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RESUMO

O carcinoma urotelial de bexiga (CUB) é uma neoplasia maligna do trato urinario
de alta prevaléncia no mundo e que apresenta elevada taxa de recidiva tumoral,
acometendo principalmente individuos do sexo masculino. No entanto, esta
doencga carece de marcadores capazes de predizer recidiva e agressividade
tumoral. Sabe-se que o gene BCLZ2 apoptosis regulator (BCL-2) codifica uma
proteina que atua na regulagdo da morte celular programada, processo alterado
no desenvolvimento de tumores malignos. Ja o gene H2A variant histone (H2AX)
codifica uma histona responsavel pela sinalizagao de danos a dupla fita do DNA,
que contribui no recrutamento de fatores de reparo e pode influenciar ainda na
formacao de neoplasias malignas. Dentro deste contexto, objetivou-se realizar a
analise do perfil de imunomarcacdo destas duas proteinas em 80 amostras
teciduais de pacientes portadores de CUB (19 invasivos e 61 ndo invasivos ao
musculo) e relaciona-los com parametros progndsticos (tempo da primeira
recidiva, imunohistoquimica de p53, estadiamento, grau tumoral), clinicos
(diabetes, hipertensdo, medicamento de uso continuo, historico familiar de
cancer) e de exposicdo ambiental (exposicdo ocupacional, habitos tabagista e
etilista), além de idade e sexo. As amostras “n&o invasivas” foram subdivididas
em subgrupos: sem recidiva (n=24), com uma recidiva (n=18) e com mais de
uma recidiva (n=19). A analise da expressao das proteinas BCL-2 e y-H2AX foi
realizada por meio da técnica de imunohistoquimica (IHQ) indireta,
considerando-se marcagao fraca e forte. A analise estatistica foi realizada por
meio dos testes do Qui-quadrado e Tau-b de Kendall (IBM® SPSS® Statistics
for Windows, versao 23.0.1). O conjunto amostral foi composto principalmente
por homens (73,8%) e individuos ndo fumantes (65,0%), com média de idade de
69,43+10,99 anos. Tecidos nao tumorais adjacentes foram avaliados como
padrao de comparagao, onde observou-se imunomarcagao fraca para BCL-2 e
ausente para y-H2AX, na maioria das amostras. Em relagdo ao tecido tumoral
maligno, foi possivel observar que a marcagao de BCL-2 ocorreu no citoplasma
e foi ausente em metade das amostras (n=40), apresentando uma maior
frequéncia no grupo amostral invasivo (52,26%). Em relagdo a imunomarcagéao
da y-H2AX, foi observada expressdao exclusivamente nuclear e
predominantemente forte (+++) nas amostras invasivas (52,6%). N&o foram
constatadas associagdes significativas entre a imunomarcacao no tecido tumoral
em relagdo aos parametros prognosticos, socioculturais, clinicos ou exposigéao
ambiental. Adicionalmente, ndo foram identificadas correlagbes significativas
considerando-se as marcagdes de BCL-2 e y-H2AX entre si (p=0,158). Conclui-
se, com base no presente estudo, que as proteinas BCL-2 e y-H2AX emergem
como candidatas a biomarcadores para o CUB por sua expressdo no tecido
tumoral, mas que nas amostras do presente estudo ndo se mostraram



associadas ao prognostico da doenga, em especial a invasdao da camada
muscular ou a presencga de recidiva tumoral.

Palavras-chave: Carcinoma urotelial de bexiga; progndstico; reincidéncia
tumoral; imunohistoquimica
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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 y-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 y-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 y-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 y-H2AX together (p=0.158). Based
on the present study, it is concluded that BCL-2 and y-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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INTRODUGAO

The Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) realizou em 2024 um
levantamento da incidéncia do carcinoma urotelial de bexiga (CUB), sendo este
classificado como o nono tipo de cancer mais comum no mundo e o décimo
terceiro com maior mortalidade no mesmo ano. Além disso, estima um aumento
de 6,8% dos casos de CUB até 2025 (GLOBOCAN, 2022). O Instituto Nacional
do Cancer (INCA) estimou que até 2025 havera 11370 casos novos para 0s anos
2023 e 2024 de CUB no Brasil, sendo 650 somente no estado do Parana (INCA,
2022).

O CUB apresenta como principal sintoma a hematuria indolor, presenca
de sangue na urina, seja ela macroscépica ou microscopica (KHADRA et al.
2000). Desta forma, quando identificada, o primeiro exame a ser realizado
mediante esta suspeita é a cistoscopia. Caso o resultado seja indicativo de CUB,
€ realizada uma ressecgao transuretral deste tumor, através da qual € possivel
averiguar o estadiamento e a invasividade tumoral (NICE GUIDANCE, 2017).
Além destes, podem ser realizados a analise citolégica da urina e exames de
imagens que irdo identificar respectivamente, alteragdes nas células do trato
urinario e massas teciduais plausiveis de serem malignas ou benignas
(NATIONAL COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2021).

A proteina GATA binding protein 3 (GATA3) € considerada um
biomarcador de tumor de bexiga invasivo ao musculo, e sua elevada expressao
indica aumento de sobrevida e diminuicdo de risco de recidiva (WANG et al.
2019). Outra proteina também consolidada como biomarcador desta neoplasia
maligna é a citoqueratina 20 (CK20), a qual é recorrente em casos de tumores
papiliferos de bexiga ndo invasivos de baixo grau, entretanto ndo ha uma relagao
com a recidiva (ALSHEIKH et al. 2001).

Ao relacionar a imunomarcagao de proteinas como a GATAS3, pode-se
iniciar o tratamento precoce e mais adequado ao estadiamento e invasividade
do tumor, cessando ou diminuindo a possibilidade de uma recidiva e, por
conseguinte, elevando a taxa de sobrevida do individuo.

Dentro deste contexto, as proteinas BCL2 apoptosis regulator (BCL-2) e
H2A variant histone (H2AX) responsaveis, respectivamente, por inibir a morte
celular por apoptose (KERR et al. 1972) e sinalizar danos de dupla fita de DNA

(ROGAKOU et al. 1998), estdo associadas a caracteristicas importantes para o
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processo de carcinogénese, como imortalidade replicativa e instabilidade
genbmica (HANAHAN, 2022). Dadas as caracteristicas destas moléculas, bem
como a alta prevaléncia dos tumores de bexiga no Brasil e no mundo, em ambos
0S Sexos, e sua alta taxa de recidiva com intensa comorbidade aos pacientes, a
investigacao de proteinas candidatas na busca por novos marcadores de
prognoéstico possui uma grande relevancia cientifica e foi objeto de investigacao

do presente estudo.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DA BEXIGA URINARIA

A bexiga urinaria € um 6rgéo elastico que se localiza posteriormente a
sinfise pubica e tem como fungdo armazenar a urina (DANGELO & FATTINI,
2011). Composta principalmente por musculo detrusor que impede o refluxo
urinario, é dividida em trés regides: fundo da bexiga, corpo da bexiga e colo da
bexiga (MOORE et al. 2019).

Composta por uma camada de epitélio de transicdo, que fica em contato
com o lumen, uma extensa area de feixes musculares e por tecido conjuntivo
frouxo e denso, neste esta contida a lamina prépria (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2017). (Figura 1).
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Figura 1. Fotomicroscopia de luz de corte histolégico de tumor maligno da bexiga corado por
hematoxilina e eosina, focado no tecido ndo tumoral adjacente.

