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Que a história não tem fim 
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Responde sim à sua imaginação 

A arte de sorrir 
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RESUMO 
 
 

O carcinoma urotelial de bexiga (CUB) é uma neoplasia maligna do trato urinário 
de alta prevalência no mundo e que apresenta elevada taxa de recidiva tumoral, 
acometendo principalmente indivíduos do sexo masculino. No entanto, esta 
doença carece de marcadores capazes de predizer recidiva e agressividade 
tumoral. Sabe-se que o gene BCL2 apoptosis regulator (BCL-2) codifica uma 
proteína que atua na regulação da morte celular programada, processo alterado 
no desenvolvimento de tumores malignos. Já o gene H2A variant histone (H2AX) 
codifica uma histona responsável pela sinalização de danos à dupla fita do DNA, 
que contribui no recrutamento de fatores de reparo e pode influenciar ainda na 
formação de neoplasias malignas. Dentro deste contexto, objetivou-se realizar a 
análise do perfil de imunomarcação destas duas proteínas em 80 amostras 
teciduais de pacientes portadores de CUB (19 invasivos e 61 não invasivos ao 
músculo) e relacioná-los com parâmetros prognósticos (tempo da primeira 
recidiva, imunohistoquímica de p53, estadiamento, grau tumoral), clínicos 
(diabetes, hipertensão, medicamento de uso contínuo, histórico familiar de 
câncer) e de exposição ambiental (exposição ocupacional, hábitos tabagista e 
etilista), além de idade e sexo. As amostras “não invasivas” foram subdivididas 
em subgrupos: sem recidiva (n=24), com uma recidiva (n=18) e com mais de 
uma recidiva (n=19). A análise da expressão das proteínas BCL-2 e γ-H2AX foi 
realizada por meio da técnica de imunohistoquímica (IHQ) indireta, 
considerando-se marcação fraca e forte. A análise estatística foi realizada por 
meio dos testes do Qui-quadrado e Tau-b de Kendall (IBM® SPSS® Statistics 
for Windows, versão 23.0.1). O conjunto amostral foi composto principalmente 
por homens (73,8%) e indivíduos não fumantes (65,0%), com média de idade de 
69,43±10,99 anos. Tecidos não tumorais adjacentes foram avaliados como 
padrão de comparação, onde observou-se imunomarcação fraca para BCL-2 e 
ausente para γ-H2AX, na maioria das amostras. Em relação ao tecido tumoral 
maligno, foi possível observar que a marcação de BCL-2 ocorreu no citoplasma 
e foi ausente em metade das amostras (n=40), apresentando uma maior 
frequência no grupo amostral invasivo (52,26%). Em relação a imunomarcação 
da γ-H2AX, foi observada expressão exclusivamente nuclear e 
predominantemente forte (+++) nas amostras invasivas (52,6%). Não foram 
constatadas associações significativas entre a imunomarcação no tecido tumoral 
em relação aos parâmetros prognósticos, socioculturais, clínicos ou exposição 
ambiental. Adicionalmente, não foram identificadas correlações significativas 
considerando-se as marcações de BCL-2 e γ-H2AX entre si (p=0,158). Conclui-
se, com base no presente estudo, que as proteínas BCL-2 e γ-H2AX emergem 
como candidatas a biomarcadores para o CUB por sua expressão no tecido 
tumoral, mas que nas amostras do presente estudo não se mostraram 



 

associadas ao prognóstico da doença, em especial à invasão da camada 
muscular ou a presença de recidiva tumoral. 
 
Palavras-chave: Carcinoma urotelial de bexiga; prognóstico; reincidência 
tumoral; imunohistoquímica  
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ABSTRACT 
 
 

The urothelial bladder carcinoma (UBC) is a highly prevalent malignant neoplasm 
of the urinary tract worldwide, and exhibits a high rate of tumor recurrence, mainly 
in men. However, this disease lacks markers capable of predicting recurrence 
and tumor aggressiveness. It is known that the BCL2 apoptosis regulator (BCL-
2) gene encodes a protein that plays a role in the regulation of programmed cell 
death, a process altered in the development of malignant tumors. Meanwhile the 
H2A variant histone (H2AX) gene encodes the histone responsible for the 
signaling double strand breaks, which contributes to the recruitment of repair 
factors and can also influence the formations of malignant neoplasm. In the 
context, the objective was to perform the analysis of the immunostaining profile 
of these both proteins in 80 tissue samples from patients with UBC (19 invasive 
and 61 non-invasive to muscle) and correlate them with prognosis parameters 
(tumor recurrence time, immunohistochemistry of p53, staging and tumor grade), 
clinical factors (diabetes, hypertension, family history of cancer, medication for 
continuous use) and environmental exposure (occupational exposure, smoking 
and alcohol consumption habits), beyond age and sex. The “non-invasive” 
samples were subdivided into subgroups: without recurrence (n=24), with one 
recurrence (n=18) and with more than one recurrence (n=19). The evaluation of 
BCL-2 and γ-H2AX protein expression was performed using the indirect 
immunohistochemistry (IHC) technique, considering weak and strong staining. 
The statistical analysis was conducted using the Chi-squared and Kendall’s Tau 
tests (IBM® SPSS® Statistics for Windows, version 23.0.1). The sample set 
consisted primarily of men (73.8%), and non-smoking (65.0%), with an average 
age of 69.43±10.99 years. Adjacent non-tumors tissues samples were assessed 
as a standard comparison, with weak immunostaining for BCL-2 and absence of 
staining for γ-H2AX observed for the majority of samples. In relation to malignant 
tumor tissue it was observed that BCL-2 staining occurred in the cytoplasm and 
was absent in half of the samples (n=40), with higher frequency in the invasive 
sample group (52.6%). Regarding the γ-H2AX immunostaining, exclusively 
nuclear expression was observed, predominantly strong, especially in invasive 
samples (52.6%). No significant association was found between immunostaining 
in malignant tumor tissue and prognostic, sociocultural, clinical or environmental 
exposure parameters. Additionally, non-significant correlations were identified 
when considering the staining of BCL-2 and γ-H2AX together (p=0.158). Based 
on the present study, it is concluded that BCL-2 and γ-H2AX proteins emerge as 
candidates for UBC biomarkers due to their expression in the tumor tissue. 
However, in the samples of the present study, they did not appear to be 
associated with the disease prognosis, especially with muscle layer invasion or 
tumor recurrence. 
 



 

Key-words: urothelial bladder cancer; prognosis; tumor recurrence; 
immunohistochemistry.  
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INTRODUÇÃO 1 

The Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) realizou em 2024 um 2 

levantamento da incidência do carcinoma urotelial de bexiga (CUB), sendo este 3 

classificado como o nono tipo de câncer mais comum no mundo e o décimo 4 

terceiro com maior mortalidade no mesmo ano. Além disso, estima um aumento 5 

de 6,8% dos casos de CUB até 2025 (GLOBOCAN, 2022). O Instituto Nacional 6 

do Câncer (INCA) estimou que até 2025 haverá 11370 casos novos para os anos 7 

2023 e 2024 de CUB no Brasil, sendo 650 somente no estado do Paraná (INCA, 8 

2022).  9 

O CUB apresenta como principal sintoma a hematúria indolor, presença 10 

de sangue na urina, seja ela macroscópica ou microscópica (KHADRA et al. 11 

2000). Desta forma, quando identificada, o primeiro exame a ser realizado 12 

mediante esta suspeita é a cistoscopia. Caso o resultado seja indicativo de CUB, 13 

é realizada uma ressecção transuretral deste tumor, através da qual é possível 14 

averiguar o estadiamento e a invasividade tumoral (NICE GUIDANCE, 2017).  15 

Além destes, podem ser realizados a análise citológica da urina e exames de 16 

imagens que irão identificar respectivamente, alterações nas células do trato 17 

urinário e massas teciduais plausíveis de serem malignas ou benignas 18 

(NATIONAL COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2021). 19 

A proteína GATA binding protein 3 (GATA3) é considerada um 20 

biomarcador de tumor de bexiga invasivo ao músculo, e sua elevada expressão 21 

indica aumento de sobrevida e diminuição de risco de recidiva (WANG et al. 22 

2019). Outra proteína também consolidada como biomarcador desta neoplasia 23 

maligna é a citoqueratina 20 (CK20), a qual é recorrente em casos de tumores 24 

papilíferos de bexiga não invasivos de baixo grau, entretanto não há uma relação 25 

com a recidiva (ALSHEIKH et al. 2001).  26 

Ao relacionar a imunomarcação de proteínas como a GATA3, pode-se 27 

iniciar o tratamento precoce e mais adequado ao estadiamento e invasividade 28 

do tumor, cessando ou diminuindo a possibilidade de uma recidiva e, por 29 

conseguinte, elevando a taxa de sobrevida do indivíduo.  30 

Dentro deste contexto, as proteínas BCL2 apoptosis regulator (BCL-2) e 31 

H2A variant histone (H2AX) responsáveis, respectivamente, por inibir a morte 32 

celular por apoptose (KERR et al. 1972) e sinalizar danos de dupla fita de DNA 33 

(ROGAKOU et al. 1998), estão associadas a características importantes para o 34 
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processo de carcinogênese, como imortalidade replicativa e instabilidade 1 

genômica (HANAHAN, 2022). Dadas as características destas moléculas, bem 2 

como a alta prevalência dos tumores de bexiga no Brasil e no mundo, em ambos 3 

os sexos, e sua alta taxa de recidiva com intensa comorbidade aos pacientes, a 4 

investigação de proteínas candidatas na busca por novos marcadores de 5 

prognóstico possui uma grande relevância científica e foi objeto de investigação 6 

do presente estudo. 7 

 8 

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 9 

2.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DA BEXIGA URINÁRIA 10 

A bexiga urinária é um órgão elástico que se localiza posteriormente à 11 

sínfise púbica e tem como função armazenar a urina (DANGELO & FATTINI, 12 

2011). Composta principalmente por músculo detrusor que impede o refluxo 13 

urinário, é dividida em três regiões: fundo da bexiga, corpo da bexiga e colo da 14 

bexiga (MOORE et al. 2019). 15 

 Composta por uma camada de epitélio de transição, que fica em contato 16 

com o lúmen, uma extensa área de feixes musculares e por tecido conjuntivo 17 

frouxo e denso, neste está contida a lâmina própria (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 18 

2017). (Figura 1). 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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Figura 1. Fotomicroscopia de luz de corte histológico de tumor maligno da bexiga corado por 1 
hematoxilina e eosina, focado no tecido não tumoral adjacente.  2 

 3 
Nesta imagem é possível identificar o epitélio de transição e o tecido conjuntivo em amostra não 4 

tumoral adjacente da bexiga. No tecido conjuntivo destaca-se a lâmina própria importante para 5 

o estadiamento patológico do CUB. Aumento de 20x em microscópio em microscópio Leica, DM 6 

2000. Criado no Biorender. Fonte: Próprio autor 7 

 8 

2.2 CARCINOMA UROTELIAL DE BEXIGA 9 

2.2.1 Definição e epidemiologia  10 

O CUB consiste em um conjunto de enfermidades nas quais as células da 11 

bexiga urinária apresentam o ciclo celular alterado, e se proliferam de forma 12 

exacerbada e descontrolada (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Como 13 

mutações ou silenciamento do gene telomerase reverse transcriptase (TERT) 14 

podem ser citadas (RACHAKONDA et al. 2013), já que este transcrito de 15 

proteína homônima é responsável por alongar os telômeros, impedindo o 16 

envelhecimento celular e permitindo que a célula continue se dividindo 17 

(BLACKBURN, 1998).  18 

O carcinoma de células transicionais é o principal tipo de neoplasia de 19 

bexiga urinária. Em menos de 1% dos casos, os tumores de tal órgão são 20 

classificados como carcinomas de células pequenas, carcinomas 21 

espinocelulares e adenocarcinomas, sendo estes dois últimos quase sempre 22 

invasivos ao músculo (INSTITUTO ONCOGUIA, 2020).  23 
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Saginala et al, 2020, por meio da análise dos dados de epidemiologia do 1 

CUB armazenados na plataforma GLOBOCAN, averiguaram que este consiste 2 

no décimo tipo de neoplasia maligna mais comum mundialmente (Figuras 2 e 3), 3 

e que seus índices em homens e mulheres equivalem respectivamente a 4 

9.6/100000 e 2.4/100000. Esta discrepância ainda não foi completamente 5 

elucidada pela literatura, sendo parcialmente explicada pela prevalência do 6 

hábito tabagista em homens, fator de risco mais relevante para o 7 

desenvolvimento da doença (FREEDMAN et al. 2011). 8 

 9 

Figura 2. Mapa mundial de distribuição de pacientes do sexo masculino portadores de tumores 10 
malignos de bexiga. 11 

 12 

As cores mais escuras marcam os locais com maiores concentrações de indivíduos afetados. 13 

Fonte: GLOBOCAN (2024) 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 
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Figura 3. Mapa mundial de distribuição de pacientes do sexo feminino portadores de tumores 1 
malignos de bexiga. 2 

 3 

As cores mais escuras são indicadoras de maiores concentrações de indivíduos afetados. 4 

