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INTRODUGAO

Resumo

A maioria das neoplasias na bexiga tem inicio no urotélio. O carcinoma das células de
transicéo é o mais comum. A citologia urindria, juntamente com a cistoscopia, permanece
como ferramenta de diagndstico e monitoragéo. Alguns marcadores potenciais foram reco-
nhecidos em espécimes de citologia urinaria, incluindo a proteina p53. O objetivo desta
pesquisa foi descrever os marcadores moleculares para diferenciagdo diagnéstica do carci-
noma urotelial. Foi realizado um estudo de revisado de literatura. Quando observamos o
carcinoma urotelial, notamos que ha dissensdes resultantes em variantes histolégicas; sen-
do assim, utilizamos a imuno-histoquimica para confirmar sua origem. O urotelioma apre-
senta microhematuria, macrohematuria indolor. As células apresentam ocasionalmente um
arranjo "semelhante a janela". Os biomarcadores baseiam-se na expressao diferencial das
proteinas, DNA, RNA ou marcadores relacionados ao cancer. Observou-se que a citologia
apresenta uma baixa sensibilidade, porém, em concentragdes mais altas, a sua especificidade
€ >90%. A sensibilidade combinada da maioria dos marcadores variou e a especificidade da
maioria variou entre 70% a 90%, menor que a citologia urinaria. Nisso, os marcadores
passam por estudos constantes para melhorar as tecnologias atuais. Embora a técnica
seja de alto custo, a utilizagéo e combinagéao de biomarcadores juntamente com a citologia
urinaria tem resultado na alta sensibilidade e especificidade.
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de abdominal ou pélvica, e recidivos s@o aqueles que aco-
metem outras partes do corpo e séo de dificil remogao

A maioria das neoplasias na bexiga tem inicio no
urotélio, diferenciam-se de acordo com os tipos de células
nas quais se dardo origem e sao: carcinoma de células
transicionais (uroteliais), carcinoma de células escamosas,
adenocarcinoma, carcinoma de pequenas células e sarco-
ma. Na bexiga, o carcinoma das células de transicéo é o
mais comum. Entdo, é importante entender que o tumor
pode denominar-se de ndo invasivo e invasivo.('?

Até chegar na forma invasiva, o cancer na bexiga
passa pelos estagios 0, que inclui o carcinoma papilifero
e o plano ndo invasivo; Oa, para tumores papilares nao
invasivos de baixo e alto grau; Ois, para plano nao inva-
sivo; |, os que cresceram na camada do tecido conjuntivo
da parede da bexiga; Il, tumores que invadiram a camada
muscular da parede da bexiga; lll, os que atingiram a par-
te externa da bexiga; IV, estes canceres atingem a pare-

por método cirtrgico.®

No mundo, a incidéncia anual apontou que o cancer
na bexiga é o 11° mais comum e sua incidéncia é de 3,1%
(429.793) casos e a mortalidade de 2% (165.084). Diante
dessas evidéncias, o carcinoma urotelial, também conhe-
cido como carcinoma das células de transi¢ado ou transicio-
nais, destaca- se como o mais comum. No Brasil, as esti-
mativas para 2016 apontaram a ocorréncia de 9.670 no-
vos casos de cancer na bexiga (sexo masculino —7.200 e
feminino —2.470) e a mortalidade totalizou 3.642 casos (ho-
mens — 2.452 e mulheres — 1.099). Nas regi6es brasilei-
ras, as incidéncias foram: 5.440 casos de neoplasia na
bexiga registrados no Sudeste, 1.860 no Sul, 1.390 no Nor-
deste, 600 no Centro-oeste e 470 no Norte.®

Para diagnosticar o cancer na bexiga, a citologia
urinaria, juntamente com a cistoscopia, permanece como
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ferramentas de diagnéstico e monitoragdo desse cancer.
Todavia, existe uma variagédo dependendo do quadro clini-
co e do grau de lesdes uroteliais detectadas através do
exame. Observa-se uma evolucéo significativa na via
molecular, onde o gene p53 sofre mutagdes que garantem
a deteccao e tratamento. Contudo, a citologia urinaria tem
uma grande vantagem utilizada pelos clinicos por possuir
uma sensibilidade maior para detectar carcinoma urotelial
de alto grau.®