ﬂ
Epitélio de transi¢cao

1N _/
: :) Lamina propria )

Tecido conjuntivo

Vaso sanguineo

—/

Nesta imagem é possivel identificar o epitélio de transi¢éo e o tecido conjuntivo em amostra ndo
tumoral adjacente da bexiga. No tecido conjuntivo destaca-se a lamina prépria importante para
o estadiamento patolégico do CUB. Aumento de 20x em microscopio em microscépio Leica, DM

2000. Criado no Biorender. Fonte: Préprio autor

2.2 CARCINOMA UROTELIAL DE BEXIGA
2.2.1 Defini¢do e epidemiologia

O CUB consiste em um conjunto de enfermidades nas quais as células da
bexiga urinaria apresentam o ciclo celular alterado, e se proliferam de forma
exacerbada e descontrolada (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Como
mutacdes ou silenciamento do gene telomerase reverse transcriptase (TERT)
podem ser citadas (RACHAKONDA et al. 2013), ja que este transcrito de
proteina homénima é responsavel por alongar os teldbmeros, impedindo o
envelhecimento celular e permitindo que a célula continue se dividindo
(BLACKBURN, 1998).

O carcinoma de células transicionais € o principal tipo de neoplasia de
bexiga urinaria. Em menos de 1% dos casos, os tumores de tal 6rgdo séo
classificados como carcinomas de células pequenas, carcinomas
espinocelulares e adenocarcinomas, sendo estes dois ultimos quase sempre
invasivos ao musculo (INSTITUTO ONCOGUIA, 2020).
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Saginala et al, 2020, por meio da analise dos dados de epidemiologia do
CUB armazenados na plataforma GLOBOCAN, averiguaram que este consiste
no décimo tipo de neoplasia maligna mais comum mundialmente (Figuras 2 e 3),
e que seus indices em homens e mulheres equivalem respectivamente a
9.6/100000 e 2.4/100000. Esta discrepancia ainda nao foi completamente
elucidada pela literatura, sendo parcialmente explicada pela prevaléncia do
habito tabagista em homens, fator de risco mais relevante para o
desenvolvimento da doenga (FREEDMAN et al. 2011).

Figura 2. Mapa mundial de distribuicao de pacientes do sexo masculino portadores de tumores
malignos de bexiga.

. 16.0-324 I Not applicable

B 81-160 No data

B a2-81
27-42
00-27

As cores mais escuras marcam os locais com maiores concentragdes de individuos afetados.

Fonte: GLOBOCAN (2024)
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Figura 3. Mapa mundial de distribuicdo de pacientes do sexo feminino portadores de tumores
malignos de bexiga.
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As cores mais escuras sao indicadoras de maiores concentragdes de individuos afetados.

Fonte: GLOBOCAN (2024)

Em relagado as estimativas de 2020 para a populacéo brasileira, estimou-
se 11370 casos de neoplasia de bexiga urinaria, sendo 7870 em homens e 3500
em mulheres, consistindo no sétimo cancer mais comum (Figura 4) em
individuos brasileiros do sexo masculino com exceg¢ao do cancer de pele nao
melanoma (Instituto Nacional de Cancer, 2022). Entretanto, ele é
frequentemente diagnosticado como ndo invasivo ao musculo em homens,
enquanto as mulheres sao acometidas, em sua maioria, pelo subtipo invasivo
(FAJKOVIC et al. 2011), além de apresentarem maior indice de metastase
(RADKIEWICZ et al. 2020).
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Figura 4. Descricao da quantidade e porcentagem referentes aos 10 canceres mais comuns
entre individuos brasileiros do sexo masculino.

Localizagao Primaria Casos Novos %
Prostata 71730 300
Colon e Reto 21970 92
Traqueia, Brénquio e Pulmao 18.020 7,
Estémago 13.340 56
Cavidade Oral 10.900 46
Esdfago 3.2 34

i ;mlc—_ ........................................ ) ;__ - 3—3.

_L;ri:ge ........................................ 35: ...... . _
Linfoma nao Hodgkin 6.420 27
Figado 6.390 27
Todas as Neoplasias, exceto pele nac melanoma 239430 100.0
Todas as Neoplasias 341350

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

2.2.2 Classificagdo, prognostico e tratamento

Os tumores de bexiga sao divididos em dois grupos: nao invasivo ao
musculo e invasivos ao musculo (Anexo I; Figura 5), sendo que o primeiro possui
células tumorais restritas a mucosa, enquanto no segundo tais células invadem
as camadas musculares mais profundas da parede da bexiga urinaria e podem

levar a ocorréncia das lesdes metastaticas (FLAIG et al. 2020)
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Figura 5. Esquema demonstrando as diferencgas entre tecido ndo tumoral adjacente, tumor de
bexiga invasivo ao musculo e ndo invasivo a musculatura por coloragdo com hematoxilina-
eosina.

_____________

VS Vaso sanguineo
i\ M Mdasculo

| T

o7 it

i LP Lémina propria
! Tecido

' TC  conjuntivo

O CUB é classificado de acordo com a invasao a camada muscular adjacente, sendo estes tipos
de tumores denominados CUB n&o invasivo ao musculo e CUB invasivo ao musculo. a) foto de
corte histolégico de tumor de bexiga corado por hematoxilina-eosina, evidenciando a regido nao
tumoral adjacente, em que é possivel observar o epitélio de transi¢do, lamina propria e tecido
conjuntivo de maneira estratificada, entretanto este tecido possui caracteristicas unicas. b) foto
de corte histoldgico de tumor invasivo ao musculo corado por hematoxilina-eosina, na qual é
possivel identificar algumas células musculares rodeadas por células tumorais. c) foto de corte
histoldgico de tumor ndo invasivo ao musculo corado por hematoxilina-eosina, em que é possivel
observar apenas células tumorais e vasos sanguineos. Aumento de 10x em microscopio em

microscopio Leica, DM 2000. Criado no Biorender. Fonte: Proprio autor

As neoplasias ndo invasivas ao musculo compdem cerca de 75% dos
casos de CUB, por outro lado, 15% dos pacientes com tumor invasivo ao
musculo sédo diagnosticados primeiramente com CUB n&o invasivo ao musculo
(POWLES et al. 2022). Ressalta-se que os tumores n&o invasivos ao musculo
apresentam taxa de recidiva aproximada de 50 a 70% e podem evoluir para
tumores invasivos em 10 a 20% dos casos, devido a micrometastases (RUBENS
et al. 1988).

Em relagdo ao prognostico sdo utilizados os parametros estadiamento

TNM (Tumor, Nodulo, Metastase) (Tabela 1) e grau tumoral, os quais indicam a
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invasdo do tumor nas camadas da bexiga urinaria bem como seu ritmo de
progressdo (ONTARIO HEALTH, 2021). Os estadios referentes as
caracteristicas tumorais Tis, Ta e T1 indicam respectivamente tumor confinado
na mucosa, carcinoma urotelial ndo invasivo ao musculo localizado na camada
superficial da parede da bexiga urinaria e tumor invadindo a lamina propria
(Figura 6) (ULBRIGHT et al 2016; BABJUK et al. 2022). Parametros T2, T3 e T4,
por sua vez, indicam as seguintes caracteristicas: invasdo da musculatura
adjacente, invasao do tecido perivesical e invasdo de 6rgédos genitais ou da
parede pélvica ou abdominal (Figura 6) (ULBRIGHT et al. 2016; LENIS et al.
2020; ZHAN et al. 2022).

Figura 6. Esquematizagéo dos estadios Tis, Ta, T1, T2, T3 e T4 referentes ao CUB, segundo a
classificagdo TNM.