Fonte: GLOBOCAN (2024) 5 

 6 

Em relação às estimativas de 2020 para a população brasileira, estimou-7 

se 11370 casos de neoplasia de bexiga urinária, sendo 7870 em homens e 3500 8 

em mulheres, consistindo no sétimo câncer mais comum (Figura 4) em 9 

indivíduos brasileiros do sexo masculino com exceção do câncer de pele não 10 

melanoma (Instituto Nacional de Câncer, 2022). Entretanto, ele é 11 

frequentemente diagnosticado como não invasivo ao músculo em homens, 12 

enquanto as mulheres são acometidas, em sua maioria, pelo subtipo invasivo 13 

(FAJKOVIC et al. 2011), além de apresentarem maior índice de metástase 14 

(RADKIEWICZ et al. 2020). 15 

 16 

 17 
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 25 

 26 
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Figura 4. Descrição da quantidade e porcentagem referentes aos 10 cânceres mais comuns 1 
entre indivíduos brasileiros do sexo masculino. 2 

 3 

O CUB consiste na sétima neoplasia mais comum entre os homens brasileiros. Fonte: Instituto 4 
Nacional de Câncer (2022). 5 

 6 

2.2.2 Classificação, prognóstico e tratamento  7 

Os tumores de bexiga são divididos em dois grupos: não invasivo ao 8 

músculo e invasivos ao músculo (Anexo I; Figura 5), sendo que o primeiro possui 9 

células tumorais restritas à mucosa, enquanto no segundo tais células invadem 10 

as camadas musculares mais profundas da parede da bexiga urinária e podem 11 

levar à ocorrência das lesões metastáticas (FLAIG et al. 2020) 12 

 13 

 14 
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 18 
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 21 

 22 

 23 

 24 
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Figura 5. Esquema demonstrando as diferenças entre tecido não tumoral adjacente, tumor de 1 
bexiga invasivo ao músculo e não invasivo à musculatura por coloração com hematoxilina-2 
eosina. 3 

 4 
O CUB é classificado de acordo com a invasão à camada muscular adjacente, sendo estes tipos 5 

de tumores denominados CUB não invasivo ao músculo e CUB invasivo ao músculo. a) foto de 6 

corte histológico de tumor de bexiga corado por hematoxilina-eosina, evidenciando a região não 7 

tumoral adjacente, em que é possível observar o epitélio de transição, lâmina própria e tecido 8 

conjuntivo de maneira estratificada, entretanto este tecido possui características únicas. b) foto 9 

de corte histológico de tumor invasivo ao músculo corado por hematoxilina-eosina, na qual é 10 

possível identificar algumas células musculares rodeadas por células tumorais. c) foto de corte 11 

histológico de tumor não invasivo ao músculo corado por hematoxilina-eosina, em que é possível 12 

observar apenas células tumorais e vasos sanguíneos. Aumento de 10x em microscópio em 13 

microscópio Leica, DM 2000. Criado no Biorender. Fonte: Próprio autor 14 

 15 

As neoplasias não invasivas ao músculo compõem cerca de 75% dos 16 

casos de CUB, por outro lado, 15% dos pacientes com tumor invasivo ao 17 

músculo são diagnosticados primeiramente com CUB não invasivo ao músculo 18 

(POWLES et al. 2022). Ressalta-se que os tumores não invasivos ao músculo 19 

apresentam taxa de recidiva aproximada de 50 a 70% e podem evoluir para 20 

tumores invasivos em 10 a 20% dos casos, devido à micrometástases (RÜBENS 21 

et al. 1988). 22 

Em relação ao prognóstico são utilizados os parâmetros estadiamento 23 

TNM (Tumor, Nódulo, Metástase) (Tabela 1) e grau tumoral, os quais indicam a 24 
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invasão do tumor nas camadas da bexiga urinária bem como seu ritmo de 1 

progressão (ONTARIO HEALTH, 2021). Os estádios referentes às 2 

características tumorais Tis, Ta e T1 indicam respectivamente tumor confinado 3 

na mucosa, carcinoma urotelial não invasivo ao músculo localizado na camada 4 

superficial da parede da bexiga urinária e tumor invadindo a lâmina própria 5 

(Figura 6) (ULBRIGHT et al 2016; BABJUK et al. 2022). Parâmetros T2, T3 e T4, 6 

por sua vez, indicam as seguintes características: invasão da musculatura 7 

adjacente, invasão do tecido perivesical e invasão de órgãos genitais ou da 8 

parede pélvica ou abdominal (Figura 6) (ULBRIGHT et al. 2016; LENIS et al. 9 

2020; ZHAN et al. 2022). 10 

 11 

Figura 6. Esquematização dos estádios Tis, Ta, T1, T2, T3 e T4 referentes ao CUB, segundo a 12 
classificação TNM. 13 

 14 
A classificação TNM diz respeito ao tamanho tumoral, presença de células tumorais nos nódulos 15 

e presença de metástases. Os estádios Tis, Ta e T1 são referentes ao CUB não invasivo, sendo 16 

o Tis indicativo de carcinoma in situ, confinado à mucosa. Por outro lado, os estádios T2, T3 e 17 

T4 indicam a presença de um tumor de bexiga invasivo, sendo o estádio T4 indicativo de invasão 18 

em órgãos adjacentes como a próstata. Fonte: Próprio autor. Criado no Biorender. 19 

 20 
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O estadiamento patológico, abrange ainda, informações sobre os 1 

linfonodos adjacentes e metástase a distância, os quais são denominados de N 2 

e M respectivamente (Tabela 1). O primeiro é classificado como Nx, sem acesso 3 

aos linfonodos próximos ao tumor, N0, linfonodos adjacentes sem metástase, 4 

N1, metástase em apenas um linfonodo, N2, metástase em vários linfonodos 5 

adjacentes e N3, presença de metástase em linfonodos ilíacos. No que diz 6 

respeito ao parâmetro M, suas classes são M0, sem metástases distantes, M1a, 7 

ausência de linfonodos regionais e M1b, metástases distantes (UNION FOR 8 

INTERNATIONAL CANCER CONTROL, 2017). 9 

O grau tumoral está relacionado ao ritmo de progressão do tumor, 10 

podendo ser classificado em alto e baixo. O primeiro refere-se aos tumores de 11 

elevada progressão e rápido crescimento, por outro lado, os tumores de baixo 12 

grau apresentam crescimento e progressão lentos (ONTARIO HEALTH, 2021). 13 

 14 
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Tabela 1. Resumo das descrições dos estadiamentos tumorais: características do tumor, dos 1 

linfonodos regionais e metástases (classificação TNM). 2 

Tabela de estadiamentos tumorais  
Nome Características 
Ta Tumor confinado na mucosa 
Tis Carcinoma in situ ou carcinoma urotelial não invasivo ao músculo 
T1 Invasão da lâmina própria 
T2 Invasão da musculatura adjacente 
  T2a   Invasão da camada superficial do músculo 
  T2b   Invasão das camadas mais profundas do músculo 
T3 Invasão do tecido perivesical  
  T3a   Invasão identificada microscopicamente 
  T3b   Invasão identificada macroscopicamente, invade a massa 

extravesical 
T4 Invasão de órgãos e tecidos próximos  
  T4a   Invasão de útero, estroma prostático, vesícula seminal ou vagina.  
  T4b   Invasão da parede pélvica ou da parede abdominal 

Nx Sem acesso aos linfonodos próximos ao tumor 
N0 Linfonodos adjacentes sem metástase 
N1 Metástase em apenas um linfonodo 
N2 Metástase em vários linfonodos adjacentes 
N3 Presença de metástase em linfonodos ilíacos 

M0 Sem metástases distantes 
M1a Ausência de linfonodos regionais 

M1b Metástases distantes 
Os cânceres são classificados de acordo com o TNM, que indica o tamanho tumoral, presença 3 

de células tumorais em nódulos linfáticos e de metástase. Fonte: adaptado de Union for 4 

International Cancer Control (2017). 5 

 6 

Os tratamentos do CUB variam de acordo com o estadiamento tumoral. 7 

Neste sentido, neoplasias de bexiga não invasivas ao músculo de estadiamentos 8 

Ta e T1, são tratadas por meio de ressecção transuretral (RTU) (NATIONAL 9 

COLLABORATING CENTRE FOR CANCER, 2015; TASKOVSKA et al. 2020). 10 

Esta técnica, além de ser considerada um tratamento, é utilizada no diagnóstico 11 

e identificação dos estadiamentos e graus tumorais, de maneira a permitir a 12 

intervenção precoce em caso de tumores T1 de alto grau, desde que na 13 

amostragem haja margem de tecido muscular (KIM & PATEL, 2020). Caso esta 14 

seja feita de maneira incompleta, o tumor pode recidivar de forma mais 15 
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agressiva, evoluindo para um tumor invasivo estadiamento T2 ou maior, sendo, 1 

portanto, necessário realizar uma RTU secundária (BRAUSI et al. 2002) 2 

Após a realização da RTU são feitas sessões de quimioterapia ou de 3 

terapia Bacillus Calmette-Guérin (BCG), sendo o melhor tratamento escolhido 4 

mediante as características da neoplasia, bem como de seus estadiamentos 5 

(SANGUEDOLCE et al. 2021). Estabeleceu-se que pacientes acometidos por 6 

tumores de bexiga não invasivos e de risco baixo respondem melhor à 7 

quimioterapia vesical, enquanto àqueles portadores de tumores não invasivos de 8 

alto risco apresentam uma boa resposta com BCG e os de risco intermediário 9 

podem ser tratados com ambas as terapias (SHORE et al. 2021).  10 

A cistectomia radical, retirada total da bexiga urinária, é indicada em casos 11 

de pacientes com tumores invasivos, podendo ser associada à quimioterapia 12 

neoadjuvante, de maneira a evitar sua recidiva e aumentar a taxa de 13 

sobrevivência (JUE et al. 2021). 14 

 15 

2.2.3 Fatores de risco 16 

O CUB tem como um de seus principais fatores de risco o hábito 17 

tabagista, o qual aumenta o risco em torno de 50 a 60%, além de conferir 18 

aumento da mortalidade (FREEDMAN et al. 2011). Sua relação com o 19 

desenvolvimento de neoplasias depende do gênero, idade em que iniciou e 20 

quantidade de cigarros consumidos por dia (THUN et al. 2013). Ressalta-se que 21 

a continuidade deste hábito promove o aumento da probabilidade de ocorrência 22 

de CUB invasivo ao músculo; contudo, sua interrupção dentro de 10 anos torna-23 

se um fator de proteção (BARBOSA et al. 2018; JAHRREIS et al. 2020). 24 

Outro ponto a ser discutido em relação ao consumo de cigarro é a 25 

metabolização da nicotina, a qual ativa os receptores beta-adrenérgico e 26 

acetilcolina nicótico, responsáveis por ativar as vias de transdução relacionadas 27 

à progressão tumoral e resistência ao tratamento, além de estarem relacionados 28 

com mutações em genes de reparo de DNA (WOJTCZYK-MIASKOWSKA & 29 

SCHLICHTHOLZ, 2019). 30 

A exposição ocupacional a compostos como aminas aromáticas e 31 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (tintas, solventes, metais entre outros) 32 

constitui outro importante fator de risco ao desenvolvimento desta neoplasia 33 

maligna (KOGEVINAS et al. 2003). Em Sheffield, Inglaterra, foi realizada uma 34 
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pesquisa que relatou que 62% dos pacientes com CUB atendidos pelo Royal 1 

Hallamshire Hospital tiveram contato com carcinógenos como metais pesados, 2 

produtos derivados de gás, óleo e tintas (REED et al. 2020). 3 

Em mulheres que apresentaram menopausa precoce, os hormônios 4 

esteroides estão associados à influência positiva quanto à carcinogênese de 5 

bexiga, principalmente em fumantes (ABUFARAJ et al. 2020). Já os hormônios 6 

masculinos podem ativar o receptor da Glutationa-S-transferase, atuantes na 7 

metabolização dos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, tornando este 8 

processo mais eficiente em homens do que em mulheres, desta forma, 9 

fornecendo um fator de proteção aos homens (KARAGAS et al. 2005; JANISCH 10 

et al. 2019). 11 

Inflamações crônicas ou que perdurem por um longo período aumentam 12 

o risco de desenvolvimento, invasão e metástase das neoplasias malignas de 13 

bexiga urinária, contudo, elas também podem atuar como fator de proteção ao 14 

induzirem resposta imune contra as células tumorais e/ou eliminá-las (HUANG 15 

et al. 2020). 16 

 17 

2.3 PROTEÍNAS CANDIDATAS 18 

2.3.1 BCL-2 19 

A apoptose foi definida por Kerr et al. (1972), como uma morte celular com 20 

características morfológicas específicas, como redução do volume celular, ação 21 

das caspases e fragmentação da cromatina. Ela é vital para a regulação do ciclo 22 

celular e está relacionada à manutenção da homeostase, embriogênese, e morte 23 

de células infectadas e/ou danificadas (KROEMER et al. 2009; KØNIG et al. 24 

2019). Modificações das vias apoptóticas, portanto, podem acarretar doenças 25 

autoimunes, cardiovasculares, neurodegenerativas e câncer. Ressalta-se que as 26 

vias moleculares pelas quais estas alterações ocorrem não são totalmente claras 27 