Embora a sensibilidade da citopatologia urinaria seja
baixa para carcinoma urotelial de baixo grau, ela continua
sendo um método de extrema importancia. Em grande par-
te, os tumores uroteliais dependem da morfologia da le-
sdo. Nisso, podem-se encontrar muitos desafios e arma-
dilhas para um diagnéstico preciso, pois este esta ligado
ao processo atipico.” Mas, devido as suas caracteristi-
cas histomorfologicas, a avaliacdo patoloégica das neo-
plasias uroteliais pode ser auxiliada por meio de analises
imuno-histoquimicas, sendo esta metodologia usada para
fins diagnésticos e diferenciacéo nas distingdes de les6es
planas versus papilares, de baixo grau versus de alto grau
e também determinar a presenca ou auséncia de tumor
invasivo.®

Levando-se em conta o valor de sensibilidade da cito-
logia urinaria e de sua menor eficiéncia para a deteccéao
de carcinoma urotelial de baixo grau, a busca por biomarca-
dores pode melhorar o acompanhamento de pacientes aco-
metidos de neoplasia na bexiga. Alguns marcadores
moleculares potenciais foram reconhecidos em espécimes
de citologia urinaria, incluindo a proteina p53, ki-67,
Urovysion™ FISH. O biomarcador mais promissor é o
p16'Nk4a devido a sua aplicabilidade acerca dos resultados
da citologia de células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US) e lesédo intraepitelial escamosa
de baixo grau (LSIL). Além disso, € um marcador interes-
sante em outras malignidades. O p16™K4 esta ligado funcio-
nalmente ao gene p53, e sua eficacia nas amostras de
citologia urinaria com carcinomas uroteliais de alto grau
estda em 97,2%.9

Devido a grande dificuldade para um diagnéstico
neoplasico positivo de malignidade no epitélio de transi-
¢éo, as células que sofrem alteragcées morfolégicas tumo-
rais descamam na urina, fazendo com que a identificacéo
de sua origem nao seja notada, tornando-as semelhantes
as células de outro epitélio que compde o sistema urinario.
Desta forma, é importante a realizacdo de estudos sobre
marcadores moleculares para a diferenciagdo diagnostica
dos diversos tipos de neoplasias acometidas na bexiga,
visto que tais biomarcadores podem ser capazes de aju-
dar a identificar o grau cancerigeno do urotelioma.

Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi descre-
ver os marcadores moleculares utilizados para diferenci-
acao diagnéstica do carcinoma urotelial.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo de reviséo de literatura que
teve por finalidade desempenhar uma pesquisa aplicada.
Utilizou-se busca eletrénica de artigos nas bases de da-
dos: Scientific Eletronic Library Online (SciELO), US
National Library of Medicine (PubMed) e do Centro Lati-
no-americano e do Caribe de Informagdes em Ciéncias da
Saude (LILACS), além dos sites do Instituto Nacional de
Cancer José de Alencar Gomes da Silva (INCA) e da Or-
ganizacdo Mundial da Saude (OMS). Foram originados a
partir das palavras-chaves relacionadas ao tema propos-
to: "carcinoma urotelial", "marcadores moleculares", "imuno-
histoquimica", "imunocitoquimica", "citologia urinaria",
"urotelial", "cancer na bexiga", "biomarcadores".

Foram utilizados, para critério de incluséo, os artigos
publicados nos ultimos seis anos (2012-2017) nos idiomas
Portugués, Inglés e Espanhol, além dos considerados clas-
sicos. A abordagem do tratamento da coleta de dados da
pesquisa bibliografica ocorreu a partir de uma leitura pré-
via dos resumos anexados de acordo com o tema propos-
to. Para uma melhor compreenséo das principais ideias,
métodos e conclusdo dos artigos lidos, a pesquisa impli-
cou que todos os dados e informacgdes necessarias reali-
zaram-se a partir do apuramento de autores especializados
através de artigos cientificos e revistas especializadas,
entre outras fontes.

REFERENCIAL TEORICO

Aspectos clinicopatolégicos do carcinoma

urotelial

A maioria das neoplasias intituladas ao trato urinario
sao carcinomas uroteliais."” Cada condigao de risco tem
um impacto discrepante quanto a incidéncia e fisiopatologia
do urotelioma. Entretanto, a diligéncia de agentes canceri-
genos, como a fumaca dos cigarros, pode diminuir consi-
deravelmente sua incidéncia. Provavelmente, a relevancia
do tumor entre homens e mulheres retrata em parte quando
se fala dos carcinégenos.!") Os fumantes séo trés vezes
mais propensos a contrair a neoplasia quando compara-
dos com nédo fumantes, pois foi observado que aproxima-
damente 50% dos tumores encontrados na bexiga tém re-
lagdo ao consumo do tabaco.('?