A classificagdo TNM diz respeito ao tamanho tumoral, presenca de células tumorais nos nédulos
e presenga de metastases. Os estadios Tis, Ta e T1 sao referentes ao CUB néo invasivo, sendo
o Tis indicativo de carcinoma in situ, confinado a mucosa. Por outro lado, os estadios T2, T3 e
T4 indicam a presenga de um tumor de bexiga invasivo, sendo o estadio T4 indicativo de invaséo

em orgaos adjacentes como a prostata. Fonte: Préprio autor. Criado no Biorender.
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O estadiamento patolégico, abrange ainda, informacbes sobre os
linfonodos adjacentes e metastase a distancia, os quais sdo denominados de N
e M respectivamente (Tabela 1). O primeiro € classificado como Nx, sem acesso
aos linfonodos proximos ao tumor, NO, linfonodos adjacentes sem metastase,
N1, metastase em apenas um linfonodo, N2, metastase em varios linfonodos
adjacentes e N3, presenca de metastase em linfonodos iliacos. No que diz
respeito ao parametro M, suas classes sao M0, sem metastases distantes, M1a,
auséncia de linfonodos regionais e M1b, metastases distantes (UNION FOR
INTERNATIONAL CANCER CONTROL, 2017).

O grau tumoral esta relacionado ao ritmo de progressdao do tumor,
podendo ser classificado em alto e baixo. O primeiro refere-se aos tumores de
elevada progressao e rapido crescimento, por outro lado, os tumores de baixo

grau apresentam crescimento e progressao lentos (ONTARIO HEALTH, 2021).
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Tabela 1. Resumo das descri¢gdes dos estadiamentos tumorais: caracteristicas do tumor, dos

linfonodos regionais e metastases (classificagdo TNM).

Tabela de estadiamentos tumorais
Nome Caracteristicas

Ta Tumor confinado na mucosa
Tis Carcinoma in situ ou carcinoma urotelial ndo invasivo ao musculo
T Invasao da lamina prépria
T2 Invasao da musculatura adjacente
T2a Invasdo da camada superficial do musculo
T2b Invasédo das camadas mais profundas do musculo
T3 Invasao do tecido perivesical
T3a Invaséao identificada microscopicamente
T3b Invasdo identificada macroscopicamente, invade a massa
extravesical
T4 Invasao de 6rgaos e tecidos proximos
T4a Invasao de utero, estroma prostatico, vesicula seminal ou vagina.
T4b Invasao da parede pélvica ou da parede abdominal
Nx Sem acesso aos linfonodos préximos ao tumor
NO Linfonodos adjacentes sem metastase
N1 Metastase em apenas um linfonodo
N2 Metastase em varios linfonodos adjacentes
N3 Presenca de metastase em linfonodos iliacos
MO Sem metastases distantes
M1a Auséncia de linfonodos regionais
M1b Metastases distantes

Os canceres séo classificados de acordo com o TNM, que indica o tamanho tumoral, presenca
de células tumorais em nédulos linfaticos e de metastase. Fonte: adaptado de Union for

International Cancer Control (2017).

Os tratamentos do CUB variam de acordo com o estadiamento tumoral.
Neste sentido, neoplasias de bexiga ndo invasivas ao musculo de estadiamentos
Ta e T1, sado tratadas por meio de ressecgéo transuretral (RTU) (NATIONAL
COLLABORATING CENTRE FOR CANCER, 2015; TASKOVSKA et al. 2020).
Esta técnica, além de ser considerada um tratamento, € utilizada no diagndstico
e identificagdo dos estadiamentos e graus tumorais, de maneira a permitir a
intervengdo precoce em caso de tumores T1 de alto grau, desde que na
amostragem haja margem de tecido muscular (KIM & PATEL, 2020). Caso esta

seja feita de maneira incompleta, o tumor pode recidivar de forma mais
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agressiva, evoluindo para um tumor invasivo estadiamento T2 ou maior, sendo,
portanto, necessario realizar uma RTU secundaria (BRAUSI et al. 2002)

Apos a realizagdo da RTU sio feitas sessdes de quimioterapia ou de
terapia Bacillus Calmette-Guérin (BCG), sendo o melhor tratamento escolhido
mediante as caracteristicas da neoplasia, bem como de seus estadiamentos
(SANGUEDOLCE et al. 2021). Estabeleceu-se que pacientes acometidos por
tumores de bexiga n&o invasivos e de risco baixo respondem melhor a
quimioterapia vesical, enquanto aqueles portadores de tumores n&o invasivos de
alto risco apresentam uma boa resposta com BCG e os de risco intermediario
podem ser tratados com ambas as terapias (SHORE et al. 2021).

A cistectomia radical, retirada total da bexiga urinaria, € indicada em casos
de pacientes com tumores invasivos, podendo ser associada a quimioterapia
neoadjuvante, de maneira a evitar sua recidiva e aumentar a taxa de
sobrevivéncia (JUE et al. 2021).

2.2.3 Fatores de risco

O CUB tem como um de seus principais fatores de risco o habito
tabagista, o qual aumenta o risco em torno de 50 a 60%, além de conferir
aumento da mortalidade (FREEDMAN et al. 2011). Sua relagdo com o
desenvolvimento de neoplasias depende do género, idade em que iniciou e
quantidade de cigarros consumidos por dia (THUN et al. 2013). Ressalta-se que
a continuidade deste habito promove o0 aumento da probabilidade de ocorréncia
de CUB invasivo ao musculo; contudo, sua interrupcéo dentro de 10 anos torna-
se um fator de protecdo (BARBOSA et al. 2018; JAHRREIS et al. 2020).

Outro ponto a ser discutido em relagdo ao consumo de cigarro é a
metabolizacdo da nicotina, a qual ativa os receptores beta-adrenérgico e
acetilcolina nicético, responsaveis por ativar as vias de transducéo relacionadas
a progressao tumoral e resisténcia ao tratamento, além de estarem relacionados
com mutagbes em genes de reparo de DNA (WOJTCZYK-MIASKOWSKA &
SCHLICHTHOLZ, 2019).

A exposicdo ocupacional a compostos como aminas aromaticas e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (tintas, solventes, metais entre outros)
constitui outro importante fator de risco ao desenvolvimento desta neoplasia
maligna (KOGEVINAS et al. 2003). Em Sheffield, Inglaterra, foi realizada uma
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pesquisa que relatou que 62% dos pacientes com CUB atendidos pelo Royal
Hallamshire Hospital tiveram contato com carcindgenos como metais pesados,
produtos derivados de gas, 6leo e tintas (REED et al. 2020).

Em mulheres que apresentaram menopausa precoce, os hormdnios
esteroides estdo associados a influéncia positiva quanto a carcinogénese de
bexiga, principalmente em fumantes (ABUFARAJ et al. 2020). Ja os horm&nios
masculinos podem ativar o receptor da Glutationa-S-transferase, atuantes na
metabolizacdo dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, tornando este
processo mais eficiente em homens do que em mulheres, desta forma,
fornecendo um fator de protecdo aos homens (KARAGAS et al. 2005; JANISCH
et al. 2019).

Inflamagdes crdnicas ou que perdurem por um longo periodo aumentam
o risco de desenvolvimento, invasao e metastase das neoplasias malignas de
bexiga urinaria, contudo, elas também podem atuar como fator de protecao ao
induzirem resposta imune contra as células tumorais e/ou elimina-las (HUANG
et al. 2020).