(SINGH et al. 2019). 28 

A família BCL-2 é composta por reguladores de apoptose podendo 29 

apresentar tanto atuação inibitória, como da proteína BCL-2, ou ativadora, como 30 

da proteína BCL-2 associated X apoptosis regulator (BAX) (KORSMEYER et al. 31 

1993). Existem dois tipos de apoptose, sendo uma denominada extrínseca, ou 32 

via receptora, e outra denominada intrínseca, ou via mitocondrial. Esta última é 33 

regulada pela ação da família BCL-2 (GLAB et al. 2020). 34 
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Nas membranas mitocondriais estão localizados os receptores 1 

específicos para cada membro da família BCL-2. Os receptores para as 2 

proteínas BAX e BCL-2 antagonist-killer (BAK) estão inseridos, respectivamente, 3 

nas membranas externa e interna. Quando estas proteínas são ativadas, alteram 4 

a oligomerização das membranas mitocondriais, modificando, portanto, sua 5 

permeabilidade (WEI et al. 2001). Formam, por conseguinte, um canal que 6 

permite a saída da enzima citocromo C, do espaço intermembranas mitocondrial 7 

para o citoplasma, fazendo com que a morte celular seja iniciada por meio da 8 

ativação das caspases citoplasmáticas, grupo de enzimas capazes de clivar 9 

outras proteínas, além de acarretar a perda de DNA mitocondrial (KLUCK et al. 10 

1997). 11 

A proteína BCL-2 possui duas isoformas denominadas BCL-2α e BCL-2β, 12 

o primeiro é tido como antiapoptótico e o segundo ainda não foi totalmente 13 

caracterizado. A isoforma BCL-2α liga-se à proteína BAX (Figura 7), de maneira 14 

a impedir sua oligomerização e, por conseguinte, a ocorrência da apoptose 15 

(ALBERTS et al. 2017). 16 

 17 
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 1 

Figura 7. Mecanismo de inibição da via apoptótica intrínseca pela proteína BCL-2. 2 

 3 
Na figura é possível observar a ligação entre as proteínas BAX e BCL-2 de modo a inibir a 4 

formação do canal pelo qual ocorre  a saída de citocromo C e a ativação das  caspases 9, 3 e 7, 5 

assim tais enzimas não realizam o processo de desintegração nuclear e fragmentação do 6 

citoplasma, por conseguinte, a morte celular não ocorre. Criado no Biorender Fonte: Próprio 7 

autor. 8 

 9 

A inibição contínua da apoptose é considerada chave no desenvolvimento 10 

tumoral, tendo em vista que as células passam a ser imortais, proliferando 11 

constantemente e promovendo o crescimento do tumor (KERR et al. 1972). 12 

Desta forma, já foi observada a superexpressão de BCL-2 em diversos tipos de 13 

neoplasias malignas, sendo o respectivo gene classificado como oncogene, que 14 

tem sido alvo de estudos para o desenvolvimento de tratamentos no câncer 15 

(CHAUDHARY et al. 1999). 16 

Em estudo realizado por Nakopoulou et al (1998) envolvendo pacientes 17 

com CUB, foi identificado um aumento da expressão de BCL-2 em indivíduos 18 

acometidos por tumores de baixo grau. Ressalta-se que BCL-2 é encontrada em 19 

estudos realizados a partir de culturas de células de CUB, indicando que estas 20 

in vivo expressam tal proteína (LONG et al. 2019). Ocorre, ainda, diminuição da 21 

expressão de BCL-2 em culturas de células tumorais de bexiga quando tratadas 22 
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com ácido gálico, indicando uma redução do processo inibitório da apoptose 1 

(ZENG et al. 2020). 2 

 Um estudo envolvendo a BCL-2 como marcador preditivo de resposta a 3 

tratamento neoadjuvante com cisplatina, indutora de aductos no DNA, de forma 4 

a induzir morte celular, e cistectomia radical, retirada total da bexiga urinária, em 5 

pacientes com CUB invasivo, indicou que 38% dos tumores apresentaram uma 6 

imunomarcação positiva. Contudo, ao acompanhar os pacientes envolvidos na 7 

pesquisa por cinco anos, observou-se que pacientes cuja expressão de BCL-2 8 

foi negativa, apresentaram uma resposta melhor a esta combinação terapêutica 9 

(TURKER et al. 2019). 10 

Dae et al. (2022), avaliando cultura de células e tratamento para o CUB, 11 

mediante a aplicação de diferentes concentrações de nanopartículas de prata, 12 

observaram redução da expressão de BCL-2 e aumento da expressão de BAX. 13 

Dessa forma, evidenciaram uma maior probabilidade de sucesso terapêutico, 14 

tendo em vista o aumento da taxa de apoptose das células tumorais. 15 

 16 

2.3.2 γH2AX 17 

Danos de DNA quando não reparados pelo sistema de reparo celular, 18 

tornam-se mutações. Sua taxa de ocorrência de forma espontânea em 19 

determinado sítio de um cromossomo varia entre 10-6 à 10-11 por ciclo de 20 

replicação de DNA (WATSON et al. 2015). Quando ocorrem em genes que 21 

codificam proteínas dos pontos de checagem (checkpoints) podem torná-los 22 

desregulados, por conseguinte, ocasionar instabilidade genética, acarretando o 23 

desenvolvimento de doenças (BOUWMAN & JONKERS, 2012). 24 

Os principais tipos de mecanismos de reparo de DNA são: reparo por 25 

excisão de base, reparo por excisão de nucleotídeo, reparo de mal pareamento, 26 

reparo de dupla fita de DNA. No primeiro ocorre a excisão da base nitrogenada 27 

incorreta, substituindo-a pela base correspondente à fita molde do DNA 28 

(LINDAHL et al. 1997). No segundo tipo ocorre o corte de doze a treze 29 

nucleotídeos em sequência, quando identificada a lesão no DNA, sendo esta 30 

sequência preenchida por uma nova sequência correta de nucleotídeos 31 

(SANCAR & RUPP, 1983). Modrich, laureado pelo prêmio Nobel em 2015, 32 

descreveu o reparo de mal pareamento (mismatch repair) como sendo o reparo 33 

de bases nitrogenadas mal pareadas. Este mau pareamento é reconhecido por 34 
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meio da fita molde que se encontra metilada e, posteriormente, a base mal 1 

pareada é substituída pela correta (MODRICH, 2016). 2 

O reparo de quebra de fita dupla de DNA pode ocorrer em duas vias: união 3 

das extremidades não homólogas e recombinação homóloga. O mau 4 

funcionamento ou a ausência de reparo por essas vias, pode promover 5 

alterações cromossômicas, levando ao desenvolvimento de inúmeras doenças 6 

como o câncer. A via de união das extremidades não homólogas realiza a ligação 7 

entre as extremidades de DNA mesmo que estas não sejam complementares a 8 

sequência da fita molde, ou seja, não há uma dependência em relação à 9 

homologia dos cromossomos, enquanto na via de reparo por recombinação 10 

homóloga, há a necessidade de uma sequência molde complementar, que se 11 

encontra no cromossomo homólogo daquele portador da lesão genética 12 

(GRIFFITHS et al. 2022). 13 

Ressalta-se que as proteínas histonas têm um importante papel para os 14 

processos de reparo da molécula de DNA, pois estas são constituintes da 15 

cromatina, como representado na Figura 8 (KORNBERG, 1974). O subtipo da 16 

histona H2A, denominado histona H2AX, apresenta como função a sinalização 17 

de quebra de fita dupla (Figura 8), recrutando as proteínas do sistema de reparo 18 

desse dano. Esta proteína liga-se às regiões de quebra de fita dupla de DNA e, 19 

posteriormente, tem sua serina 139 fosforilada pela pelas ação das proteínas 20 

quinases Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM), passando a receber o nome de 21 

γ-H2AX, de maneira a sinalizar tal lesão para os mecanismos de reparo 22 

(ROGAKOU et al. 1998). 23 

A histona γ-H2AX interage com inúmeras proteínas sendo as principais: 24 

mediator of DNA damage checkpoint protein 1 (MDC1), MRX complex in yeast 25 

(MRN), complexo breast cancer type 1 susceptibility protein (BRCA1) /BCRA1-26 

associated RING domain protein 1 (BARD1), formando um foco de quebra de 27 

dupla fita de DNA (PAULL et al. 2000). Sua interação com a proteína MDC1, por 28 

exemplo, amplifica a sinalização de γ-H2AX, de maneira a recrutar e reter as 29 

proteínas do reparo em resposta ao dano de DNA (STUCKI et al. 2005). 30 

 31 
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 33 

 34 
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Figura 8. Sinalização de dano de dupla fita de DNA pela histona modificada γ-H2AX. 1 

 2 
A H2AX reconhece o dano de dupla fita de DNA, posteriormente sua serina 139 é fosforilada (γ-3 

H2AX) pelas ação das proteínas quinases Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM), desta forma, 4 

ocorre a sinalização deste dano e o recrutamento do sistema de reparo de dupla fita de DNA, 5 

ocorrente em duas vias: união das extremidades não homólogas e recombinação homóloga. 6 

Criado no Biorender. Fonte: próprio autor. 7 

 8 

Assim, a expressão de γ-H2AX está associada a dano de DNA podendo 9 

ser considerada um biomarcador para diferentes cânceres. Uma análise inserida 10 

na plataforma “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) realizada em 2016 por 11 

Rezaeian et al. mostrou que tumores de pulmão, mama, ovário, cabeça e 12 

pescoço, estômago, cólon-reto e fígado destacam-se pela expressão elevada do 13 

gene H2AX. Além disso, este gene vem sendo associado a carcinomas 14 

hepáticos (MATSUDA et al 2012) e uroteliais (CHEUNG et al. 2009), bem como 15 

a um pior prognóstico em pacientes portadores de câncer de mama triplo 16 

negativo (NAGELKERKE et al. 2015). 17 

Segundo Hoffmann & Schulz (2021), estudos que avaliam a relação das 18 

histonas com o CUB são escassos na literatura. Trabalhos do Instituto Nacional 19 

de Ciências Médicas, localizado em Kanagawa, Japão, indicaram que após 20 

administração de tratamentos com genotóxicos carcinogênicos relacionados 21 
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com o CUB, há um aumento da imunomarcação da histona γ-H2AX em células 1 

uroteliais de ratos na região nuclear, indicando a possibilidade desta proteína ser 2 

utilizada como marcador tumoral da neoplasia maligna de bexiga (SUZUKI et al. 3 

2020; YAMADA et al. 2020). Adicionalmente, ao realizar um estudo a respeito da 4 

exposição de aminas aromáticas utilizadas na agricultura japonesa, as quais 5 

estão relacionadas com a formação de quebra de fita dupla em células uroteliais 6 

de bexiga, Qi et al. (2020) identificaram uma forte marcação para a proteína γ-7 

H2AX pela técnica de imunofluorescência.  8 

Dentro deste cenário, as proteínas BCL-2 e γ-H2AX emergem como 9 

candidatas a biomarcadores devido à sua relevância nos processos de apoptose 10 

e reparo de DNA, respectivamente. Esses processos desempenham um papel 11 

crucial no ciclo celular, e suas alterações têm um impacto significativo na 12 

carcinogênese. 13 

  14 
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3. OBJETIVOS 1 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 2 

O objetivo do presente trabalho foi padronizar e analisar os perfis de 3 

imunomarcação das proteínas candidatas BCL-2 e γ-H2AX em amostras 4 

teciduais malignas da bexiga e relacioná-los a parâmetros prognósticos, 5 

principalmente invasão ao músculo e recidiva tumoral. 6 

 7 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  8 

● Levantar e organizar os dados dos pacientes portadores de 9 

tumores malignos da bexiga do Biorrepositório do Laboratório de 10 

Mutagênese e Oncogenética (LAMON); 11 

● Selecionar pacientes com e sem invasão à camada muscular e 12 

com e sem recidiva tumoral;  13 

● Analisar os prontuários e os questionários pessoais pertencentes 14 

aos pacientes selecionados;  15 

● Obter as amostras para realizar os cortes histológicos e 16 

confeccionar lâminas para seleção de tecido tumoral e não tumoral 17 

adjacente, e posterior análise do perfil de imunomarcação das 18 

proteínas candidatas;  19 

● Padronizar e analisar o perfil de imunomarcação das proteínas 20 

BCL-2 e γ-H2AX em amostras teciduais de pacientes portadores 21 

de CUB; 22 

● Correlacionar a imunomarcação das proteínas com parâmetros 23 

prognósticos, clínicos e de exposição ambiental, bem como em 24 

relação a idade e ao sexo; 25 

● Verificar o potencial das proteínas candidatas como marcadores de 26 

prognóstico para o CUB. 27 

  28 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 1 

4.1 SELEÇÃO DA AMOSTRA 2 

Foram selecionados 80 indivíduos a partir do banco de pacientes com 3 

CUB pertencente ao Laboratório de Mutagênese e Oncogenética (LAMON), 4 

obtidos por meio de uma parceria com o Hospital do Câncer de Londrina (HCL). 5 

Solicitou-se os blocos teciduais parafinados ao Setor de Patologia do HCL, que 6 

foram retirados mediante a autorização dos pacientes por meio da assinatura do 7 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comitê 8 

Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CAAE: 9 

47092521.2.1001.5231). Todos os pacientes responderam a um questionário 10 

pessoal fornecendo informações sobre exposição ambiental (exposição 11 

ocupacional, hábitos tabagista e etilista), clínicos (diabetes, hipertensão, 12 

medicamento de uso contínuo, histórico familiar de câncer), além de idade e sexo 13 