Sabendo-se que o tabagismo é um fator de risco im-
portante, ha uma correlacgéo fisiopatolégica direta entre ta-
baco e cancer na bexiga porque em sua composicao qui-
mica contém aminas aromaticas, como a beta-naftilamina,
e também os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos que
exercem um efeito cancerigeno em todo o trato urinario.
Alguns produtos quimicos industriais também estao asso-
ciados com tumor na bexiga por conter benzidina e beta-
naftilamina. Logo, fumantes que trabalham com esses tipos
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de agentes cancerigenos tém um risco, sobretudo proemi-
nente, para desenvolver o cancer.('?

Quando observamos o carcinoma urotelial, notamos
que ha dissensdes resultantes em variantes histolégicas
que nao se retém apenas a bexiga. Consequentemente,
consideramos uma metastase de outros 6rgéos, e, sendo
assim, utilizamos a imuno-histoquimica para confirmar sua
origem urotelial.("9

Nisso, a estrutura micropapilar arranja-se em ninhos
invasivos de cancer clinicamente agressivos. A escamosa
aparece histologicamente como queratina ou ligagcdes
intercelulares na forma invasiva vista em até 40% dos car-
cinomas uroteliais. A morfologia plasmocitoide apresenta-
se de forma nodal, possui células tumorais infiltrativas e in-
dividuais agressivas e se estendem para fora da bexiga. A
glandular aparenta-se com adenocarcinoma glandular, con-
siderado como puro e chamado de urotelioma com di-
ferenciacao glandular (Figura 1).(*»

4%‘;

Figura 1. Variantes histolégicas do carcinoma urotelial. (A) Carcinoma
urotelial invasivo convencional; magnificagdo x100. (B) Carcinoma
urotelial com diferenciagdo escamosa; magnificacdo x100. (C) Variante
micropapilar; magnificagdo x100. (D) Variante plasmocitoide; magnitude
x 200. (E) A morfologia glandular (x400) aparece como a formagéo de
estruturas glandulares verdadeiras dentro do cancerinvasivo.

Fonte: Kamat AM et al. 2016 '"; Warrick JI. 20173,

O urotelioma apresenta microhematuria, macrohema-
taria indolor, além de apresentar sintomas de micgao irri-
tante, fazendo com que a investigagao para o grau da do-
enca seja mais intensificada.("Ha pouco tempo, uma gran-
de populagao de pacientes foi submetida a analise de uri-
na microscopica durante dois anos em que a preponde-
rancia da neoplasia foi muito menor, pois a hematuria mi-
croscoépica sintomatica é considerada algo comum no con-
ceito populacional geral, e os baixos graus sao pondera-
dos como um coeficiente de risco para neoplasmas malig-
no do trato urinario.(™®

Estudos revelam que o diagnéstico inicial para neo-
plasia na bexiga é mais dificil em mulheres do que em ho-
mens.('® A disparidade entre os sexos ndo tem sido bem
compreendida quando se fala em hematuria como fator de
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risco para carcinoma urotelial, mesmo que exames como
a nefrouretectomia radial demonstrem qual categoria esta
mais propensa a ter tumor maligno. Entao, para elucidar
essa diferenca, os pacientes do sexo feminino apresen-
tam um atraso bem maior relatado a hematuria para diag-
nostico de cancer na bexiga. Mas, se o paciente apresen-
tar carcinoma urotelial do trato superior, o atraso sera se-
melhante na categoria sexual.(">'"

O principal aspecto clinicopatol6gico metastatico sdo
as células tumorais circulantes encontradas no sangue peri-
férico, gradativamente importante no acompanhamento de
pacientes com tumores malignos. Através da citologia urina-
ria conseguimos identificar por meio de biomarcadores utili-
zados para sua detecgdo.'® Embora possa apresentar for-
mas atipicas, a Associagdo Americana de Urologia recomen-
da a citologia urinaria como uma diretriz gerencial no caso
de pacientes sob monitoramento para cancer urotelial ante-
riormente tratado e de pacientes de alto risco, como, por
exemplo, os que apresentam hematuria bruta, sintomas irri-
tantes de micgao ou histérias do uso irrestrito de tabaco."®

