gastrico avancado, também,
referiram que a sobrevida estimada em cinco anos nos casos avangados foi
significativamente melhor nos doentes com expressdao STn negativa do que naqueles

com expressdo STn positiva (Yamada et alii, 1995).

Relativamente ao tipo de tumor (primario/recidiva), ndo se estabeleceu uma correlacao
com o STn. Ao contrario do que foi encontrado em estudos referentes ao carcinoma
gastrico Borrmann tipo 1V, que revelaram que a expressdo do STn €é baixa nos tumores
primarios, mas que se correlaciona bem com a extensdo do tumor, metéastases dos
nodulos linfaticos e disseminacdo peritoneal (Kakeji et alii, 1995). A variabilidade dos
resultados pode resultar do tipo de tumor, do tamanho da amostra, bem como de outros

fatores desconhecidos tais como os tratamentos tumorais prévios realizados.

A relacdo entre STn/ganglios metastizados mostrou-se estatisticamente significativa.
Neste estudo, a maioria dos doentes com metastizacdo ganglionar tinha tumores com
expressao STn positiva. Estes resultados sdo sobreponiveis aos encontrados por outros
autores, Ferreira et alii, 2013 e sdo, de alguma forma, indicadores da agressividade que

este marcador confere.

Pouco esta descrito sobre a expressdo do antigénio carbohidratado associado ao tumor
sialil Tn, no cancro da bexiga. No entanto, Ferreira et alii, 2013 relataram que a maioria
dos tumores de bexiga de alto grau, e com elevadas taxas de proliferacdo e alto risco de
recidiva/progressdo expressa STn. No nosso estudo, a correlacdo entre o antigénio STn
e o indice de proliferacdo Ki67, também, se mostrou estatisticamente significativa.

O antigénio T (ou TF), em alguns estudos esta relacionado a um mau prognostico
(Barrow et alii, 2013). A sua forma sialilada (sialil T — S6T) é ainda pouco estudada. No
presente trabalho foi pesquisada a imunoexpressao deste antigénio apenas nos €asos
STn negativos, com o intuito de verificar se 0s casos STn negativos de pior prognéstico
0 seriam devido a presenca de ST. Tal ndo se verificou, ndo sendo o S6T, neste estudo,

uma variavel discriminatoria em relagéo as variaveis clinico-patologicas.
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Um estudo realizado por Margulis et alii, 2006 numa amostra de 226 casos de tumores
vesicais removidos por cistectomia radical com linfadenectomia bilateral, revelou que a
expressao da proteina Ki67 estava significativamente associada com o alto grau de
diferenciacédo, estadio avancado, invasdo de nddulos linfaticos regionais e metastases
distantes. Segundo o0s nossos resultados, observou-se que a maioria dos carcinomas com
expressdo Ki67 positiva, apesar de ndo terem expressdo estatistica, sdo de alto grau
(33/36) e masculo-invasivos (20/36). Além disso, a maioria dos tumores de baixo grau
(13/16) e ndo-musculo-invasivos (31/47) ndo mostra positividade na expressdo da
proteina Ki67. Para aléem disso, 58% das neoplasias com ganglios ndo metastizados
apresenta negatividade na proteina Ki67.

Em relagdo a morte por cancro, a maioria dos doentes com imunoexpressao negativa
Ki67, ainda estdo vivos ou morreram por outras causas que nao cancro. Segundo, Ma et
alii, 2010 a andlise imunohistoquimica da proteina Ki67 no cancro colorretal, sugere

que os pacientes com elevada expressdo Ki67 tém menor sobrevida.

No presente estudo, verifica-se que a maioria das recidivas € ndo proliferativa e que a
maioria dos tumores proliferativos € primaria. O mesmo foi observado por Chen et alii,
2002 sendo que, os tumores recorrentes do CUB superficial de baixo grau ndo tém um
maior indice de proliferacdo Ki67 que os tumores primarios. Todavia, os resultados
encontrados por outros autores sdo diversos. Segundo Margulis et alii, 2009 o elevado
indice de marcagdo Ki67 estd associado a recorréncia do CUB avancado e portanto, a
proteina Ki67 tem o potencial de melhorar a identificacdo de pacientes que estdo em
maior risco de progressao da doenca ap0s cistectomia radical.

Ainda na observacdo dos resultados, o alto grau de diferenciacdo, o estadio tumoral
avancado e a expressdo positiva do antigénio STn revelaram-se, na analise univariada,
como fatores de prognostico que se associaram a uma sobrevida global menor. Estes
resultados sdo sobreponiveis aos encontrados por outros autores (Sylvain et alii, 2012;
Ferreira et alii, 2013).