(Anexo V). Adicionalmente, coletou-se dados a partir dos prontuários médicos 14 

sobre o intervalo de tempo decorrido entre tumor primário e a primeira recidiva, 15 

grau tumoral, estadiamento, invasão muscular, número de recidivas e perfil 16 

imunohistoquímico da proteína p53. 17 

Os pacientes foram divididos em dois grupos: invasivos (n=19) e não 18 

invasivos (n=61) ao músculo. A partir das informações a respeito das recidivas 19 

tumorais, o grupo de pacientes “não invasivo ao músculo” foi subdividido em: 20 

“não invasivo sem recidivas” (n=24), “não invasivo com uma recidiva” (n=18) e 21 

“não invasivo com duas ou mais recidivas” (n=19) (Figura 9). 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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Figura 9. Divisão da amostra total nos grupos "invasivo" e "não invasivo". Composição dos subgrupos 1 
amostrais: "não invasivo sem recidiva", "não invasivo com uma recidiva" e "não invasivo com mais de uma 2 
recidiva. 3 

 4 
Foram selecionadas 80 amostras de CUB, que foram agrupadas de acordo com presença de 5 

invasão à camada muscular adjacente. Neste sentido foram compostos dois subgrupos: “não 6 

invasivo” e “invasivo”. Posteriormente, o grupo não invasivo foi subdividido de acordo com a 7 

presença de recidivas: “não invasivo sem recidiva”, “não invasivo com uma recidiva” e “não 8 

invasivo com mais de uma recidiva”. Criado no Canva. Fonte: próprio autor. 9 

 10 

4.2 CORTES DAS AMOSTRAS DE TUMOR DE BEXIGA INCLUÍDAS EM PARAFINA 11 

Os blocos teciduais foram cortados com auxílio de um micrótomo (Leica 12 

RM226, Leica, Wetzlar, ALE) em espessura de 6 micrômetros. Os cortes foram 13 

corados com hematoxilina e eosina e avaliados por médico patologista quanto a 14 

presença de tecido tumoral maligno e adjacente não tumoral em cada amostra. 15 

As amostras foram posteriormente cortadas e dispostas em lâminas silanizadas 16 

(StarFrost®, Knittel glass, Braunschweig ALE) para a realização da 17 

imunohistoquímica (IHQ).  18 

Ressalta-se que durante o processo de RTU, em que é retirado o tecido 19 

tumoral, não é realizada a raspagem do tecido normal adjacente. Por esse 20 

motivo, foram obtidas apenas 12 amostras teciduais não tumorais dos mesmos 21 

pacientes. 22 

 23 
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4.3. IMUNOHISTOQUÍMICA INDIRETA 1 

Foi utilizada a técnica de IHQ indireta segundo Pereira et al (2022), 2 

padronizada por nosso grupo de pesquisa, com algumas modificações 3 

referentes às temperaturas dos ciclos de recuperação antigênica. 4 

No primeiro dia realizou-se a recuperação antigênica, as lâminas foram 5 

submergidas em uma solução de acetato e citrato cujo pH é 6, posteriormente 6 

foram aquecidas em forno microondas Panasonic Junior Smart (Panasonic da 7 

Amazônia S/A, Manaus, A, BRA) durante quatro minutos à potência 80 W e duas 8 

vezes por cinco minutos à potência 60 W, atingindo uma temperatura média de 9 

96°C. Após atingir a temperatura ambiente, a solução de recuperação antigênica 10 

foi retirada e as lâminas foram lavadas em água corrente três vezes. As próximas 11 

etapas foram bloqueio da peroxidase endógena, seguida pela adição do tampão 12 

super block (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA).  13 

Os anticorpos primários anti-BCL-2 (Monoclonal, clone 124, código 14 

MA126233, Thermo Fisher Sicentific, Rockford, IL, EUA) e anti-γ-H2AX 15 

(Monoclonal, clone GT2311, código MA527753, Thermo Fisher Sicentific, 16 

Rockford, IL, EUA) foram acrescidos e incubados à 4°C overnight. No segundo 17 

dia ocorreu a incubação com o anticorpo secundário biotinilado durante 45 18 

minutos (Mouse/Rabbit HRP Abcam, Cambridge, MA, EUA). A coloração  das 19 

amostras foi feita mediante ao cromógeno 3,3'-diaminobenzidine (DAB) durante 20 

1 minuto, seguida pela contra coloração por hematoxilina durante 15 segundos. 21 

Foi realizada a padronização da diluição dos anticorpos BCL-2 e γ-H2AX 22 

em tecido de tonsila palatina (controle positivo de imunomarcação para ambas 23 

as proteínas) de acordo com instruções do fabricante. Utilizou-se cortes de 24 

amostra tecidual de tonsila palatina distribuídos em três lâminas nas seguintes 25 

diluições: BCL-2 1:50 (v/v; 𝛍l), BCL-2 1:100 (v/v; 𝛍l); γ-H2AX 1:100 (v/v; 𝛍l), γ-26 

H2AX 1:500 (v/v; 𝛍l), γ-H2AX 1:1000 (v/v; 𝛍l). Tais concentrações foram 27 

escolhidas para as baterias testes de diluição do anticorpo de acordo com suas 28 

bulas, considerando-se a concentração indicada pelo fabricante, bem como 29 

concentrações menores e maiores. Foi selecionada a concentração de 1:100 30 

(v/v; 𝛍l) para ambos os anticorpos após avaliação por médico patologista. 31 

Ressalta-se que após a incubação dos anticorpos e das demais soluções, foram 32 

realizadas lavagens dos cortes histológicos com água destilada e tampão salino-33 

fosfato (PBS).  34 
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Em todas as baterias foram realizados controles positivos (tecido de 1 

tonsila palatina) e negativos onde o anticorpo primário foi substituído por PBS. 2 

As lâminas foram analisadas por médico patologista especializado em IHQ 3 

utilizando uma classificação semiquantitativa em sistema de cruzes: marcação 4 

ausente (-), marcação fraca (+) e forte (+++). Foram avaliados tecido tumoral e 5 

não tumoral adjacente (quando presente), núcleo e citoplasma, além do infiltrado 6 

linfocitário (controle interno), em todas as amostras. Destaca-se que o tecido não 7 

tumoral adjacente avaliado consistiu apenas de tecido epitelial não tumoral 8 

presente nas amostras. Destaca-se que para a proteína BCL-2 o infiltrado 9 

linfocitário foi utilizado como controle positivo, pois quando presente (n=73) se 10 

mostrou sempre marcado (Figura 2). 11 

 12 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 13 

Com o intuito de avaliar diferenças entre médias de idades dos grupos 14 

amostrais foi realizado o teste T-student. Objetivando averiguar associações 15 

entre as imunomarcações de BCL-2 e γ-H2AX em relação a parâmetros 16 

prognósticos (tempo da primeira recidiva, grau tumoral e estadiamento 17 

patológico, imunomarcação de p53), parâmetros clínicos (diabetes, hipertensão, 18 

medicamento de uso contínuo e histórico familiar de câncer), de exposição 19 

ambiental (exposição ocupacional, hábitos tabagista e etilista), subgrupos 20 

amostrais (invasão muscular e recidiva tumoral), idade, sexo, bem como entre 21 

as proteínas, foram realizados os testes de Qui-quadrado e de Fisher. Possíveis 22 

correlações entre as variáveis foram analisadas pelo teste de correlação Tau-b 23 

de Kendall.  24 

Todas as análises foram realizadas no software IBM® SPSS® Statistics for 25 

Windows, versão 23.0.1 (IBM® Corp. Armonk N.Y. EUA), utilizando-se como 26 

nível de significância o valor de 5%.27 
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5 CAPÍTULO I 1 

 2 

Expressão tecidual de BCL-2 e γ-H2AX: investigação de associação com 3 
invasão muscular e recidiva tumoral em carcinoma urotelial de bexiga 4 

 5 

Resumo 6 

O carcinoma urotelial de bexiga (CUB) é uma neoplasia maligna do trato urinário 7 

de alta prevalência no mundo e que apresenta elevada taxa de recidiva tumoral. 8 

Sabe-se que o gene BCL-2 (BCL2 apoptosis regulator) codifica uma proteína 9 

mitocondrial que regula a morte celular programada por apoptose, enquanto o 10 

gene H2AX (H2A.X variant histone) codifica uma histona responsável por regular 11 

e sinalizar processos de instabilidade genômica. Objetivou-se realizar a análise 12 

dos perfis de imunomarcação das respectivas proteínas em 80 amostras 13 

teciduais de pacientes com tumores malignos de bexiga (19 invasivos e 61 não 14 

invasivos ao músculo) por imunohistoquímica (IHQ) e relacioná-los com 15 

prognóstico, principalmente recidiva tumoral e invasão muscular. Os resultados 16 

na amostra total demonstraram que a expressão de BCL-2 foi citoplasmática e 17 

ausente em metade das amostras (n=40), já em relação aos grupos amostrais, 18 

esta ausência de expressão foi prevalente tanto no grupo “invasivo” (52,6%) 19 

quanto no grupo “não invasivo” (49,2%). Em relação a γ-H2AX, foi observada 20 

expressão nuclear forte (41,7%), que predominou nas amostras invasivas 21 

(52,6%). O perfil de imunomarcação de ambas as proteínas não se mostrou 22 

associado à recidiva tumoral ou invasão muscular e não foram constatadas 23 

associações significativas em relação aos demais parâmetros prognósticos (grau 24 

tumoral, estadiamento patológico e imunohistoquímica de p53). Adicionalmente, 25 

não foram identificadas correlações significativas considerando-se as marcações 26 

de BCL-2 e γ-H2AX entre si no tecido tumoral (p=0,158). Conclui-se que as 27 

proteínas BCL-2 e γ-H2AX, apesar de possuírem expressão no tecido tumoral 28 

maligno, não se mostraram como marcadores de prognóstico nas presentes 29 

amostras, principalmente considerando-se invasão muscular e recidiva tumoral. 30 

 31 

Palavras-chaves: expressão proteica; reincidência tumoral; marcadores 32 

prognósticos. 33 

 34 
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Introdução  1 

O carcinoma urotelial de bexiga (CUB) é considerado o nono tipo de 2 

neoplasia maligna mais comum no mundo, e o décimo terceiro em mortalidade 3 

(GLOBOCAN, 2024). Estes tumores malignos são classificados em não invasivo 4 

ao músculo ou invasivo ao músculo, com a primeira classe apresentando uma 5 

taxa de ocorrência equivalente a 75% dos casos (POWLES et al. 2022). Uma 6 

elevada porcentagem dos pacientes com CUB não invasivo recidivam em 7 

apenas 1 ano e 31 a 78% em 5 cinco anos (SYLVESTER et al. 2006); além disso, 8 

podem evoluir para tumores invasivos em 10 a 20% dos casos, devido à 9 

micrometástases (RÜBENS et al. 1988). Esta elevada taxa de reincidência gera 10 

alterações na qualidade de vida dos indivíduos, uma vez que os tratamentos 11 

afetam a saúde física, psicológica e social (SMITH et al. 2018), ressaltando a 12 

necessidade de marcadores que possam predizer e alterar a conduta clínica dos 13 

pacientes. 14 

O processo de morte celular programada por apoptose é regulado por um 15 

grupo de proteínas denominado família BCL-2, cujos receptores são 16 

encontrados nas membranas mitocondriais (KRAJEWSKI et al. 1993). A proteína 17 

BCL2 apoptosis regulator (BCL-2) possui papel inibitório no processo de 18 

apoptose, pois impede a formação dos canais das proteínas BCL2 associated X 19 

apoptosis regulator (BAX) e BCL-2 antagonist-killer (BAK) na membrana 20 

mitocondrial externa e a liberação das enzimas citocromo C, inibindo a ativação 21 

das caspases (SCHENDEL et al. 1997; MIKHAILOV et al. 2001). Estudo 22 

envolvendo a proteína BCL-2 como marcador preditivo de resposta a tratamento 23 

em pacientes com CUB invasivo, demonstrou que a ausência de marcação foi 24 

indicativa de melhor resposta terapêutica (TURKER et al. 2019). 25 

A histona H2A variant histone (H2AX), é conhecida principalmente por 26 

desempenhar um papel central na sinalização de quebras de fita dupla no DNA 27 

(DSBs), recrutando proteínas do sistema de reparo. Ao se ligar nas regiões de 28 

DSBs induzidas por agentes genotóxicos, a serina 139 é fosforilada, passando 29 

a receber o nome de γ-H2AX (gamma-H2AX), sinalizando o local da lesão e 30 

recrutando proteínas de mecanismos de reparo de DNA específicos (ROGAKOU 31 

et al. 1998). Outra função de γ-H2AX está relacionada com a morte celular 32 

programada, uma vez que a persistência dos focos de γ-H2AX podem ser 33 

indicativos de dano persistente/irreparável ao DNA. Nesses casos, as células 34 
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podem entrar em apoptose e evitar a propagação de células danificadas. Assim, 1 

a expressão de γ-H2AX pode ser considerada um biomarcador para diferentes 2 

cânceres. Uma análise na plataforma “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) 3 