Técnicas morfolégicas (citopatoldogica e

histopatologica) no diagnéstico do carcinoma

urotelial

Novas técnicas para a identificagcédo de lesdes malig-
nas na bexiga foram desenvolvidas: o diagnéstico foto-
dinamico (cistoscopia de luz azul), que é feito com cloridrato
de hexaminolevulinato, que tem uma alta taxa significativa
na deteccdo de tumores ndo invasivos e também a ima-
gem de banda estreita (apéndice), que auxilia na visibili-
dade dos vasos e outras estruturas na mucosa da bexiga.("?
Em um acompanhamento para identificagdo de metastase
sdo comparadas através de manchas de imuno-histoqui-
mica para citoqueratina de alto peso molecular, séo elas:
CK5/6, CK7, CK20. Também a p53 e a trombomodulina.®®

Estudos foram realizados em relagéo a pirarubicina
(THP), criada no Jap&@o em 1979. Estudiosos especularam
a agregacédo de THP e cistoscopia de fluorescéncia e sua
fotossensibilidade, pois o diagnoéstico fotodindmico induzi-
do pelo acido 5-aminolevulinico é mais eficaz quando com-
parado com outros métodos. Observou-se que o tecido
tumoral apés absorver THP emite vermelho sob cistoscopia
de fluorescéncia quando combinado com THP. Exames pa-
tolégicos revelaram que, em 26 casos, o carcinoma urotelial
teve positividade de 92,86% e duas lesdes ndo neoplasi-
cas. Em outros 31 casos, o THP (+) de luz branca mostrou
positividade de 70,97% e nove lesdes ndo neoplasicas. De
acordo com os resultados, em cinquenta membranas muco-
sas da veia sem absorgcdo nao houve carcinoma urotelial
(Tabela 1).2)

As células do urotelioma apresentam ocasionalmen-
te um arranjo "semelhante a janela" raramente observado
entre as células, aumento da relagdo N/C, nicleos amplia-
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dos, membrana nuclear irregular, cromatina nuclear hiper-
cromatica e um a trés nucléolos. Em outros casos podem
apresentar bi ou multinucleacéo (Figura 2).(?

Algumas pesquisas relataram atipias celulares quan-
do se fala em carcinoma urotelial. Observa-se que existe

uma divisdo em "células uroteliais atipicas de significancia
incerta (AUC-US)" ou "células uroteliais atipicas nao exclu-
indo carcinoma urotelial de alto grau (AUC-H)". E necessa-
ria a presenca de uma relacao nucleo/citoplasma entre 0,5,
e 0,5 e/ou hipercromatica leve a moderada, membranas

nucleares irregulares e cromatina irregular (Figura 3).%)
A caracteristica mais comum de AUC-H séao células

Tabela 1 - Resultados do exame patolégico
Carcinoma Lesdes

n° Total Taxa

in situ benignas positiva individuais com hipercromasia, fronteiras nucleares irregu-
Tingimento (blocos) (blocos) (blocos) (%) lares, anisonucleose e aumento de nucleo a citoplasmacéao,
Fluorescéncia THP (+) 26 2 28 92.86 também s&o pequenas e sua hipercromasia obscurece os
Luz branca THP (+) 22 9 31 70.97 detalhes nucleares. A morfologia menos comum séo nucle-
Fluorescéncia/Branca 0 50 50 0

os alongados e a presenca de aglomerados de célula (Fi-

Leve ambos THP (+) gura 4).24

Fonte: Jiang B et al; 2017 (adaptado) *"

Figura 2. Células do carcinoma urotelial apresentando "Windows",
aumento da relagcdo N/C, nucleos ampliados, membrana nuclear
irregular, cromatina nuclear hipercromatica e um a trés nucléolos.
Fonte: Cheng Huang C, et al. 2012 (2

Figura 3. Um grupo de células uroteliais atipicas com aumento da
relacdo N/ C (> 0,5), hipercromasia e forma nuclear irregular.
Fonte: Granados R, et al. 2016 *¥

. ‘t ?. ~
]