2.3 PROTEINAS CANDIDATAS
2.3.1 BCL-2

A apoptose foi definida por Kerr et al. (1972), como uma morte celular com
caracteristicas morfoldgicas especificas, como redug¢ao do volume celular, agcao
das caspases e fragmentagao da cromatina. Ela é vital para a regulagao do ciclo
celular e esta relacionada a manutengcéo da homeostase, embriogénese, e morte
de células infectadas e/ou danificadas (KROEMER et al. 2009; KONIG et al.
2019). Modificagbes das vias apoptéticas, portanto, podem acarretar doencgas
autoimunes, cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer. Ressalta-se que as
vias moleculares pelas quais estas alteragcdes ocorrem nao séo totalmente claras
(SINGH et al. 2019).

A familia BCL-2 é composta por reguladores de apoptose podendo
apresentar tanto atuacgao inibitéria, como da proteina BCL-2, ou ativadora, como
da proteina BCL-2 associated X apoptosis regulator (BAX) (KORSMEYER et al.
1993). Existem dois tipos de apoptose, sendo uma denominada extrinseca, ou
via receptora, e outra denominada intrinseca, ou via mitocondrial. Esta ultima é
regulada pela acédo da familia BCL-2 (GLAB et al. 2020).
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Nas membranas mitocondriais estdo localizados o0s receptores
especificos para cada membro da familia BCL-2. Os receptores para as
proteinas BAX e BCL-2 antagonist-killer (BAK) est&o inseridos, respectivamente,
nas membranas externa e interna. Quando estas proteinas séo ativadas, alteram
a oligomerizacdo das membranas mitocondriais, modificando, portanto, sua
permeabilidade (WEI et al. 2001). Formam, por conseguinte, um canal que
permite a saida da enzima citocromo C, do espaco intermembranas mitocondrial
para o citoplasma, fazendo com que a morte celular seja iniciada por meio da
ativacdo das caspases citoplasmaticas, grupo de enzimas capazes de clivar
outras proteinas, além de acarretar a perda de DNA mitocondrial (KLUCK et al.
1997).

A proteina BCL-2 possui duas isoformas denominadas BCL-2a e BCL-2[3,
0 primeiro é tido como antiapoptético e o segundo ainda nao foi totalmente
caracterizado. A isoforma BCL-2a liga-se a proteina BAX (Figura 7), de maneira
a impedir sua oligomerizagdo e, por conseguinte, a ocorréncia da apoptose
(ALBERTS et al. 2017).
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Figura 7. Mecanismo de inibicdo da via apoptética intrinseca pela proteina BCL-2.

_® (.,‘() Liberacao do
® = citocromo C

n
>

@® ¢

Ativacao das
/ caspases 9, 3
e7 \

Sobrevivencia
celular

Na figura é possivel observar a ligacao entre as proteinas BAX e BCL-2 de modo a inibir a
formacao do canal pelo qual ocorre a saida de citocromo C e a ativagédo das caspases 9,3 e 7,
assim tais enzimas ndo realizam o processo de desintegracdo nuclear e fragmentagdo do
citoplasma, por conseguinte, a morte celular ndo ocorre. Criado no Biorender Fonte: Proprio

autor.

A inibigao continua da apoptose é considerada chave no desenvolvimento
tumoral, tendo em vista que as células passam a ser imortais, proliferando
constantemente e promovendo o crescimento do tumor (KERR et al. 1972).
Desta forma, ja foi observada a superexpressao de BCL-2 em diversos tipos de
neoplasias malignas, sendo o respectivo gene classificado como oncogene, que
tem sido alvo de estudos para o desenvolvimento de tratamentos no cancer
(CHAUDHARY et al. 1999).

Em estudo realizado por Nakopoulou et al (1998) envolvendo pacientes
com CUB, foi identificado um aumento da expressdo de BCL-2 em individuos
acometidos por tumores de baixo grau. Ressalta-se que BCL-2 é encontrada em
estudos realizados a partir de culturas de células de CUB, indicando que estas
in vivo expressam tal proteina (LONG et al. 2019). Ocorre, ainda, diminuicdo da

expressao de BCL-2 em culturas de células tumorais de bexiga quando tratadas
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com acido galico, indicando uma redugao do processo inibitério da apoptose
(ZENG et al. 2020).

Um estudo envolvendo a BCL-2 como marcador preditivo de resposta a
tratamento neoadjuvante com cisplatina, indutora de aductos no DNA, de forma
a induzir morte celular, e cistectomia radical, retirada total da bexiga urinaria, em
pacientes com CUB invasivo, indicou que 38% dos tumores apresentaram uma
imunomarcacéao positiva. Contudo, ao acompanhar os pacientes envolvidos na
pesquisa por cinco anos, observou-se que pacientes cuja expressdo de BCL-2
foi negativa, apresentaram uma resposta melhor a esta combinagao terapéutica
(TURKER et al. 2019).

Dae et al. (2022), avaliando cultura de células e tratamento para o CUB,
mediante a aplicacao de diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata,
observaram reducao da expressao de BCL-2 e aumento da expressao de BAX.
Dessa forma, evidenciaram uma maior probabilidade de sucesso terapéutico,

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

2.3.2 yH24X
Danos de DNA quando nao reparados pelo sistema de reparo celular,
tornam-se mutagdes. Sua taxa de ocorréncia de forma espontdanea em
determinado sitio de um cromossomo varia entre 10® a 10" por ciclo de
replicagdo de DNA (WATSON et al. 2015). Quando ocorrem em genes que
codificam proteinas dos pontos de checagem (checkpoints) podem torna-los
desregulados, por conseguinte, ocasionar instabilidade genética, acarretando o
desenvolvimento de doengas (BOUWMAN & JONKERS, 2012).

Os principais tipos de mecanismos de reparo de DNA sao: reparo por
excisao de base, reparo por excisao de nucleotideo, reparo de mal pareamento,
reparo de dupla fita de DNA. No primeiro ocorre a excisdo da base nitrogenada
incorreta, substituindo-a pela base correspondente a fita molde do DNA
(LINDAHL et al. 1997). No segundo tipo ocorre o corte de doze a treze
nucleotideos em sequéncia, quando identificada a lesdo no DNA, sendo esta
sequéncia preenchida por uma nova sequéncia correta de nucleotideos
(SANCAR & RUPP, 1983). Modrich, laureado pelo prémio Nobel em 2015,
descreveu o reparo de mal pareamento (mismatch repair) como sendo o reparo

de bases nitrogenadas mal pareadas. Este mau pareamento € reconhecido por
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meio da fita molde que se encontra metilada e, posteriormente, a base mal
pareada é substituida pela correta (MODRICH, 2016).

O reparo de quebra de fita dupla de DNA pode ocorrer em duas vias: uniao
das extremidades ndo homodlogas e recombinacdo homologa. O mau
funcionamento ou a auséncia de reparo por essas vias, pode promover
alteracdes cromossdémicas, levando ao desenvolvimento de inumeras doencgas
como o cancer. A via de unido das extremidades ndo homodlogas realiza a ligagao
entre as extremidades de DNA mesmo que estas ndo sejam complementares a
sequéncia da fita molde, ou seja, ndo ha uma dependéncia em relagdo a
homologia dos cromossomos, enquanto na via de reparo por recombinagao
homodloga, ha a necessidade de uma sequéncia molde complementar, que se
encontra no cromossomo homologo daquele portador da lesdo genética
(GRIFFITHS et al. 2022).