realizada em 2016 por Rezaeian et al., mostrou que tumores de pulmão, mama, 4 

ovário, cabeça e pescoço, estômago, cólon-reto e fígado destacam-se pela 5 

expressão elevada do gene H2AX. Além disso, a expressão da proteína γ-H2AX 6 

vem sendo associado a carcinomas hepáticos (MATSUDA et al. 2012) e 7 

uroteliais (CHEUNG et al. 2009), bem como a um pior prognóstico em pacientes 8 

portadores de câncer de mama triplo negativo (NAGELKERKE et al. 2015), tendo 9 

em vista que o aumento na expressão desta proteína indica quantidades 10 

significativas de quebras de dupla fita de DNA, que não são necessariamente 11 

são reparadas. 12 

A correlação entre as proteínas γ-H2AX e BCL-2 pode fornecer 13 

informações sobre os mecanismos subjacentes à resposta ao dano no DNA, à 14 

regulação da apoptose e à progressão da doença. É possível que a expressão 15 

de BCL-2 module a resposta celular a danos no DNA, afetando a eficiência dos 16 

mecanismos de reparo do DNA. A presença de altos níveis de BCL-2 poderia 17 

indicar uma supressão à morte celular por apoptose e promoção da 18 

sobrevivência celular, mesmo com danos no DNA, levando à instabilidade 19 

genômica e a maior progressão do câncer. Por isso, o equilíbrio da marcação de 20 

proteínas de resposta a danos ao DNA (mediado por γ-H2AX) e da inibição da 21 

morte celular por apoptose (mediada por BCL-2) podem estar refletindo o estado 22 

patológico das amostras com influência na sobrevivência e recorrência dos 23 

tumores de bexiga. 24 

Em células malignas de pulmão, foi observada superexpressão de BCL-25 

2, a qual prolongou a expressão de γ-H2AX em células expostas à radiação 26 

ionizante. Estes efeitos também foram observados em células tumorais de 27 

mama, demonstrando que a regulação negativa do reparo de dupla fita pela 28 

proteína BCL-2 não é específica para uma linhagem celular tumoral (WANG et 29 

al. 2008), ressaltando a relevância de se estudar as moléculas BCL-2 e γ-H2AX 30 

de forma conjunta em amostras tumorais malignas. 31 

 Considerando que a desregulação do ciclo celular, a inibição da morte 32 

celular programada e o aumento da instabilidade genômica consistem em 33 

processos de extrema importância no contexto da tumorigênese (HANAHAN, 34 
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2022), o presente estudo objetivou analisar os perfis de imunomarcação das 1 

proteínas BCL-2 e γ-H2AX em amostras teciduais de CUB, e correlacioná-los 2 

entre si e com parâmetros prognósticos, principalmente invasão à camada 3 

muscular e recidiva tumoral, na busca por marcadores candidatos para uso 4 

futuro nesta neoplasia maligna. 5 

 6 

Metodologia  7 

Seleção da amostra 8 

Amostras teciduais de CUB incluídas em parafina de 80 pacientes foram 9 

obtidas no setor de Patologia do Hospital de Câncer de Londrina (HCL). Todos 10 

os pacientes autorizaram a retirada do material e acesso aos dados clínico-11 

patológicos por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 12 

Esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo 13 

Seres Humanos (CAAE: 47092521.2.1001.5231). Adicionalmente, todos os 14 

pacientes responderam a um questionário pessoal fornecendo informações 15 

sobre exposição ambiental (exposição ocupacional, hábito tabagista e etilista) e 16 

parâmetros socioculturais (sexo e idade), clínicos (diabetes, hipertensão, 17 

medicamento de uso contínuo, histórico familiar de câncer). 18 

Os pacientes foram divididos em dois grupos amostrais: invasivo ao 19 

músculo (n=19) e não invasivo ao músculo (n=61). A partir das informações 20 

obtidas dos prontuários médicos, o grupo “não invasivo ao músculo” foi 21 

subdivido: sem recidiva (n=24), com uma recidiva (n=18) e com duas ou mais 22 

recidivas (n=19) (Figura 1). Além da presença e do número de recidivas, foram 23 

coletadas informações sobre o intervalo de tempo decorrido entre o tumor 24 

primário e a primeira recidiva, o grau tumoral, o estadiamento patológico e a 25 

expressão da proteína p53. 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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 1 

Figura 1. Divisão da amostra total de pacientes de CUB nos grupos "invasivo" e "não invasivo". Composição 2 
dos subgrupos amostrais: "não invasivo sem recidiva", "não invasivo com uma recidiva" e "não invasivo 3 
com mais de uma recidiva". 4 

 5 

Foram selecionadas 80 amostras de CUB, que foram agrupadas de acordo com invasão à 6 

camada muscular adjacente: “não invasivo” e “invasivo”. Posteriormente, o grupo não invasivo 7 

foi subdividido de acordo com a presença de recidivas: “não invasivo sem recidiva”, “não invasivo 8 

com uma recidiva” e "não invasivo com mais de uma recidiva”. Criado no Canva. Fonte: próprio 9 

autor. 10 

 11 

Dada a dificuldade na obtenção de tecidos adjacentes não tumorais de 12 

bexiga, foram analisadas 12 amostras dos mesmos pacientes, objetivando a 13 

descrição do perfil de expressão das proteínas BCL-2 e γ-H2AX nas 14 

proximidades do tumor maligno. Foi considerado como tecido adjacente não 15 

tumoral apenas o tecido epitelial de bexiga. 16 

 17 

Imunohistoquímica indireta (IHQ) 18 

As amostras teciduais embebidas em parafina foram cortadas em 19 

micrótomo (Leica RM226, Leica, Wetzlar, ALE) na espessura de 6 micrômetros 20 

e dispostas em lâminas silanizadas (StarFrost®, Knittel glass, Braunschg ALE). 21 

Posteriormente foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para avaliação 22 
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da presença de tecido tumoral maligno e/ou adjacente não tumoral para 1 

posteriores análises de imunomarcação. 2 

A IHQ foi realizada baseada em protocolo prévio estabelecido por nosso 3 

grupo de pesquisa (Pereira et al. 2022). Os anticorpos primários anti-BCL-2 4 

(Monoclonal, clone 124, código MA126233, Thermo Fisher Sicentific, Rockford, 5 

IL, EUA) e anti-H2AX (Monoclonal, clone GT2311, código MA527753, Thermo 6 

Fisher Sicentific, Rockford, IL, EUA) foram acrescidos na concentração de 1:100 7 

(v/v; 𝛍l) e incubados a 4°C overnight. Foi utilizado anticorpo secundário 8 

biotinilado conjugado com estreptavidina (Mouse/Rabbit HRP Abcam, 9 

Cambridge, MA, EUA) e coloração com 3,3'-diaminobenzidine (DAB) durante 1 10 

minuto, seguida pela contracoloração por hematoxilina durante 15 segundos. 11 

Amostras teciduais de tonsila palatina com expressão positiva para 12 

ambas as proteínas foram utilizadas na padronização da diluição dos anticorpos 13 

primários e posteriormente como controle positivo em todos os experimentos. 14 

Controles negativos de especificidade dos anticorpos primários foram realizados, 15 

onde estes foram substituídos por solução tampão salino-fosfato (PBS). Os 16 

experimentos foram realizados incluindo de 10 a 15 amostras tumorais de bexiga 17 

e uma de tecido de tonsila palatina por bateria de coloração.  18 

Todas as lâminas foram analisadas por médico patologista especializado 19 

em IHQ, que percorreu o campo total do corte tecidual (em aumento de 40X, 20 

microscópio Nikon eclipse E200) considerando: marcação ausente (-), fraca (+) 21 

e forte (+++). Foram avaliados tecido tumoral e não tumoral adjacente (tecido 22 

epitelial de bexiga), núcleo, citoplasma e infiltrado linfocitário (controle positivo 23 

interno). Ressalta-se que para a proteína BCL-2 o infiltrado linfocitário foi 24 

utilizado como controle positivo, pois quando presente (n=73) se mostrou sempre 25 

positivamente marcado (Figura 2). 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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Figura 2. Imunomarcação positiva para a proteína BCL-2 em infiltrado linfocitário de amostra 1 
tecidual maligna de paciente portador de CUB. 2 

 3 
Legenda: Infiltrado linfocitário positivamente marcado para BCL-2 em amostra tecidual de CUB. 4 

Aumento de 100x em microscópio em microscópio Leica, DM 2000. 5 

 6 

Análise estatística 7 

Com o intuito de avaliar diferenças entre médias de idades dos grupos 8 

amostrais foi realizado o teste T-student. Objetivando averiguar associações 9 

entre as imunomarcações de BCL-2 e γ-H2AX e os parâmetros prognósticos 10 

(tempo da primeira recidiva, grau tumoral, estadiamento patológico e 11 

imunohistoquímica de p53), clínicos (diabetes, hipertensão, medicamento de uso 12 

contínuo e histórico familiar de câncer), de exposição ambiental (exposição 13 

ocupacional, hábitos tabagista e etilista), os subgrupos amostrais (invasão 14 

muscular e recidiva tumoral), idade, sexo e entre as proteínas, foi realizado o 15 

teste do Qui-quadrado. Possíveis correlações entre as mesmas variáveis foram 16 

analisadas pelo teste de correlação Tau-b de Kendall.  17 

Todas as análises foram realizadas no software IBM® SPSS®  Statistics 18 

for Windows, versão 23.0.1 (IBM® Corp. Armonk N.Y. EUA), utilizando-se como 19 

nível de significância o valor de 5%. 20 

 21 



45 

Resultados 1 

Caracterização da amostra 2 

A amostra foi composta majoritariamente por homens (73,8%) e por 3 

indivíduos não fumantes (65,0%). A média de idade dos pacientes na amostra 4 

total (n=80) foi de 69,43±10,99 anos. Ao categorizar os grupos em “invasivo” 5 

(n=19) e “não invasivo” (n=61), as idades médias foram 71,79±9,34 e 6 

68,69±11,43, respectivamente, não apresentando diferença estatisticamente 7 

significativa (p=0,286).  8 

Em relação ao hábito tabagista, tanto no grupo “não invasivo” quanto no 9 

grupo “invasivo” houve prevalência de indivíduos não fumantes, não havendo 10 

associação do hábito tabagista (p=0,065), nem da idade com invasão muscular 11 

(p=0,768) (Tabela 1). 12 

Observou-se predominância de indivíduos não diabéticos (77,5%), 13 

hipertensos (61,3%), com históricos de uso contínuo de medicamentos (67,5%) 14 

e de câncer na família (55,0%), entretanto, estas variáveis também não foram 15 

estatisticamente associadas aos parâmetros invasão muscular e recidiva tumoral 16 

(Tabela 1). Não foi possível obter todos dados para a amostra completa, devido 17 

às informações faltantes em questionários e prontuários médicos. 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 
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Tabela 1. Caracterização da amostra total em relação aos parâmetros socioculturais e de 1 
exposição ambiental e associação com invasão muscular. 2 

 N 
Amostra 
total (%) n 

Não 
invasivo 

(%) n 
Invasivo 

(%) p n 

Sem 
recidiva 

(%) n 

Com 
recidiva 

(%) p 

Idade             

<65 20 25,0 16 80,0 4 20,0 
0,768 

7 35,0 13 65,0 
0,691 

≥ 65 60 75,0 45 75,0 15 25,0 24 40,0 36 60,0 

Sexo             

Mulher 21 26,2 16 76,2 4 23,8 
1,000 

5 23,8 16 76,2 
0,123 

Homem 59 73,8 45 76,3 15 23,7 26 44,1 33 55,9 

Tabagismo             

Não 52 65,0 43 82,7 9 17,3 
0,065 

21 40,4 31 59,6 
0,683 

Sim 28 35,0 18 64,3 10 35,7 10 35,7 18 64,3 

Ex-tabagismo             

Não 43 54,4 12 27,9 31 72,1 
0,381 

18 41,9 25 58,1 
0,602 

Sim 36 45,6 7 19,4 29 80,6 13 36,1 23 63,9 

Etilismo             

Não 6 42,9 4 66,7 2 33,3 
1,000 

4 66,7 2 33,3 
0,091 

Sim 8 57,1 5 62,5 3 37,5 1 12,5 7 87,5 
Exposição 
ocupacional   

          

Não  7 41,2 5 71,4 2 28,6 
0,622 

1 14,3 6 85,7 
0,134 

Sim  10 58,8 5 50,0 5 50,0 6 60,0 4 40,0 

Diabetes             

Não 62 81,3 48 77,4 14 22,6 
0,721 

24 38,7 38 61,3 
0,553 

Sim 14 18,7 12 85,7 2 14,3 4 28,6 10 71,4 

Hipertensão             

Não 27 35,5 19 70,4 8 29,6 
0,259 

9 33,3 18 66,7 
0,638 

Sim 49 64,5 40 81,6 9 22,2 19 38,8 30 61,2 
Medicamento de 
uso contínuo   

          

Não 23 29,9 17 73,9 6 26,1 
0,714 

6 26,1 17 73,9 
0,221 

Sim 54 70,1 42 77,8 12 22,2 22 40,7 32 59,3 
Histórico familiar 
de câncer    

          

Não 33 42,9 25 75,8 8 24,2 0,876 11 33,3 22 66,7 
0,497 

Sim 44 57,1 34 77,3 10 22,7  18 40,9 26 59,1 
Imunohistoquímica 
p53   

          