A L YK\ '.a:
Figura 4. (A) essas fotomicrografias de uma amostra de urina que foi diagnosticada como células uroteliais atipicas ndo excluindo o carcinoma
urotelial (AUC-H) demonstram as 4 caracteristicas mais comumente observadas: hipercromasia, fronteiras nucleares irregulares, aumento da relagcdo
nucleo/citoplasma e anisonucleose. A anisonucleose é particularmente marcante neste espécime, em que muitas células atipicas vérias em uma
proporgdo maior que 3:1. As células atipicas s&o hipercromaticas, resultando na populacédo dupla de nicleos comumente observados em espécimes
com AUC-H. (B) trata-se de fotomicrografias de uma amostra de urina que foi diagnosticada como células uroteliais atipicas de significdncia
desconhecida (AUC-US), embora o espécime demonstre as 4 caracteristicas mais comumente observadas em espécimes com células uroteliais
atipicas, ndo excluindo carcinoma alto grau (AUC-H): hipercromasia, fronteiras nucleares irregulares, aumento da relagdo ntcleo/citoplasma e
anisonucleose. Embora essas caracteristicas também sejam observadas frequentemente em células atipicas individuais, um fragmento de células
atipicas é identificado neste espécime. As células atipicas também possuem as 4 caracteristicas mais comuns. Fonte: Rosenthal DL et al; 2013(%
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Através do exame de Papanicolaou SurePathTM, es-
tudos de pesquisa indicaram que o carcinoma urotelial de
alto grau apresenta, em sua morfologia, células solteiras
alongadas com citoplasma liso, denso e nucleos angulares
e hipercromaticos com uma alta relagdao N/C (Figura 5). To-
davia, essas caracteristicas sdo do carcinoma urotelial de
alto grau metastatico, e geralmente o diagnéstico diferen-
cial vai incluir carcinoma de células escamosas de qual-
quer tipo primario.®

Figura 5. Teste de Papanicolaou, carcinoma urotelial de alto grau. (A,
B): células atipicas predominantemente Uinicas com nticleos grandes,
angulares e hipercromaticos e citoplasma denso (Papanicolaou, 400x).
(C) Pequeno fragmento de células malignas com nucleos grandes,
angulares e hipercromaticos e citoplasma denso. (Papanicolaou, 400x).
Fonte: Kapur U, et al. 2007%

Marcadores moleculares no diagnéstico diferencial

do carcinoma urotelial

Sabe-se que AUC-US envolve uma distingéo dificil
quando observamos o urotélio benigno, reativo ou displa-
sico, porque, histologicamente, o pleomorfismo e a hipercro-
masia inflamatéria sdo divergentes quando comparados
com atipia reativa ou carcinoma in situ. Em uma pesquisa,
foram observados os casos discordantes, na qual as anali-
ses de espécimes com atipia equivocas refletiram na coorte
de pacientes. Atualmente evidéncias escassas tém mos-
trado resultado negativo. Entédo, é necessario uma coope-
racao e colaboragéao entre urologistas, oncologistas, radi-
ologistas e patologistas para melhor gerenciar pacientes
com neoplasia da bexiga.®®

Entretanto, analises utilizando a imuno-histoquimica
de citoqueratina 20 (CK20), p53 e Ki-67 tém sido avalia-
das em amostras duvidosas para confirmar a natureza de
atipias reativas.® Exames realizados com a CK20 obser-
varam que 29% das amostras apresentaram positividade,
16% apresentaram coloracgéo divergente e 55% rotularam-
se negativo das células "umbrela". O p53 apresentou posi-
tividade em 23% das amostras, 60% apresentaram irregu-
laridade e 17% negativo apenas para as células localiza-
das. Todavia, quando combinamos CK20 e p53, 13% apre-
sentaram coloragéo positiva do carcinoma in situ, 26% dis-
cordantes, 45% indeterminados e 16% expressaram colo-
racéo benigna (Figura 6) (Tabela 2).2%