Ressalta-se que as proteinas histonas tém um importante papel para os
processos de reparo da molécula de DNA, pois estas sdo constituintes da
cromatina, como representado na Figura 8 (KORNBERG, 1974). O subtipo da
histona H2A, denominado histona H2AX, apresenta como fungao a sinalizagao
de quebra de fita dupla (Figura 8), recrutando as proteinas do sistema de reparo
desse dano. Esta proteina liga-se as regides de quebra de fita dupla de DNA e,
posteriormente, tem sua serina 139 fosforilada pela pelas agao das proteinas
quinases Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM), passando a receber o nome de
y-H2AX, de maneira a sinalizar tal lesdo para os mecanismos de reparo
(ROGAKOU et al. 1998).

A histona y-H2AX interage com inumeras proteinas sendo as principais:
mediator of DNA damage checkpoint protein 1 (MDC1), MRX complex in yeast
(MRN), complexo breast cancer type 1 susceptibility protein (BRCA1) /BCRA1-
associated RING domain protein 1 (BARD1), formando um foco de quebra de
dupla fita de DNA (PAULL et al. 2000). Sua interagdo com a proteina MDC1, por
exemplo, amplifica a sinalizagdo de y-H2AX, de maneira a recrutar e reter as

proteinas do reparo em resposta ao dano de DNA (STUCKI et al. 2005).
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Figura 8. Sinalizagdo de dano de dupla fita de DNA pela histona modificada y-H2AX.
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A H2AX reconhece o dano de dupla fita de DNA, posteriormente sua serina 139 ¢ fosforilada (y-
H2AX) pelas agao das proteinas quinases Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM), desta forma,
ocorre a sinalizagao deste dano e o recrutamento do sistema de reparo de dupla fita de DNA,
ocorrente em duas vias: unido das extremidades ndo homologas e recombinagao homologa.

Criado no Biorender. Fonte: préprio autor.

Assim, a expressao de y-H2AX esta associada a dano de DNA podendo
ser considerada um biomarcador para diferentes canceres. Uma analise inserida
na plataforma “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) realizada em 2016 por
Rezaeian et al. mostrou que tumores de pulmdo, mama, ovario, cabecga e
pescogo, estbmago, colon-reto e figado destacam-se pela expressao elevada do
gene H2AX. Além disso, este gene vem sendo associado a carcinomas
hepaticos (MATSUDA et al 2012) e uroteliais (CHEUNG et al. 2009), bem como
a um pior prognostico em pacientes portadores de cancer de mama triplo
negativo (NAGELKERKE et al. 2015).

Segundo Hoffmann & Schulz (2021), estudos que avaliam a relagéo das
histonas com o CUB sao escassos na literatura. Trabalhos do Instituto Nacional
de Ciéncias Médicas, localizado em Kanagawa, Japao, indicaram que apos

administracdo de tratamentos com genotoxicos carcinogénicos relacionados
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com o CUB, ha um aumento da imunomarcacao da histona y-H2AX em células
uroteliais de ratos na regido nuclear, indicando a possibilidade desta proteina ser
utilizada como marcador tumoral da neoplasia maligna de bexiga (SUZUKI et al.
2020; YAMADA et al. 2020). Adicionalmente, ao realizar um estudo a respeito da
exposicao de aminas aromaticas utilizadas na agricultura japonesa, as quais
estdo relacionadas com a formacgao de quebra de fita dupla em células uroteliais
de bexiga, Qi et al. (2020) identificaram uma forte marcacgao para a proteina y-
H2AX pela técnica de imunofluorescéncia.

Dentro deste cenario, as proteinas BCL-2 e y-H2AX emergem como
candidatas a biomarcadores devido a sua relevancia nos processos de apoptose
e reparo de DNA, respectivamente. Esses processos desempenham um papel
crucial no ciclo celular, e suas altera¢gdes tém um impacto significativo na

carcinogénese.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

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

imunomarcacédo das proteinas candidatas BCL-2 e y-H2AX em amostras

teciduais malignas da bexiga e relaciona-los a parametros progndsticos,

principalmente invasao ao musculo e recidiva tumoral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Levantar e organizar os dados dos pacientes portadores de
tumores malignos da bexiga do Biorrepositério do Laboratério de
Mutagénese e Oncogenética (LAMON);

Selecionar pacientes com e sem invasdo a camada muscular e
com e sem recidiva tumoral;

Analisar os prontuarios e os questionarios pessoais pertencentes
aos pacientes selecionados;

Obter as amostras para realizar os cortes histologicos e
confeccionar laminas para selecéo de tecido tumoral e ndo tumoral
adjacente, e posterior analise do perfil de imunomarcacédo das
proteinas candidatas;

Padronizar e analisar o perfil de imunomarcagado das proteinas
BCL-2 e y-H2AX em amostras teciduais de pacientes portadores
de CUB;

Correlacionar a imunomarcagao das proteinas com parametros
progndsticos, clinicos e de exposigdo ambiental, bem como em
relagao a idade e ao sexo;

Verificar o potencial das proteinas candidatas como marcadores de

prognostico para o CUB.



36

4 MATERIAL E METODOS
4.1 SELEGAO DA AMOSTRA

Foram selecionados 80 individuos a partir do banco de pacientes com
CUB pertencente ao Laboratério de Mutagénese e Oncogenética (LAMON),
obtidos por meio de uma parceria com o Hospital do Cancer de Londrina (HCL).
Solicitou-se os blocos teciduais parafinados ao Setor de Patologia do HCL, que
foram retirados mediante a autorizacédo dos pacientes por meio da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CAAE:
47092521.2.1001.5231). Todos os pacientes responderam a um questionario
pessoal fornecendo informacdes sobre exposicdo ambiental (exposi¢cao
ocupacional, habitos tabagista e etilista), clinicos (diabetes, hipertenséao,
medicamento de uso continuo, historico familiar de cancer), além de idade e sexo
(Anexo V). Adicionalmente, coletou-se dados a partir dos prontuarios médicos
sobre o intervalo de tempo decorrido entre tumor primario e a primeira recidiva,
grau tumoral, estadiamento, invasdo muscular, numero de recidivas e perfil
imunohistoquimico da proteina p53.

Os pacientes foram divididos em dois grupos: invasivos (n=19) e nao
invasivos (n=61) ao musculo. A partir das informacgdes a respeito das recidivas
tumorais, o grupo de pacientes “ndo invasivo ao musculo” foi subdividido em:
“ndo invasivo sem recidivas” (n=24), “ndo invasivo com uma recidiva” (n=18) e

“nao invasivo com duas ou mais recidivas” (n=19) (Figura 9).
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1 Figura 9. Divisdo da amostra total nos grupos "invasivo" e "n&o invasivo". Composigéo dos subgrupos
2 amostrais: "nao invasivo sem recidiva", "nao invasivo com uma recidiva" e "nao invasivo com mais de uma
recidiva.
Amostras malignas (n=80) Amostras nao tumorais
Homens (59) Mulheres (21)

® © 0 © adjacentes (n=12)

>

e _0_ 0 0o e_0 60 0 ®_©0 0. 0

wY N N N
Invasivo (n=19) Nao invasivo sem  N&o invasivo com N&o invasivo com mais
Homens (14) Mulheres (5) recidiva (n=24) uma recidiva (n=18) de uma recidiva (n=19)

Homens (21) Mulheres (3) Homens (10) Mulheres (8) Homens (14) Mulheres (5)

Nao invasivo (n=61)
Foram selecionadas 80 amostras de CUB, que foram agrupadas de acordo com presenca de

invasdo a camada muscular adjacente. Neste sentido foram compostos dois subgrupos: “ndo

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

oo N O Oorbh

presenga de recidivas: “ndo invasivo sem recidiva”, “ndo invasivo com uma recidiva” e “nao

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

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

12 Os blocos teciduais foram cortados com auxilio de um micrétomo (Leica
13 RM226, Leica, Wetzlar, ALE) em espessura de 6 micrometros. Os cortes foram
14  corados com hematoxilina e eosina e avaliados por médico patologista quanto a
15 presenca de tecido tumoral maligno e adjacente n&o tumoral em cada amostra.
16  As amostras foram posteriormente cortadas e dispostas em laminas silanizadas
17  (StarFrost®, Khnittel glass, Braunschweig ALE) para a realizacdo da
18  imunohistoquimica (IHQ).