Neste momento, os resultados sdo ainda preliminares e carecem de mais estudos que 0s

comprovem, nomeadamente através do aumento do tamanho da coorte das amostras.
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2.6 - Conclusdes

Neste estudo, verificou-se que o antigénio glicosidico STn esta presente nos tumores de
mau prognostico e associado a menor sobrevida global dos pacientes com CUB. A sua
imunorreatividade foi associada a proliferacdo celular descontrolada, alto grau de
diferenciacdo celular, estadio tumoral avancado, metastizacdo ganglionar e morte por

cancro.

Os mecanismos que conduziram a expressdo do antigénio STn ndo foram alvo deste
trabalho, no entanto percebe-se que tém um papel muito importante no

desenvolvimento/progressao do tumor.

Em relagcdo ao indice de proliferacdo Ki67, verificou-se que a maioria dos tumores
proliferativos é primaria. Apesar dos vérios estudos que fazem referéncia ao Ki67 como
um bom marcador de progndstico, neste trabalho, a sua relacdo com as diferentes
varidveis estudadas ndo teve a significancia esperada. Mesmo assim, os resultados
mostraram que este marcador se correlaciona com o estadio de invasdo e grau de

diferenciagéo.

Futuramente pretende-se estudar os mecanismos biolégicos envolvidos no
desenvolvimento do CUB e o efeito de vacinas com base em TACAS no tratamento
desta neoplasia, uma vez que o0 seu prognostico € sombrio e os resultados com base nas

terapéuticas correntes ndo se tém revelado completamente eficazes.
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111 - Concluséo geral

O antigénio sialil-Tn é considerado um marcador de diagnostico e subsequentemente de
prognostico de alguns tipos de cancro. Verificou-se, com este trabalho, que a sua
expressdo também se associa ao carcinoma da bexiga avangado. A descoberta de que a
generalidade das células epiteliais adultas normais ndo exibem este epitopo, transforma-
0 num antigénio interessante para estudos de imunizacao. Vacinas totalmente sintéticas
dirigidas contra o antigénio sialil-Tn sdo uma opcao atraente para o tratamento do

cancro.

A exploragdo do sistema imunitario do paciente (imunoterapia) surge como uma
abordagem interessante, oferecendo o potencial de melhorar os efeitos de um tratamento
convencional, sem aumentar substancialmente a toxicidade. Enquanto impulsionar
respostas imunes contra o tumor serd suficiente para o erradicar. Desta forma, podera
ser crucial na eliminacdo de doenca minima residual, micrometéstases apds tratamento

primario ou na prevencdo da transformacdo maligna a partir de uma les&o precursora.

Assim, o estudo de potenciais alvos para a imunizagdo constitui uma abordagem
promissora, promovendo o desenvolvimento de memdria imunoldgica, o que oferece

protecao durante anos ou mesmo décadas.
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V - Anexos

Protocolo de Imunohistoquimica

o &~ w0 DN e

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Desparafinacao dos cortes histologicos em xilol (5°+5°);

Hidratacdo numa série decrescente de alcoois e 4gua destilada (3’ cada);
Bloqueio das peroxidases enddgenas com Perdxido de Hidrogénio a 3% (10°);
Lavagem em Tween-PBS 1x (2x3’);

Recuperacdo antigénica pelo calor (micro-ondas) com tampao citrato a pH 6 (1’
poténcia méxima, 15’ poténcia média);

Deixar arrefecer 20°;

Lavagem em Tween-PBS 1x (2x 3°);

Incubacdo com soro normal UVBIlock 10° (UltraVision Large Vol Anti-
Polyvalent, Thermo Scientific LabVision);

Incubacdo com soro primario monoclonal STn (1:20; TKH2 hibridoma), Ki67
(1:100; Mib 1, Dako), overnight, a 4°C;

Lavagem em Tween-PBS 1x (2x 3°);

Incubagdo com soro secundario biotinilado 10’ (Thermo Scientific LabVision);
Lavagem em Tween-PBS 1x (2x 3°);

Incubacdo com o complexo Streptavidina 10’ (Thermo Scientific LabVision);
Lavagem em Tween-PBS 1x (2x 3°);

Revelagdo com 3,3-diaminobenzidina 5’ (DAB, Thermo Scientific LabVision);
Lavagem em agua destilada (5°);

Contraste nuclear com Hematoxilina de Harris 1 30" (Sigma);

Lavagem em agua corrente (10°);

Desidratagdo numa série crescente de alcoois (3’ cada);

Montagem em Entellan (Merck).

Protocolo de Imunohistoquimica — S6T

Para a detecdo do antigenio S6T, antes da incubagdo com o anticorpo primario, faz-se

um tratamento enzimatico com f-(1-3)-Galactosidase da Xanthomonas campestris

(R&Dsystems) durante 2 horas.
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