Alguns casos relataram a positividade de 79,2% para
p16™N*4a onde 93,9% positivaram casos de alto grau embo-
ra sobrexpresso em 80,4% dos casos como negativo para
neoplasia urotelial papilar de baixo potencial maligno ou
baixo grau. Entéo, a dupla marcagéo de p16'*“ e Ki-67 fo-
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Figura 6. Cenarios desafiadores com colorag&o imuno-histoquimica
p53 com citoqueratina 20 (CK20) e p53 na atipia urotelial. Neste caso
de atipia urotelial com infiltrado inflamatério proeminente (A), a atitude
atipica reativa foi uma consideracé&o; no entanto, a imuno-histoquimica
demonstra positividade de CK20 de espessura total (B) e p53 nuclear
forte em quase todas as camadas (C). Em outro caso, com linfécitos
intraepiteliais misturados que favorecem mudancas reativas (D), CK20
demonstra positividade anormal de grande parte do epitélio (E), mas
hé apenas varidveis de p53 nuclear fraco a moderado (F, resultados
discordantes). Este exemplo de atipia urotelial com grandes células
atipicas que minam uma camada celular superficial benigna foi suspeito
para o carcinoma in situ (G). No entanto, a imuno-histoquimica
demonstrou CK20 (H) negativo, mas moderado a forte p53 (1, resultados
discordantes). Em outro caso de atipia urotelial com desnudamento e
contornos nucleares irregulares, a histologia era suspeita de carcinoma
in situ (J); no entanto, ambos CK20 (K) e p53 (L) demonstraram
resultados negativos (hematoxilina-eosina, ampliagdes originais x100
[A e G] e x200 [D e JJ; ampliagbes originais x100 [B, C, H e [] e x200
[E, F, K e L]). Fonte: Arias-Stella JA, et al. 2017 (%

Tabela 2 - Exames com CK20 e p53 e sua combinagdo

Biomarcadores CK20 p53 CK20 + p53
Positividades 29% 23% 13%
Negatividade 55% 17%

Irregularidade 60%

Coloragéo Divergente 16%

Discordantes 26%

Indeterminados 45%

Coloragédo Benigna 16%

Fonte: Arias-Stella JA et al; 2017 29

ram observadas em 82,9% dos casos para AUC-H, sendo
que a citologia positiva para a marcagao dupla positivou
93,9% dos casos estudados, resultando uma sensibilida-
de maior quando comparada a citologia urinaria (82,5% vs
80,8%). Nesse mesmo grupo, a sensibilidade de p16'k4
foi de 93,3% e sua especificidade 69,2% (Tabela 3) (Figu-
ra7).2n
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Tabela 3 - Exames com p16™42 Ki-67 e sua combinagéo

Tabela 4 - Imunocitoquimica para CK20

Biomarcadores p16!NKa Ki-67 p16™NKé + Ki-67 Urotelioma Baixo grau Alto grau
Casos (+) 79,2% 93,9% Sensibilidade 83,3% 83,3%
Casos (-) 80,4% Especificidade 83,3% 83,3%
Alto grau (+) 93,9% Suspeita de malignidade 65% 65%
Baixo grau (-) 80,4% Positividade 81,3%

AUC-H 82,9% Estratificagdo de dados (+) 82,1% 100%
Sensibilidade 93,3% 93,3% Fonte: Wadhwa N, et al. 2017 @&

Especificidade 69,2%

Fonte: Piaton E, et al. 2014(2"

Em uma analise de imunocitoquimica para CK20, ob-
servaram-se pacientes que apresentaram carcinoma urote-
lial de baixo e alto grau.

Sua expressao na sensibilidade e especificidade da
citologia urinaria foi de 83,3% e na suspeita de malignida-
de foi de 65%. CK20 foi positivo em 81,3% dos casos que
envolveram carcinoma urotelial de baixo grau, e a estrati-
ficacdo de dados resultou em 100% para carcinoma urotelial
de alto grau e 82,1% para carcinoma urotelial de baixo grau
(Tabela 4).28)

A partir da utilizagdo de marcadores moleculares, as
taxas gerais de positividade para carcinomas uroteliais com
ou sem diferenciacdo divergente foram as seguintes:

GATA3 (50%), S100P (86%), uroplakin lll (20%), trom-
bomodulina (40%), CK7 (80%), CK20 (55%), p63 (87%) e
HMCK (89%). As taxas para carcinomas uroteliais conven-
cionais foram as seguintes: GATA3 (80%), S100P (80%),
uroplakin 11l (50%), trombomodulina (50%), CK7 (70%),
CK20 (44%), p63 (100%) e HMCK (78%).