19 Ressalta-se que durante o processo de RTU, em que é retirado o tecido
20 tumoral, ndo é realizada a raspagem do tecido normal adjacente. Por esse
21  motivo, foram obtidas apenas 12 amostras teciduais ndo tumorais dos mesmos
22 pacientes.

23
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4.3. IMUNOHISTOQUIMICA INDIRETA

Foi utilizada a técnica de IHQ indireta segundo Pereira et al (2022),
padronizada por nosso grupo de pesquisa, com algumas modificagbes
referentes as temperaturas dos ciclos de recuperacao antigénica.

No primeiro dia realizou-se a recuperagao antigénica, as laminas foram
submergidas em uma solugéo de acetato e citrato cujo pH € 6, posteriormente
foram aquecidas em forno microondas Panasonic Junior Smart (Panasonic da
Amazoénia S/A, Manaus, A, BRA) durante quatro minutos a poténcia 80 W e duas
vezes por cinco minutos a poténcia 60 W, atingindo uma temperatura média de
96°C. Ap0s atingir a temperatura ambiente, a solugao de recuperagao antigénica
foi retirada e as laminas foram lavadas em agua corrente trés vezes. As proximas
etapas foram bloqueio da peroxidase enddgena, seguida pela adicdo do tampéo
super block (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA).

Os anticorpos primarios anti-BCL-2 (Monoclonal, clone 124, codigo
MA126233, Thermo Fisher Sicentific, Rockford, IL, EUA) e anti-y-H2AX
(Monoclonal, clone GT2311, codigo MA527753, Thermo Fisher Sicentific,
Rockford, IL, EUA) foram acrescidos e incubados a 4°C overnight. No segundo
dia ocorreu a incubagcdo com o anticorpo secundario biotinilado durante 45
minutos (Mouse/Rabbit HRP Abcam, Cambridge, MA, EUA). A coloragdo das
amostras foi feita mediante ao cromogeno 3,3'-diaminobenzidine (DAB) durante
1 minuto, seguida pela contra coloragao por hematoxilina durante 15 segundos.

Foi realizada a padronizagao da diluicdo dos anticorpos BCL-2 e y-H2AX
em tecido de tonsila palatina (controle positivo de imunomarcagéo para ambas
as proteinas) de acordo com instru¢gdes do fabricante. Utilizou-se cortes de
amostra tecidual de tonsila palatina distribuidos em trés laminas nas seguintes
dilui¢des: BCL-2 1:50 (v/v; ul), BCL-2 1:100 (v/v; pl); y-H2AX 1:100 (v/v; pl), y-
H2AX 1:500 (v/v; pl), y-H2AX 1:1000 (v/v; pl). Tais concentragdes foram
escolhidas para as baterias testes de diluicdo do anticorpo de acordo com suas
bulas, considerando-se a concentracdo indicada pelo fabricante, bem como
concentragbes menores e maiores. Foi selecionada a concentragdo de 1:100
(v/v; pl) para ambos os anticorpos apds avaliagdo por médico patologista.
Ressalta-se que apds a incubacgao dos anticorpos e das demais solugdes, foram
realizadas lavagens dos cortes histoldégicos com agua destilada e tampao salino-
fosfato (PBS).
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Em todas as baterias foram realizados controles positivos (tecido de
tonsila palatina) e negativos onde o anticorpo primario foi substituido por PBS.
As laminas foram analisadas por meédico patologista especializado em IHQ
utilizando uma classificagdo semiquantitativa em sistema de cruzes: marcagao
ausente (-), marcagao fraca (+) e forte (+++). Foram avaliados tecido tumoral e
nao tumoral adjacente (quando presente), nucleo e citoplasma, além do infiltrado
linfocitario (controle interno), em todas as amostras. Destaca-se que o tecido n&o
tumoral adjacente avaliado consistiu apenas de tecido epitelial ndo tumoral
presente nas amostras. Destaca-se que para a proteina BCL-2 o infiltrado
linfocitario foi utilizado como controle positivo, pois quando presente (n=73) se

mostrou sempre marcado (Figura 2).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Com o intuito de avaliar diferengcas entre médias de idades dos grupos
amostrais foi realizado o teste T-student. Objetivando averiguar associag¢des
entre as imunomarcagbes de BCL-2 e y-H2AX em relagdo a parametros
prognosticos (tempo da primeira recidiva, grau tumoral e estadiamento
patoldégico, imunomarcagao de p53), parametros clinicos (diabetes, hipertensao,
medicamento de uso continuo e historico familiar de cancer), de exposi¢cao
ambiental (exposigdo ocupacional, habitos tabagista e etilista), subgrupos
amostrais (invasdo muscular e recidiva tumoral), idade, sexo, bem como entre
as proteinas, foram realizados os testes de Qui-quadrado e de Fisher. Possiveis
correlagcdes entre as variaveis foram analisadas pelo teste de correlacdo Tau-b
de Kendall.

Todas as analises foram realizadas no software IBM® SPSS® Statistics for
Windows, versao 23.0.1 (IBM® Corp. Armonk N.Y. EUA), utilizando-se como

nivel de significancia o valor de 5%.
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5 CAPITULOI

Expressao tecidual de BCL-2 e y-H2AX: investigagcao de associacao com
invasao muscular e recidiva tumoral em carcinoma urotelial de bexiga

Resumo

O carcinoma urotelial de bexiga (CUB) é uma neoplasia maligna do trato urinario
de alta prevaléncia no mundo e que apresenta elevada taxa de recidiva tumoral.
Sabe-se que o gene BCL-2 (BCL2 apoptosis regulator) codifica uma proteina
mitocondrial que regula a morte celular programada por apoptose, enquanto o
gene H2AX (H2A.X variant histone) codifica uma histona responsavel por regular
e sinalizar processos de instabilidade genémica. Objetivou-se realizar a analise
dos perfis de imunomarcacdo das respectivas proteinas em 80 amostras
teciduais de pacientes com tumores malignos de bexiga (19 invasivos e 61 n&o
invasivos ao musculo) por imunohistoquimica (IHQ) e relaciona-los com
prognostico, principalmente recidiva tumoral e invasdo muscular. Os resultados
na amostra total demonstraram que a expressao de BCL-2 foi citoplasmatica e
ausente em metade das amostras (n=40), ja em relagdo aos grupos amostrais,
esta auséncia de expressao foi prevalente tanto no grupo “invasivo” (52,6%)
quanto no grupo “nao invasivo” (49,2%). Em relacédo a y-H2AX, foi observada
expressao nuclear forte (41,7%), que predominou nas amostras invasivas
(562,6%). O perfil de imunomarcagdo de ambas as proteinas ndo se mostrou
associado a recidiva tumoral ou invasdo muscular e nao foram constatadas
associagodes significativas em relagao aos demais parametros progndsticos (grau
tumoral, estadiamento patolégico e imunohistoquimica de p53). Adicionalmente,
nao foram identificadas correlagdes significativas considerando-se as marcagdes
de BCL-2 e y-H2AX entre si no tecido tumoral (p=0,158). Conclui-se que as
proteinas BCL-2 e y-H2AX, apesar de possuirem expressao no tecido tumoral
maligno, ndo se mostraram como marcadores de prognostico nas presentes

amostras, principalmente considerando-se invasao muscular e recidiva tumoral.