Marcação negativa 10 38,5 7 70,0 3 30,0 
1,000 

0 00,0 10 100,0 
0,121 

Marcação positiva 16 61,5 10 62,5 6 37,5 5 31,3 11 68,8 

Não foi possível obter dados de todos os parâmetros para a amostra completa. Os p valores são 3 

referentes aos testes de Qui-quadrado de exato de Fisher quando necessários. 4 

Imunomarcação das proteínas 5 

A imunomarcação da proteína BCL-2 foi observada sempre no citoplasma 6 

das células tumorais, enquanto a da histona γ-H2AX ocorreu sempre no núcleo 7 

(Figuras 3 e 4), não sendo observadas expressões das respectivas proteínas em 8 

outras localizações celulares. Nas amostras não tumorais adjacentes, a 9 

imunomarcação de BCL-2 e γ-H2AX foram predominantemente fraca (+) ou 10 

ausente (-) (dados não mostrados). 11 
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No que se refere ao tecido tumoral maligno, na amostra total a BCL-2 se 1 

mostrou não marcada em metade das amostras (n=40) (Figura 3). Já a 2 

imunomarcação da histona γ-H2AX (Figura 4) apresentou predominantemente a 3 

imunomarcação forte (+++) (41,7%). 4 

 5 

Figura 3. Perfis de imunomarcação da proteína BCL-2 em amostras teciduais de pacientes 6 
portadores de CUB. 7 

 8 
Legenda: Perfis de imunomarcação da proteína BCL-2 em amostras teciduais de CUB pela 9 
técnica de imunohistoquímica indireta. A) imunomarcação negativa para BCL-2. B) 10 
imunomarcação fraca (+) para BCL-2. C) Imunomarcação forte (+++) para BCL-2. As setas 11 
apontam as regiões de imunomarcação para a proteína BCL-2 em amostras teciduais malignas 12 
de bexiga urinária. Aumento de 100x em microscópio em microscópio Leica, DM 2000.  13 
 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 
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 1 

Figura 4. Perfis de imunomarcação da proteína γ-H2AX em amostras teciduais de pacientes 2 
portadores de CUB. 3 

 4 
Legenda: Perfis de imunomarcação da proteína γ-H2AX em amostras teciduais de CUB pela 5 
técnica de imunohistoquímica indireta. A) imunomarcação negativa para γ-H2AX. B) 6 
imunomarcação fraca (+) para γ-H2AX. C) Imunomarcação forte (+++) para γ-H2AX. As setas 7 
apontam as regiões de imunomarcação para a proteína γ-H2AX em amostras teciduais malignas 8 
de bexiga urinária. Aumento de 100x em microscópio em microscópio Leica, DM 2000. 9 
 10 

Ao considerar a subclassificação amostral em relação à invasão da 11 

camada muscular, observou-se que BCL-2 foi majoritariamente ausente em 12 

ambos os grupos, enquanto γ-H2AX apresentou uma marcação forte no grupo 13 

“invasivo” (52,6%) (Gráfico 1).  14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 



49 

Gráfico 1. Número de pacientes portadores dos perfis ausente, fraco e forte de imunomarcação 1 
para as proteínas BCL-2 e γ-H2AX na amostra total e nos grupos “não invasivo” e “invasivo”. 2 

 3 
Legenda: Gráfico de distribuição dos perfis de imunomarcação de BCL-2 e γ-H2AX na amostra 4 

total e nos grupos “não invasivo” e “invasivo”. 5 

 6 

Adicionalmente, não houve associação significativa entre os subgrupos 7 

amostrais quando foi considerada a presença de recidiva tumoral em relação aos 8 

perfis de imunomarcação de BCL-2 (p=0,652) e γ-H2AX (p=0,430) (Tabelas 2 e 9 

3). 10 

O teste Tau-b de Kendall revelou ausência de correlações significativas 11 

entre as imunomarcações de BCL-2 e γ-H2AX considerando: parâmetros 12 

prognósticos, grupos amostrais, fatores de risco ou proteínas entre si (p =0,158) 13 

(Tabelas 2 e 3).  14 

A análise de tais variáveis pelos testes do Qui quadrado e Exato de Fisher 15 

também não demonstraram associações significativas com nenhum dos 16 

parâmetros (Tabelas 2 e 3). 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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Tabela 2. Análises de associação e correlação do perfil de imunomarcação da proteína BCL-2 1 
em relação aos parâmetros socioculturais, de exposição e prognósticos em pacientes portadores 2 
de CUB. 3 

Parâmetros 
avaliados 

Ausência de 
marcação (%) 

Marcação 
fraca (%) 

Marcação 
forte (%) p2

 
p valor de 
Kendall  

Sexo       

Mulher 3 (42,9%) 7 (33,3%) 5 (23,8%) 
0,293 0,258 

Homem 31 (52,5%) 22 (37,3%) 5 (10,2%) 

Idade       

<65 11 (55,0%) 7 (35,0%) 2 (10,0%) 
0,812 0,545 

≥65 29 (48,3%) 22 (36,7%) 9 (15,0%) 

Diabetes      

Não 29 (46,8%) 23 (37,1%) 10 (16,1%) 
0,555 0,213 

Sim  9 (64,3%) 4 (28,6%) 1 (7,1%) 

Hábito tabagista      

Não 22 (42,3%) 22 (42,3%) 8 (15,4%) 
0,169 0,085 

Sim 18 (64,3%) 7 (25,0%) 3 (10,7%) 

Ex-tabagismo      

Não 21 (48,8%) 15 (34,9%) 7 (16,3%) 
0,603 0,458 

Sim 19 (52,8%) 14 (38,9%) 3 (8,3%) 

Hábito Etilista      

Não  2 (33,3%) 4 (66,7%) 0 (00,0%) 
0,467 1,000 

Sim  4 (50,0%) 2 (25,0%) 2 (25,0%) 
Exposição 
ocupacional      

Não  4 (57,1%) 1 (14,3%) 2 (28,6%) 
0,078 1,000 

Sim  4 (40,0%) 6 (60,0%) 0 (00,0%) 

Hipertensão      

Não 16 (59,3%) 8 (29,6%) 3 (11,1%) 
0,391 0,188 

Sim  21 (42,9%) 20 (40,8%) 7 (14,3%) 
Medicação de uso 
contínuo      

Não 12(52,2%) 8 (34,8%) 3 (13,0%) 
0,946 0,741 

Sim  26 (48,1%) 20 (37,0%) 7 (13,0%) 
Histórico familiar de 
câncer      

Não  19 (57,6%) 9 (27,3%) 5 (15,2%) 
0,454 0,427 

Sim  20 (45,5%) 18 (40,9%) 6 (13,6%) 
Imunohistoquímica 
p53      

Negativo 5 (50,0%) 3 (30,0%) 2 (20,0%) 
0,757 0,954 

Positivo 7 (43,8%) 7 (43,8%) 2 (12,5%) 

Grau      

Baixo 21(51,2%) 16 (39,0%) 4 (9,8%) 
0,536 0,518 

Alto 18 (47,4%) 13 (34,2%) 7 (18,4%) 
Estadiamento 
patológico      

pTa 16 (50,0%) 14 (43,8%) 2 (06,3%) 
0,488 0,812 pT1 10 (47,6%) 8 (38,1%) 3 (14,3%) 

≥pT2 11 (55,0%) 5 (25,0%) 4 (20,0%) 

Invasão       
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Não  30 (49,2%) 23 (37,7%) 8 (13,1%) 
0,878 0,906 

Sim 10 (52,6%) 6 (31,6%) 3 (15,8%) 

Recidiva       

Não  17 (54,8%) 11 (35,5%) 3 (09,7%) 
0,652 0,402 

Sim  23 (46,9%) 18 (36,7%) 8 (16,3%) 

N° recidiva      

0 17 (54,8%) 11 (35,5%) 3 (09,7%) 
0,877 0,539 1 12 (46,2%) 9 (34,6%) 5 (19,2%) 

>1 11 (47,8%) 9 (39,1%) 3 (13,0%) 
tempo da primeira 
recidiva      

0  16 (54,8%) 11 (35,5%) 3 (09,7%) 

0,778 0,883 
Até seis meses 8 (38,1%) 9 (42,9%) 4 (19,0%) 

Até 1 ano 9 (64,3%) 3 (21,4%) 2 (14,3%) 

Até 5 anos 7 (46,7%) 6 (40,0%) 2 (13,3%) 

Grupos amostrais       

Invasivo 10 (52,6%) 6 (31,6%) 3 (15,8%) 

0,987 0,891 

Não invasivo sem 
recidiva 13 (54,2%) 8 (33,3%) 3 (12,5%) 

Não invasivo 1 
recidiva 8 (44,2%) 7 (38,9%) 3 (16,7%) 

Não invasivo +1 
recidiva 9 (47,4 %) 8 (42,1%) 2 (10,5%) 

Resultados obtidos pelos testes de Qui-quadrado, exato de FIsher e Tau-b de Kendall com nível 1 

de significância fixado em 5% 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 
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Tabela 3. Análises de associação e correlação do perfil de imunomarcação da proteína γ-H2AX 1 
em relação aos parâmetros socioculturais, de exposição e prognósticos em pacientes portadores 2 
de CUB. 3 

Parâmetros 
avaliados 

Ausência de 
marcação (%) 

Marcação 
fraca (%) 

Marcação 
forte (%) p2 

p valor de 
Kendall  

Sexo       

Mulher 6 (31,6%) 2 (10,5%) 11 (57,9%) 
0,110 0,320 

Homem 16 (30,2%) 18 (34,0%) 19 (35,8%) 

Idade     
  

<65 5 (27,8%) 5 (27,8%) 8 (44,4%) 
0,949 0,750 

≥65 17 (31,5%) 15 (27,8%) 22 (40,7%) 

Diabetes    
  

Não 15 (27,8%) 13 (24,1%) 26 (48,1%) 
0,223 0,096 

Sim  6 (42,9%) 5 (35,7%) 3 (21,4%) 

Hábito tabagista    
  

Não 13 (27,7%) 12 (25,5%) 22 (46,8%) 
0,478 0,261 

Sim 9 (36,0%) 8 (32,0%) 8 (32,0%) 

Ex-tabagismo    
  

Não 11 (27,5%) 9 (22,5%) 20 (50,0%) 
0,320 0,211 

Sim 11 (35,5%) 10 (32,3%) 10 (32,3%) 

Hábito Etilista    
  

Não 1 (25,0%) 1 (25,0%) 2 (50,0%)  

0,714 

 

0,502 

Sim  3 (60,0%) 0 (0,00%) 2 (40,0%) 
Exposição 
ocupacional    

  

Não 2 (66,7%) 0 (0,00%) 1 (33,3%) 
0,709 0,434 

Sim 2 (22,2%) 4 (44,4%) 3 (33,3%) 

Hipertensão    
  

Não 7 (31,8%) 5 (22,7%) 10 (45,5%) 
0,956 0,966 

Sim  14 (30,4%) 12 (26,1%) 20 (43,5%) 
Medicação de uso 
contínuo    

  

Não 9 (45,0%) 4 (20,0%) 7 (35,0%) 
0,243 0,167 

Sim  12 (24,5%) 14 (28,6%) 23 (46,9%) 
Histórico familiar de 
câncer    
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Não  8 (27,6%) 9 (31,0%) 12 (41,4%) 
0,577 0,896 

Sim  14 (35,0%) 8 (20,0%) 18 (45,0%) 
Imunohistoquímica 
p53    

  

Negativo 2 (25,0%) 4 (50,0%) 2 (25,0%) 
0,419 0,681 

Positivo 7 (46,7%) 3 (20,0%) 5 (33,3%) 

Grau    
  

Baixo 7 (20,0%) 12 (34,3%) 16 (45,7%) 
0,197 0,224 

Alto 14 (38,9%) 8 (22,2%) 14 (38,9%) 
Estadiamento 
patológico      

pTa 6 (21,4%) 9 (32,1%) 13 (46,4%) 
0,188 0,911 pT1 10 (50,0%) 5 (25,0%) 5 (25,0%) 

≥pT2 4 (21,1%) 5 (26,3%) 10 (52,6%) 

Invasão       

Não  17 (32,1%) 16 (30,2%) 20 (37,7%) 
0,518 0,347 

Sim 5 (26,3%) 4 (21,1%) 10 (52,6%) 

Recidiva       

Não  7 (22,6%) 10 (32,3%) 14 (45,2%) 
0,430 0,338 

Sim  15 (36,6%) 10 (24,4%) 16 (39,0%) 

N° recidiva      

0 7 (22,6%) 10 (32,3%) 14 (45,2%) 
0,737 0,279 1 8 (33,3%) 6 (25,0%) 10 (41,7%) 

>1 7 (41,2%) 4 (23,5%) 6 (35,3%) 
tempo da primeira 
recidiva    

  

0  7 (23,3%) 10 (33,3%) 13 (43,3%) 
0,052 0,905 Até seis meses 9 (52,9%) 4 (23,5%) 4 (23,5%) 

Até 1 ano 1 (09,1%) 1 (09,1%) 9 (81,8%) 

Até 5 anos 5 (35,7%) 5 (35,7%) 4 (28,6%)   

Grupos amostrais       

Invasivo 5 (26,3%) 4 (21,1%) 10 (52,6%) 

0,822 0,918 

Não invasivo sem 
recidiva 6 (25,00%) 8 (33,3%) 10 (41,7%) 