Para variantes de carcinoma urotelial combinadas
(micropapilares, plasmocitoide, aninhadas, células claras
e microcisticas) foram as seguintes: GATA3 (88%), S100P
(96%), uroplakin Ill (33%), trombomodulina (49%), CK7
(95%), CK20 (61%), p63 (69%) e HMCK (96%). Para car-
cinomas indiferenciados foram as seguintes: GATA3
(28%), S100P (31%), uroplakin Il (0%), trombomodulina
(22%), CK7 (50%), CK20 (3%), p63 (50%) e HMCK (49%)
(Tabela 5).%)
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Figura 7. A rotulagdo dupla p16INK4a e Ki-67 é mostrada em vdrios casos. (A) A rotulacdo dupla de uma célula atipica isolada é mostrada em um
homem de 66 anos que foi previamente tratado para carcinomain situ da bexiga e que apresentou cistoscopia negativa. O relatério de citologia foi
células uroteliais atipicas, ndo pode excluir alto grau. A resseccéo transuretral (TUR) realizada 7 meses depois revelou um tumor de grau médio,
pTa, grau 1. O seguimento apdés um atraso de 28 meses foi negativo. (B e C) A marcacédo dupla em nhumerosas células de cancer em um homem
de 83 anos sem histéria prévia que apresentou hematuria e cistoscopia positiva é mostrada. A citologia urinaria foi positiva e de alto grau. TUR
revelou um carcinoma de bexiga invasivo, pT3, grau 3. (D) Uma célula de rotulag&o dupla de um homem com 61 anos de idade sem histérico prévio
e que apresentou cistoscopia positiva é mostrada. A citologia sugeriu tumor de baixo grau e TUR revelou uma hiperplasia urotelial polipoide. (E e
F). Uma célula marcada dupla de um homem de 83 anos que foi previamente tratada para carcinoma de bexiga supetrficial de alto grau (pTa grau
3) e que apresentou cistoscopia suspeita é mostrada. A citologia urinéria foi positiva e de alto grau. A TUR da bexiga realizada 6 meses depois
revelou um carcinoma in situ (e: Papanicolaou mancha, x40; a-d e f: CINtec PLUS double immunostain, x40). Fonte: Piaton E et al; 2014 (")
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Tabela 5. Sensibilidade dos marcadores moleculares

Biomarcadores GATA3 S100P Uroplakin Il Trombomodulina CK7 CK20 p63 HMCK
g:x‘(;‘;g:ic‘:;‘;ﬁ'ﬂi;g? i 50%  86%  20% 40% 80%  55%  87%  89%
Carcinomas uroteliais convencionais 80% 80% 50% 50% 70% 44% 100% 78%
Carcinoma urotelial combinadas 88% 96% 33% 49% 95% 61% 69% 96%
Carcinomas indiferenciados 28% 31% 0% 22% 50% 3% 50% 49%

Fonte: Paner GP et al; 2014*%

Importancia das técnicas moleculares na descri-

cao de lesées uroteliais

Eventualmente, 80% dos tumores da bexiga sofrem
mutacdo do promotor transcriptase reversa da telomerase,
independentemente do grau e do estagio. Nisso, alguns ti-
pos de marcadores moleculares sdo importantes para a
deteccdo do grau e do estagio em que a lesdo se encon-
tra. Os biomarcadores baseiam-se na expresséo diferen-
cial das proteinas, DNA, RNA ou marcadores relacionados
ao cancer. Na literatura, observou-se que a citologia apre-
senta uma baixa sensibilidade (34%-55%), porém, em con-
centragdes mais altas, a sua especificidade é >90%. Asen-
sibilidade combinada da maioria dos marcadores variou
de 50% a 80% e a especificidade da maioria variou de
70% a 90%, menor que a citologia urinaria.(1%-%)

A cistoscopia continua como o padrdo ouro e nenhum
marcador molecular possui uma sensibilidade altamente su-
ficiente para que possa substitui-la, e se houver essa ne-
cessidade ela ainda nédo foi devidamente estudada. Exis-
tem alguns ensaios moleculares que sao importantes para
achados atipicos em citologia ou cistoscopia, como o tes-
te de hibridacgéo in situ de florescéncia UROVysion. Nisso,
os marcadores passam por estudos constantes para me-
Ihorar as tecnologias atuais.(™?

Nas técnicas que utilizam a CK20, podemos obser-
var a suma importancia na identificacdo de carcinoma
urotelial in situ, pois é extremamente positivo em todas as
camadas celulares. O p53 apresenta positividade forte, in-
tensa e difusa nos nucleos das células atipicas. Mas outros
marcadores adicionais foram avaliados para identificar o
carcinoma urotelial in situ, entre eles esta o Ki-67, que é
considerado o terceiro marcador positivo para carcinoma
urotelial in situ. Contudo, a atipia urotelial pode ter uma os-
cilacdo intraobservador e interobservador.?®