Palavras-chaves: expressao proteica; reincidéncia tumoral; marcadores

prognosticos.
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Introducgao

O carcinoma urotelial de bexiga (CUB) é considerado o nono tipo de
neoplasia maligna mais comum no mundo, e o décimo terceiro em mortalidade
(GLOBOCAN, 2024). Estes tumores malignos sao classificados em nao invasivo
ao musculo ou invasivo ao musculo, com a primeira classe apresentando uma
taxa de ocorréncia equivalente a 75% dos casos (POWLES et al. 2022). Uma
elevada porcentagem dos pacientes com CUB ndo invasivo recidivam em
apenas 1ano e 31a78% em 5 cinco anos (SYLVESTER et al. 2006); além disso,
podem evoluir para tumores invasivos em 10 a 20% dos casos, devido a
micrometastases (RUBENS et al. 1988). Esta elevada taxa de reincidéncia gera
alteragdes na qualidade de vida dos individuos, uma vez que os tratamentos
afetam a saude fisica, psicologica e social (SMITH et al. 2018), ressaltando a
necessidade de marcadores que possam predizer e alterar a conduta clinica dos
pacientes.

O processo de morte celular programada por apoptose é regulado por um
grupo de proteinas denominado familia BCL-2, cujos receptores sé&o
encontrados nas membranas mitocondriais (KRAJEWSKI et al. 1993). A proteina
BCL2 apoptosis regulator (BCL-2) possui papel inibitério no processo de
apoptose, pois impede a formacgao dos canais das proteinas BCLZ2 associated X
apoptosis regulator (BAX) e BCL-2 antagonist-killer (BAK) na membrana
mitocondrial externa e a liberagdo das enzimas citocromo C, inibindo a ativagao
das caspases (SCHENDEL et al. 1997; MIKHAILOV et al. 2001). Estudo
envolvendo a proteina BCL-2 como marcador preditivo de resposta a tratamento
em pacientes com CUB invasivo, demonstrou que a auséncia de marcacgao foi
indicativa de melhor resposta terapéutica (TURKER et al. 2019).

A histona H2A variant histone (H2AX), é conhecida principalmente por
desempenhar um papel central na sinalizacdo de quebras de fita dupla no DNA
(DSBs), recrutando proteinas do sistema de reparo. Ao se ligar nas regides de
DSBs induzidas por agentes genotodxicos, a serina 139 € fosforilada, passando
a receber o nome de y-H2AX (gamma-H2AX), sinalizando o local da lesdo e
recrutando proteinas de mecanismos de reparo de DNA especificos (ROGAKOU
et al. 1998). Outra fungdo de y-H2AX esta relacionada com a morte celular
programada, uma vez que a persisténcia dos focos de y-H2AX podem ser

indicativos de dano persistente/irreparavel ao DNA. Nesses casos, as células
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podem entrar em apoptose e evitar a propagacgao de células danificadas. Assim,
a expressao de y-H2AX pode ser considerada um biomarcador para diferentes
cénceres. Uma anadlise na plataforma “The Cancer Genome Atlas” (TCGA)
realizada em 2016 por Rezaeian et al., mostrou que tumores de pulmao, mama,
ovario, cabeca e pescoco, estdbmago, colon-reto e figado destacam-se pela
expressao elevada do gene H2AX. Além disso, a expressao da proteina y-H2AX
vem sendo associado a carcinomas hepaticos (MATSUDA et al. 2012) e
uroteliais (CHEUNG et al. 2009), bem como a um pior prognostico em pacientes
portadores de cancer de mama triplo negativo (NAGELKERKE et al. 2015), tendo
em vista que o aumento na expressdo desta proteina indica quantidades
significativas de quebras de dupla fita de DNA, que ndo sdo necessariamente
sao reparadas.

A correlagdo entre as proteinas y-H2AX e BCL-2 pode fornecer
informacgdes sobre os mecanismos subjacentes a resposta ao dano no DNA, a
regulacdo da apoptose e & progressdo da doenca. E possivel que a express&o
de BCL-2 module a resposta celular a danos no DNA, afetando a eficiéncia dos
mecanismos de reparo do DNA. A presencga de altos niveis de BCL-2 poderia
indicar uma supressao a morte celular por apoptose e promocado da
sobrevivéncia celular, mesmo com danos no DNA, levando a instabilidade
genbmica e a maior progressao do cancer. Por isso, o equilibrio da marcagéao de
proteinas de resposta a danos ao DNA (mediado por y-H2AX) e da inibicdo da
morte celular por apoptose (mediada por BCL-2) podem estar refletindo o estado
patolégico das amostras com influéncia na sobrevivéncia e recorréncia dos
tumores de bexiga.

Em células malignas de pulmé&o, foi observada superexpressao de BCL-
2, a qual prolongou a expressao de y-H2AX em células expostas a radiagao
ionizante. Estes efeitos também foram observados em células tumorais de
mama, demonstrando que a regulagdo negativa do reparo de dupla fita pela
proteina BCL-2 nado é especifica para uma linhagem celular tumoral (WANG et
al. 2008), ressaltando a relevéancia de se estudar as moléculas BCL-2 e y-H2AX
de forma conjunta em amostras tumorais malignas.

Considerando que a desregulagédo do ciclo celular, a inibicdo da morte
celular programada e o aumento da instabilidade genémica consistem em

processos de extrema importancia no contexto da tumorigénese (HANAHAN,
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2022), o presente estudo objetivou analisar os perfis de imunomarcagao das
proteinas BCL-2 e y-H2AX em amostras teciduais de CUB, e correlaciona-los
entre si e com parametros prognosticos, principalmente invasdo a camada
muscular e recidiva tumoral, na busca por marcadores candidatos para uso

futuro nesta neoplasia maligna.

Metodologia
Selecao da amostra

Amostras teciduais de CUB incluidas em parafina de 80 pacientes foram
obtidas no setor de Patologia do Hospital de Cancer de Londrina (HCL). Todos
0s pacientes autorizaram a retirada do material e acesso aos dados clinico-
patolégicos por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (CAAE: 47092521.2.1001.5231). Adicionalmente, todos os
pacientes responderam a um questionario pessoal fornecendo informacdes
sobre exposigdo ambiental (exposi¢do ocupacional, habito tabagista e etilista) e
parametros socioculturais (sexo e idade), clinicos (diabetes, hipertensao,
medicamento de uso continuo, histérico familiar de cancer).

Os pacientes foram divididos em dois grupos amostrais: invasivo ao
musculo (n=19) e nado invasivo ao musculo (n=61). A partir das informacdes
obtidas dos prontuarios médicos, o grupo “nao invasivo ao musculo” foi
subdivido: sem recidiva (n=24), com uma recidiva (n=18) e com duas ou mais
recidivas (n=19) (Figura 1). Além da presenga e do numero de recidivas, foram
coletadas informacdes sobre o intervalo de tempo decorrido entre o tumor
primario e a primeira recidiva, o grau tumoral, o estadiamento patoldgico e a

expressao da proteina p53.
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Figura 1. Divisdo da amostra total de pacientes de CUB nos grupos "invasivo" e "néo invasivo". Composigéo

dos subgrupos amostrais: "n&o invasivo sem recidiva", "ndo invasivo com uma recidiva" e "ndo invasivo
com mais de uma recidiva".