Não invasivo 1 
recidiva 5 (31,3%) 5 (31,3%) 6 (37,5%) 

Não invasivo +1 
recidiva 6 (46,2%) 3 (23,1%) 4 (30,8%) 

Resultados obtidos pelos testes de Qui-quadrado, exato de Fisher e Tau-b de Kendall com nível 1 

de significância fixado em 5% 2 

 3 

Discussão  4 

O presente estudo avaliou as proteínas BCL-2 e γ-H2AX como possíveis 5 

candidatas a marcadores em amostras teciduais de pacientes com CUB e obteve 6 

como resultados principais: ausência de marcação para a proteína antiapoptótica 7 

BCL-2 em metade das amostras e predominância de perfil forte da proteína de 8 

sinalização de danos de dupla fita de DNA γ-H2AX, com ausência de associação 9 
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significativa para ambas as proteínas em relação a parâmetros prognósticos e 1 

fatores de risco (idade, sexo e exposição ambiental). Quando foram 2 

considerados subgrupos amostrais baseados em invasão a camada muscular e 3 

recidiva tumoral, também não foram observadas associações significativas. Até 4 

o momento, não encontramos dados na literatura que tenham investigado a 5 

imunomarcação de γ-H2AX em relação aos parâmetros grau tumoral, 6 

estadiamento patológico e tempo decorrido entre o tumor primário e a primeira 7 

recidiva em amostras de CUB, sendo este trabalho pioneiro na investigação 8 

destes indicadores prognósticos. 9 

A presente amostra foi composta na sua maioria por indivíduos do sexo 10 

masculino e com média de idade superior a 65 anos de idade, o que corrobora 11 

com dados prévios da literatura (MA et.al., 2023). Além disso, a idade não foi 12 

associada à recorrência tumoral, entretanto em estudo realizado por Lobo et al. 13 

(2024) a partir de informações de indivíduos acometidos por CUB não invasivo 14 

depositadas em bancos de dados foi identificada uma associação significativa 15 

entre idade superior a 81 anos e recidiva tumoral.  16 

Apesar do tabagismo ser um fator de risco reconhecido para o CUB 17 

(WOJTCZYK-MIASKOWSKA & SCHLICHTHOLZ, 2019), a frequência de 18 

indivíduos fumantes foi baixa neste estudo, sendo cerca de três vezes menor do 19 

que a descrita nos estudos de Tanabe et al. (2023) e Nasr et al. (2023). Não 20 

foram observadas associações significativas entre a invasão muscular em 21 

relação ao tabagismo, o que pode ser uma consequência do reduzido número 22 

de pacientes com esta característica. 23 

Além disso, o presente trabalho não observou resultados significativos 24 

entre a imunomarcação de BCL-2 e o hábito tabagista. Daryanto et al. (2022) 25 

identificou diferença significativa na expressão deste fator antiapoptótico em 26 

grupos de ratos Wistar expostos e não expostos ao cigarro, indicando que este 27 

tipo de exposição ambiental pode induzir um aumento da expressão de BCL-2, 28 

auxiliando na tumorigênese de bexiga. Pourebrahimi et al. (2022) não 29 

observaram associação significativa entre idade e expressão da BCL-2, mas 30 

observaram que a imunomarcação desta proteína foi significativamente maior 31 

em mulheres. Cheung et al. (2009) também não encontraram associação 32 

significativa entre a expressão de γ-H2AX e a idade. O presente trabalho 33 

corrobora com estes estudos, pois não foram identificadas associações ou 34 
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correlações significativas entre a imunomarcação de ambas as proteínas e a 1 

idade dos pacientes. 2 

Segundo o “The Human Protein Atlas”, para dados obtidos de 11 amostras 3 

de pacientes com CUB, a expressão de BCL-2 é ausente, enquanto γ-H2AX 4 

encontra-se expressa nestes tumores malignos, de maneira que os resultados 5 

do presente estudo estão de acordo com os depositados. Ainda segundo este 6 

banco de dados, ambas as proteínas apresentam baixa especificidade tecidual, 7 

além de apresentarem imunomarcação de intensidade intermediária em tecido 8 

normal de bexiga urinária. No presente estudo, foram observadas marcações 9 

fracas ou ausentes nas amostras não tumorais adjacentes avaliadas, o que pode 10 

refletir o fato dos tecidos adjacentes não serem considerados biologicamente 11 

normais nem malignos, podendo já apresentar um perfil tecidual distinto. 12 

Adicionalmente, os resultados corroboram os descritos por Goyal et al. 13 

(2014), Jahed et al. (2016) e Mostafaee et al. (2021), Pourebrahimi et al. (2022) 14 

que também utilizaram a metodologia de IHQ e não observaram correlações 15 

significativas entre a imunomarcação de BCL-2 e os parâmetros de 16 

estadiamento patológico e grau tumoral. Ressalta-se que o tamanho amostral 17 

destes estudos foi similar ao do presente trabalho (n=71 amostras), com exceção 18 

do último estudo (n=30 amostras), o que pode indicar que de fato a expressão 19 

de BCL-2, proteína de inibição da apoptose, não estaria associada a estes 20 

indicadores prognósticos em CUB. Já Basnipar et al. (2013) identificaram 21 

associação significativa desta mesma proteína com estadiamento patológico em 22 

amostra de 84 pacientes. 23 

Estudos realizados pelo Instituto Nacional de Ciências da Saúde, no 24 

Japão, avaliaram camundongos expostos a compostos genotóxicos e 25 

carcinogênicos como Beta-benzilaminonorepinefrina (BBN), ácido 2-26 

nitrobenzóico (2-NA), Fenetil Isotiocianato (PEITC), uracil, melamine (YAMADA 27 

et al., 2020) e 1-amino-2,4-dibromoanthraquinone (ADBAQ), fenacetina (PNC), 28 

N-nitrosodifenilamina (NDPA), o-fenilfenato de sódio (SOPP) e ácido 11-29 

aminoundecanóico (AUDA) (SUZUKI et al., 2020). Após o tratamento, os tecidos 30 

de bexiga foram analisados por IHQ, revelando aumento de marcação da γ-31 

H2AX nas células uroteliais dos animais, assim como a presença de hiperplasia 32 

urotelial e infiltrado linfocitário. Desta forma, os autores concluíram que o 33 

aumento na expressão desta proteína poderia estar relacionado com o início do 34 
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processo da carcinogênese de bexiga, sugerindo seu uso para detecção precoce 1 

de CUB em indivíduos expostos a compostos carcinogênicos e genotóxicos.  2 

No câncer de mama, o aumento na expressão da histona γ-H2AX foi 3 

associado a alto grau, tumor com tamanho elevado e comprometimento 4 

linfonodal (VARVARA et al. 2019), bem como a um pior prognóstico em subtipo 5 

triplo negativo (NAGELKERKE et al. 2015). Em câncer de ovário, por outro lado, 6 

sua elevada expressão foi indicativa de melhor sobrevivência (SARAVI et 2020). 7 

Assim, a literatura mostra a importância da γ-H2AX como biomarcador em 8 

diferentes modelos tumorais, podendo indicar bom ou mau prognóstico, 9 

destacando resultados conflitantes. Apesar disso, não observamos correlações 10 

significativas entre os parâmetros prognósticos e a imunomarcação de γ-H2AX.  11 

No presente estudo, objetivou-se ainda comparar e dividir a amostra 12 

quanto à invasão da camada muscular e presença de recidivas tumorais, para 13 

verificar se as proteínas investigadas poderiam ter alguma influência sobre estes 14 

eventos, porém não foram observados resultados significativos. Basnipar et al. 15 

(2013) identificaram associação positiva entre imunomarcação de BCL-2 e 16 

invasão muscular, constatando uma imunomarcação positiva mais frequente nos 17 

tumores invasivos, e sugerindo que a presença da BCL-2 no microambiente 18 

tumoral estaria associada a maior risco de invasão muscular. Em relação às 19 

recidivas tumorais, a literatura não apresenta associações significativas 20 

considerando-se a proteína BCL-2 (AJILI et al. 2012). Uma correlação negativa 21 

entre recidiva tumoral e imunomarcação de γ-H2AX foi observada por Cheung 22 

et al. (2009) em 60 pacientes acometidos por CUB não invasivo de baixo grau. 23 

Porém, em nosso estudo, esta proteína não se mostrou diretamente relacionada 24 

com invasão tecidual ou reincidência tumoral.  25 

 26 

Conclusão 27 

Os resultados do presente estudo indicam que as proteínas BCL-2 e γ-28 

H2AX, apesar de possuírem expressão no tecido tumoral maligno, e em 29 

intensidades distintas, não se mostraram marcadores eficazes de prognóstico. 30 

Este estudo foi pioneiro na investigação do perfil de imunomarcação de γ-H2AX 31 

em relação aos parâmetros prognósticos grau tumoral, tempo decorrido entre a 32 

o tumor primário e a primeira recidiva, bem como em relação ao estadiamento 33 
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patológico, e demonstrou que ambas as proteínas parecem não estar 1 

diretamente envolvidas nos processos de invasão tecidual ou reincidência 2 

tumoral maligna da bexiga. 3 

 4 
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 1 

 2 

MATERIAL SUPLEMENTAR 3 

Tabela 1. Imunomarcações de proteínas BCL-2 e γ-H2AX no grupo amostral “invasivo”. 4 

 BCL-2 γH2AX 

 

Tecido não 
tumoral 

adjacente 

Tecido 
tumoral 

Infiltrado 
linfocitário 

Tecido não 
tumoral adjacente 

Tecido 
tumoral 

Infiltrado 
linfocitário 

BX105 x - x x + x 

BX142 x - x x - x 

BX147 x + + x ++ x 

BX155 x + x x + + 

BX156 x ++ +++ x ++ + 

BX159 x ++ + x ++ - 

BX183 x + ++ x - ++ 

BX190 x - ++ x - ++ 

BX194 x - ++ x ++ ++ 

BX213 x - + x ++ x 

BX216 x - + - - x 

BX222 - - + - ++ + 

BX238 x - + - +++ x 

BX278 x - + - + + 

BX288 - - x - + + 

BX325 x - + x ++ x 

BX331 x + ++ x ++ x 

BX332 x ++ + x - x 

BX342 x + ++ x ++ x 

Legenda: x indica a ausência do tecido tumoral adjacente ou do infiltrado linfocitário, - indica 5 

ausência de imunomarcação, + indica imunomarcação fraca, ++ imunomarcação intermediária e 6 

+++ imunomarcação forte. 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 
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 1 

 2 

Tabela 2. Imunomarcações de proteínas BCL-2 e γ-H2AX no grupo amostral “não invasivo sem 3 

recidiva”. 4 

 BCL-2 γH2AX 

 

Tecido não 
tumoral 

adjacente 

Tecido 
tumoral 

Infiltrado 
linfocitário 

Tecido não 
tumoral adjacente 

Tecido 
tumoral 

Infiltrado 
linfocitário 

BX08 x + + x + + 

BX148 x - x x - + 

BX151 x - ++ x + x 

BX160 x + + x + - 

BX165 x + ++ x + ++ 

BX203 x - + x - + 

BX206 + - ++ x - + 

BX215 x ++ ++ x ++ + 

BX225 x + ++ x ++ + 

BX240 x - ++ ++ + ++ 

BX241 x ++ ++ x ++ - 

BX244 x - + x - - 

BX245 x ++ + x - - 

BX248 x - ++ x - ++ 

BX250 x - + x ++ + 

BX257 x - ++ x ++ - 

BX258 x + +++ x ++ - 

BX265 x - + x ++ + 

BX285 x - + x ++ - 

BX293 x + ++ x ++ ++ 

BX295 x + ++ x + - 

BX314 x - ++ x ++ - 

BX315 x - ++ x - + 

BX317 x + ++ x + - 

Legenda: x indica a ausência do tecido tumoral adjacente ou do infiltrado linfocitário, - indica 5 

ausência de imunomarcação, + indica imunomarcação fraca, ++ imunomarcação intermediária e 6 

+++ imunomarcação forte. 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 
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 1 

 2 

Tabela 3. Imunomarcações de proteínas BCL-2 e γ-H2AX no grupo amostral “não invasivo com 3 

uma recidiva” 4 

 BCL-2 γH2AX 

 

Tecido não 
tumoral 

adjacente 

Tecido 
tumoral 

Infiltrado 
linfocitário 

Tecido não 
tumoral adjacente 

Tecido 
tumoral 

Infiltrado 
linfocitário 

BX146 x + ++ x ++ + 

BX170 x + + x + + 

BX176 x - +++ x + + 

BX177 x - +++ x ++ - 

BX178 x + ++ x + + 

BX181 x + ++ x + - 

BX185 x - + x - - 

BX187 x - x x ++ - 

BX188 x +++ x x ++ + 

BX193 x - x x   

BX196 x - x x + ++ 

BX204 x - ++ x - - 

BX210 x ++ ++ x - + 

BX242 x + + x - - 

BX249   x x - - 

BX259 x + ++ x ++ + 

BX296 x ++ ++ x ++ + 

BX312 x + + x - - 

Legenda: x indica a ausência do tecido tumoral adjacente ou do infiltrado linfocitário, - indica 5 

ausência de imunomarcação, + indica imunomarcação fraca, ++ imunomarcação intermediária e 6 