Ao se observarem lesdes de alto grau, a citologia
urindaria atinge valores de sensibilidade >80% e especifi-
cidade de 90% a 95%. Neste caso, ao se observar a utili-
zacao da imunomarcacgéao pelo p16™k4 que intimamente
esta ligado a p53 e pRb, notou-se superexpressao relata-
da em 11% a 100% dos carcinomas uroteliais, 80% das
lesdes de alto grau e cerca de 100% nos casos de carci-
noma urotelial in situ. Em outros estudos realizados re-
centemente, a proteina p16'Nk% teve uma expressao de
81,3% e 64,6% para carcinomas uroteliais de baixo grau.
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Em cerca de 97,2% de amostras de citologia urinaria com
carcinomas uroteliais de alto grau encontramos a expres-
sd@o de p16'NK4a 27

Observando a lesédo de baixo grau, os pacientes que
apresentam negatividade devem ser submetidos a cistos-
copia. Mas, se um biomarcador auxiliar o diagnéstico de
citologia de urina, os pacientes ndo necessitam de cistos-
copia. Logo, a combinacdo de CK20 aumenta o rendimen-
to diagnoéstico da citologia urinaria. Sua dilatagdo em célu-
las mais profundas, intermediarias e basais, € anormal e
relatada em displasia (89%), carcinoma in situ (81%) e tu-
mores uroteliais (100%). A expressao de CK20 permane-
ce inalterada, tornando-a um biomarcador util de maligni-
dade urotelial e especialmente util com citologia incon-
clusiva.®

Atécnica do anticorpo monoclonal para GATA3 mos-
trou-se expresso em 67%-91% de carcinoma urotelial. Mas
nesse estudo observou-se que ele foi expresso em 88%
das variantes do carcinoma urotelial. A proteina uroplakin IlI
constitui a membrana unitaria assimétrica de células em
"Windows" e é considerada a mais especifica na diferenci-
acao urotelial. Ela é relativamente sensivel para o carcino-
ma urotelial, pois apresentou 55% de expressao na maio-
ria dos casos estudados. O S100P é considerado o me-
nos especifico, mas pode ser expresso em outros tumores.
O p63 tem menor positividade e as expressdées CK7, CK20
e HMCK expressam-se em carcinomas uroteliais com ou
sem diferenciacéo divergente. Contudo, as variantes ex-
pressam marcadores de suporte para diferenciacao urotelial
de acordo com seu grau.®®®

CONSIDERAGOES FINAIS

Consideramos que a utilizagdo dos marcadores mole-
culares no prognéstico do carcinoma urotelial melhorou a
sensibilidade para percepcéao dos diversos tipos existen-
tes. Embora a técnica seja de alto custo, a utilizagcdo e com-
binacdo de biomarcadores juntamente com a citologia
urinaria tem resultado na alta sensibilidade e especificidade
quando observamos os aspectos clinicopatolégicos e suas
manifestacoes.

Pode-se observar também que nenhum marcador
molecular é tdo excitavel quando comparamos com a
cistoscopia, pois a cistoscopia continua como padrédo ouro
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na deteccédo da lesdo tumoral da bexiga. Mas isso néo tira
a importancia da utilizacdo de ambas as técnicas citadas
para um diagnéstico de qualidade.

Abstract

The majority of neoplasms in the bladder have no onset urothelium.
Transitional cell carcinoma is the most common. A urinary cytology
together with cystoscopy remain as a diagnostic and monitoring toll.
Some potential molecular markers were recognized in urinary cytology
specimens, including the p53 protein. The objective of this research
was to describe the molecular markers for diagnostic differentiation of
urothelial carcinoma. A review of the literature was performed. When
we observe the urothelial carcinoma, we notice that there are
dissensions resulting in histological variants, and, therefore, it uses
immunohistochemistry to confirm your origin. Urotelioma presents
microhematuria, painless macrohemattria. As cells do not urotelioma
occasionally transformed a "window-like" arrangement. The biomarkers
are based on the differential expression of proteins, DNA, RNA or cancer-
related markers. It was observed that cytology has a low sensitivity,
but at higher concentrations its specificity (>90%). A combined
sensitivity of most markers ranged and the specificity of the majority
varied from 70% to 90%, lower than urinary cytology. In this, the markers
go through constant studies to improve it as current technologies.
Although a high-cost technique, a use and combination of biomarkers
with urinary cytology results in high sensitivity and specificity.

Keywords
Immunohistochemistry; tumoral biomarkers; urinary bladder neoplasms
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