+++ imunomarcação forte. 7 

 8 
 9 
 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 
 23 
 24 
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 1 
 2 
 3 
Tabela 4. Imunomarcações de proteínas BCL-2 e γ-H2AX no grupo amostral “não invasivo com 4 
mais de uma recidiva”. 5 

 BCL-2 γH2AX 

 

Tecido não 
tumoral adjacente 

Tecido 
tumoral 

Infiltrado 
linfocitário 

Tecido não 
tumoral adjacente 

Tecido 
tumoral 

Infiltrado 
linfocitário 

BX153 x - + x ++ - 

BX154 x + x x - - 

BX158       

BX166 x - ++ x - ++ 

BX171 x + +++ x - + 

BX175 x - + x ++ + 

BX186 x + + x +++ ++ 

BX198 x ++ + x + - 

BX205 x - + x - - 
BX207 x + ++ x - ++ 

BX254 x + ++ x - - 
BX276 + + ++ - ++ ++ 

BX277 x - ++ x + - 
BX283 x - ++ x + + 

BX322 x - ++    

BX323 x - +++    

BX327 x ++ ++    

BX328 x - x    

BX339 x + ++    

Legenda: x indica a ausência do tecido tumoral adjacente ou do infiltrado linfocitário, - indica 6 

ausência de imunomarcação, + indica imunomarcação fraca, ++ imunomarcação intermediária e 7 

+++ imunomarcação forte. 8 

  9 
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6 CONCLUSÕES FINAIS  1 

● A amostra foi composta principalmente por homens e por indivíduos não 2 

fumantes, com média de idade de 69,43±10,99 anos. 3 

● Nas células tumorais, os perfis de imunomarcação de BCL-2 e γ-H2AX 4 

foram citoplasmático e nuclear, respectivamente.  5 

● As amostras não tumorais adjacentes apresentaram imunomarcação 6 

fraca ou ausente para ambas as proteínas.  7 

● O infiltrado linfocitário foi utilizado como controle interno para a 8 

imunomarcação de BCL-2, pois encontrava-se sempre marcado e com 9 

forte expressão da proteína.  10 

● Na amostra total observou-se ausência de marcação para a proteína 11 

antiapoptótica BCL-2 em metade das amostras analisadas; 12 

● O perfil de imunomarcação de γ-H2AX na amostra total foi tanto na 13 

amostra total, como no grupo “invasivo”. 14 

● Não houve associação significativa entre os subgrupos amostrais, 15 

considerando-se presença ou não de invasão muscular ou recidivas 16 

tumorais, em relação aos perfis de imunomarcação de BCL-2 ou γ-H2AX. 17 

● Observou-se ausência de associações ou correlações significativas entre 18 

os perfis de imunomarcação de ambas as proteínas e os parâmetros 19 

prognósticos ou os fatores avaliados.  20 

● As proteínas avaliadas não se mostraram bons marcadores para o 21 

prognóstico do CUB em relação às amostras malignas de bexiga do 22 

presente estudo, principalmente em relação à invasão da camada 23 

muscular e recidiva tumoral. 24 

 25 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 26 

Pretende-se, em estudos futuros, caracterizar o infiltrado linfocitário nas 27 

amostras estudadas, uma vez que este se mostrou presente na maioria dos 28 

pacientes e pode ter implicações prognósticas importantes com potencial de 29 

aplicação clínica. 30 

 31 

 32 

 33 
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9. ANEXOS  

ANEXO I 

Figura 6. Resumo dos principais conceitos sobre o CUB urinária. 

 

FONTE: elaborado pelo próprio autor.
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ANEXO II 

 



80 
 

ANEXO III  
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ANEXO IV 
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ANEXO V 

Laboratório de Mutagênese e Oncogenética (LAMON) - UEL 

                                                                                   Código 
n°____________________ 

  

HISTÓRICO PESSOAL: 
1- Registro Institucional: Hospital do Câncer de Londrina                          

  
 
2- Sexo: Masculino ( )  Feminino ( ) 
 
3- Idade: ____________ 
 
4- Data de nascimento: ____ /____ /_____ 
 
5- Local de nascimento: 

___________________________________UF:____________ 
 
6- Local de residência: Cidade: 

_____________________________UF:____________ 
Rua: 

__________________________________________n°___________________
__ 

Telefone: _________________ e-mail: 
______________________________________ 

  
7- Sua moradia é na zona rural ou urbana? 
( ) RURAL   ( )URBANA 
 
8- Há quanto tempo reside neste local?  

__________anos__________meses. 
 
9- 

Profissão:_______________________________________________________
____ 

 
10- Grau de instrução: 
Ensino Fundamental (antigo 1º grau)        incompleto ( )   completo 

( ) 
Ensino Médio (antigo 2º grau)                incompleto ( )   completo 

( ) 
Ensino Superior/Graduação                       incompleto ( )   completo 

( ) 
Pós Graduação                                        incompleto ( )   completo 

( ) 
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Curso Técnico                                            incompleto ( )   completo 
( ) 

  
11- A qual grupo étnico você pertence ? 
Negro (   )    Caucasiano (   )       Asiático (   )     Indígena (   )   

 Outros  (   ) 
 
12- Ancestralidade (assinalar e descrever) 
( ) Europeia (qual 

?)____________________________________________________ 
( ) Africana (qual ?) 

____________________________________________________ 
( ) Indígena (qual 

?)____________________________________________________ 
( ) Oriental (qual 

?_____________________________________________________ 
(    ) Mestiça (qual 

?)_____________________________________________________ 
               
13- Informações dos familiares do indivíduo: 
Nome completo do 

pai:___________________________________________________ 
Nome da 

mãe:_________________________________________________________ 
  
Tamanho da irmandade (incluindo você): 
Total:______________________                                

Vivos:_______________________ 

  

14 - Você possui algum irmão gêmeo idêntico? 

( ) SIM   ( ) NÃO  

  

Histórico de exposição relacionado ou não ao trabalho: 

15- Você já se expôs a algum destes agentes/substâncias listados abaixo 
em seu trabalho ou em alguma outra atividade que exerce ? 

Se SIM, por quanto tempo e há quanto tempo foi 
isso:__________________________ 

Derivados de petróleo 

(querosene, gasolina, solventes etc.)                                                        
(     ) SIM   (      ) NÃO 

Tintas e/ou corantes                                                                                   
(     ) SIM   (      ) NÃO 
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Compostos usados em Indústrias têxteis ou de tecelagem                      
(     ) SIM    (     ) NÃO 

Praguicidas e/ou herbicidas                                                                       
(     ) SIM   (     ) NÃO 

Radiação                                                                                                     
(     ) SIM   (     ) NÃO 

Metais pesados (Chumbo, Níquel, Cromo, etc...)                                      
(     ) SIM   (     ) NÃO 

Substâncias usadas no processamento de madeira                                 
(    ) SIM     (     ) NÃO 

Substâncias usadas na indústria de papel ou celulose                             
(    ) SIM     (     ) NÃO 

Substâncias usadas em Mineração                                                           
(    ) SIM     (     ) NÃO 

Substâncias usadas na indústria de calçados ou curtume                        
(    ) SIM     (     ) NÃO 

Substâncias usadas em Metalurgia                                                           
(    ) SIM     (     ) NÃO 

Substâncias usadas em Usina de açúcar ou álcool                                  
(    ) SIM     (     ) NÃO 

Substâncias usadas em processamento de Plástico ou borracha            
(    ) SIM     (     ) NÃO 

Sol  __________________________________________________ (    ) 
SIM     (     ) NÃO 

Se SIM, especifique tempo e período do 
dia:__________________________________ 

Outras substâncias químicas ou agentes físicos                             (    ) 
SIM     (     ) NÃO 

Se SIM, 
especifique:_____________________________________________________ 

  

16- Você utiliza ou utilizava equipamentos de proteção individual 
(máscaras, luvas, óculos, chapéu, roupas apropriadas, protetor solar etc.):  (
 ) SIM   ( ) NÃO 
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Histórico Tabagista: 

17- Você fuma atualmente?  (  ) SIM   ( ) NÃO 

18- Se SIM, qual a quantidade de cigarros que fuma por dia? 

( ) menos de meio maço   ( ) de meio a um maço   ( ) mais de 
um maço 

19- Se NÃO, já foi fumante? Há quanto tempo parou de fumar? 

( ) nunca fumei                                             

parei de fumar há ( ) 0-5 anos     ( ) 5-10 anos                      (
 ) mais de 10 anos 

20- Você convive ou conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas 
que fumam? 

( ) SIM   ( ) NÃO 

Histórico de Etilismo: 

21- Você consome bebidas alcoólicas? ( ) SIM   ( ) NÃO 

22- Se SIM, que tipo de bebida alcoólica você costuma consumir? 

( ) Destiladas   ( ) Não-destiladas   ( ) Outras   ( ) Ambas 

23- Quanto você costuma beber por semana? 

( ) até 1 copo  ( ) de 2 a 5 copos  ( ) de 6 a 10 copos  ( ) 
mais de 10 copos 

 24- Se já parou há quanto tempo não consome mais esta bebida? 

( ) 0-5 anos   ( ) 6-10 anos   ( ) mais de 10 anos 

25- Quanto você costumava beber por semana? 

( ) até 1 copo  ( ) de 2 a 5 copos  ( ) de 6 a 10 copos  ( ) 
mais de 10 copos 

26- Durante a sua vida, já consumiu ou consome alguma bebida 
diariamente por mais de 6 meses continuamente? 

( ) SIM   ( ) NÃO 

 

 

Histórico de Saúde: 
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27- Nos últimos 2 anos você tomou algum medicamento diariamente? 
(   ) SIM   (   ) NÃO   ( ) NÃO SABE 
Se SIM, especifique: 
(   ) Hormônio                           (   ) Anti-inflamatório                      (    ) 

Analgésicos 
(   ) Anti-hipertensivos              (   ) Anabolizantes                    (    ) 

Imunossupressores 
(   ) Multivitaminicos                 (   ) Antibióticos                               (    

) Antianêmicos 
(   ) Tranquilizantes                   (    ) Vitaminas                                 (    ) 

Antifúngicos 
(   ) Antialérgicos                       (    ) Tranquilizantes                        (    ) 

Antiarrítmicos 
 ( ) 

Outros:________________________________________________________ 

 

  

28- Você tem: 
A - Alguma lesão na pele?         ( ) SIM   ( ) NÃO  
B - Verrugas?                          ( ) SIM   ( ) NÃO  
C - Gastrite?                           ( ) SIM   ( ) NÃO  
D - Catarata?                               ( ) SIM   ( ) NÃO  
E - Micose?                                             (            )   SIM (             )NÃO  
Se sim, qual? 

---__________________________________________________________ 
 
F – Diabetes?                             ( ) SIM   ( ) NÃO  
G – Hipertensão arterial?        ( ) SIM   ( ) NÃO  
H – Doença cardiovascular?   ( ) SIM   ( ) NÃO  
I – Osteoporose?                       ( ) SIM   ( ) NÃO  
J- Anemia?                                 ( ) SIM   ( ) NÃO  
L- Sopro?                                    ( ) SIM   ( ) NÃO  
M- Hepatite?                               ( ) SIM   ( ) NÃO  
Outros problemas ( )           Qual: ________________________ 

  

29- Você já foi submetido a algum tipo de cirurgia? 
( ) SIM   ( ) NÃO  
Se SIM, especifique: 

Tipo:________________________________Ano:____________ 

  

30- Você já foi submetido a algum tipo de transplante? 
( ) SIM   ( ) NÃO                   Se SIM, especifique: 
( ) Rim    ( ) Fígado (     ) Pulmão  ( ) Coração 

 (    ) Córnea         ( ) Medula 
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( ) 1 vez   ( ) 2 vezes   ( ) 3 vezes 
Qual a data do 

transplante:_______________________________________________ 

  

31- Você já recebeu transfusão sanguínea? 
( ) SIM   ( ) NÃO                Quantas?  

____________________________________ 
  
32-   Você tem antecedentes de câncer em sua família?              ( ) SIM   

( ) NÃO  
  
33- Em casos de câncer na família, qual era o vínculo de parentesco? 
( ) Pai        (    ) Mãe      ( ) Filho      (    ) Tio        (

 ) Primo     (    ) Outro 
Se OUTRO, especifique: 

_________________________________________________ 
  
34- Qual foi a localização do tumor? 

Especifique:_____________________________ 

  

                                                Dados relacionados ao câncer 
35- Tipo histológico: 
(  ) carcinoma urotelial                                  (  ) carcinoma 

de células escamosas 
(  ) carcinoma de células pequenas        ( ) adenocarcinoma 
( ) outros 
  
37- Você já foi tratado anteriormente devido a algum tipo de câncer? 
(    ) SIM   (    ) NÃO  
Se SIM, especifique o tipo: 

_____________________________________________ 
  

Histórico Alimentar: (refira-se somente aos hábitos frequentes): 
39- Você se alimenta apenas de vegetais? (     ) SIM   ( ) NÃO  
40- Você come carne?                           (     ) SIM   (         ) NÃO  
  

41- Se SIM, com que frequência você come as carnes listadas abaixo: 

  1-2 
dias/semana 

3-4 
dias/semana 

5-6 
dias/semana 

  

diariam
ente 
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Carne 
bovina 

        

Peixe         

Frang
o 

        

Porco         

Outros         

 