Amostras malignas (n=80) Amostras nao tumorais
Homens (59) Mulheres (21)

® © © © adjacentes (n=12)

>

v v v v
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Invasivo (n=19) Nao invasivo sem  Nao invasivo com N&o invasivo com mais
Homens (14) Mulheres (5) recidiva (n=24) uma recidiva (n=18) de uma recidiva (n=19)
Homens (21)  Mulheres (3) Homens (10) Mulheres (8)  Homens (14)  Mulheres (5)

Nao invasivo (n=61)

Foram selecionadas 80 amostras de CUB, que foram agrupadas de acordo com invasado a

camada muscular adjacente: “n&o invasivo” e “invasivo”. Posteriormente, o grupo ndo invasivo

"«

foi subdividido de acordo com a presencga de recidivas: “nao invasivo sem recidiva”, “néo invasivo
com uma recidiva” e "n&o invasivo com mais de uma recidiva”. Criado no Canva. Fonte: proprio

autor.

Dada a dificuldade na obtencdo de tecidos adjacentes ndo tumorais de
bexiga, foram analisadas 12 amostras dos mesmos pacientes, objetivando a
descricdo do perfil de expressdo das proteinas BCL-2 e y-H2AX nas
proximidades do tumor maligno. Foi considerado como tecido adjacente nao

tumoral apenas o tecido epitelial de bexiga.

Imunohistoquimica indireta (IHQ)

As amostras teciduais embebidas em parafina foram cortadas em
micrétomo (Leica RM226, Leica, Wetzlar, ALE) na espessura de 6 micrometros
e dispostas em laminas silanizadas (StarFrost®, Knittel glass, Braunschg ALE).

Posteriormente foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para avaliagao
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da presencga de tecido tumoral maligno e/ou adjacente n&o tumoral para
posteriores analises de imunomarcagao.

A IHQ foi realizada baseada em protocolo prévio estabelecido por nosso
grupo de pesquisa (Pereira et al. 2022). Os anticorpos primarios anti-BCL-2
(Monoclonal, clone 124, cédigo MA126233, Thermo Fisher Sicentific, Rockford,
IL, EUA) e anti-H2AX (Monoclonal, clone GT2311, codigo MA527753, Thermo
Fisher Sicentific, Rockford, IL, EUA) foram acrescidos na concentragao de 1:100
(v/v; pl) e incubados a 4°C overnight. Foi utilizado anticorpo secundario
biotinilado conjugado com estreptavidina (Mouse/Rabbit HRP Abcam,
Cambridge, MA, EUA) e coloragado com 3,3'-diaminobenzidine (DAB) durante 1
minuto, seguida pela contracoloragao por hematoxilina durante 15 segundos.

Amostras teciduais de tonsila palatina com expressao positiva para
ambas as proteinas foram utilizadas na padronizacio da diluicdo dos anticorpos
primarios e posteriormente como controle positivo em todos os experimentos.
Controles negativos de especificidade dos anticorpos primarios foram realizados,
onde estes foram substituidos por solugdo tampao salino-fosfato (PBS). Os
experimentos foram realizados incluindo de 10 a 15 amostras tumorais de bexiga
e uma de tecido de tonsila palatina por bateria de coloracéo.

Todas as laminas foram analisadas por médico patologista especializado
em IHQ, que percorreu o campo total do corte tecidual (em aumento de 40X,
microscopio Nikon eclipse E200) considerando: marcagao ausente (-), fraca (+)
e forte (+++). Foram avaliados tecido tumoral e ndo tumoral adjacente (tecido
epitelial de bexiga), nucleo, citoplasma e infiltrado linfocitario (controle positivo
interno). Ressalta-se que para a proteina BCL-2 o infiltrado linfocitario foi
utilizado como controle positivo, pois quando presente (n=73) se mostrou sempre

positivamente marcado (Figura 2).
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Figura 2. Imunomarcagao positiva para a proteina BCL-2 em infiltrado linfocitario de amostra
tecidual maligna de paciente portador de CUB.
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Legenda: Infiltrado linfocitario positivamente marcado para BCL-2 em amostra tecidual de CUB.

-

Aumento de 100x em microscépio em microscoépio Leica, DM 2000.

Andlise estatistica

Com o intuito de avaliar diferencas entre médias de idades dos grupos
amostrais foi realizado o teste T-student. Objetivando averiguar associag¢des
entre as imunomarcagdes de BCL-2 e y-H2AX e os parametros progndsticos
(tempo da primeira recidiva, grau tumoral, estadiamento patolégico e
imunohistoquimica de p53), clinicos (diabetes, hipertensao, medicamento de uso
continuo e historico familiar de cancer), de exposicdo ambiental (exposi¢céo
ocupacional, habitos tabagista e etilista), os subgrupos amostrais (invasao
muscular e recidiva tumoral), idade, sexo e entre as proteinas, foi realizado o
teste do Qui-quadrado. Possiveis correlagdes entre as mesmas variaveis foram
analisadas pelo teste de correlagdo Tau-b de Kendall.

Todas as andlises foram realizadas no software IBM® SPSS® Statistics
for Windows, versao 23.0.1 (IBM® Corp. Armonk N.Y. EUA), utilizando-se como
nivel de significancia o valor de 5%.
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Resultados
Caracterizacdo da amostra

A amostra foi composta majoritariamente por homens (73,8%) e por
individuos ndo fumantes (65,0%). A média de idade dos pacientes na amostra
total (n=80) foi de 69,43+10,99 anos. Ao categorizar os grupos em “invasivo”
(n=19) e “nado invasivo” (n=61), as idades médias foram 71,79+9,34 e
68,69+11,43, respectivamente, ndo apresentando diferenga estatisticamente
significativa (p=0,286).

Em relagdo ao habito tabagista, tanto no grupo “n&o invasivo” quanto no
grupo “invasivo” houve prevaléncia de individuos ndo fumantes, ndo havendo
associagao do habito tabagista (p=0,065), nem da idade com invasdo muscular
(p=0,768) (Tabela 1).

Observou-se predominancia de individuos n&o diabéticos (77,5%),
hipertensos (61,3%), com historicos de uso continuo de medicamentos (67,5%)
e de cancer na familia (565,0%), entretanto, estas variaveis também nao foram
estatisticamente associadas aos parametros invasdo muscular e recidiva tumoral
(Tabela 1). Nao foi possivel obter todos dados para a amostra completa, devido

as informacdes faltantes em questionarios e prontuarios médicos.
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Tabela 1. Caracterizagdo da amostra total em relagdo aos parametros socioculturais e de
exposi¢cao ambiental e associagdo com invasdao muscular.

Nao Sem Com
Amostra invasivo Invasivo recidiva recidiva
N total (%) n (%) n (%) p n (%) n (%) p
Idade
16 80,0 4 20,0 7 35,0 13 65,0
<65 20 25,0 0,768 0,691
265 60 75,0 45 75,0 15 25,0 24 40,0 36 60,0
Sexo
16 76,2 4 23,8 5 23,8 16 76,2
Mulher 21 26,2 1,000 0,123
Homem 59 73,8 45 76,3 15 23,7 26 441 33 55,9
Tabagismo
5 43 82,7 9 17,3 21 40,4 31 59,6
Nao 52 65,0 0,065 0,683
Sim 28 35,0 18 64,3 10 35,7 10 35,7 18 64,3
Ex-tabagismo
5 12 27,9 31 72,1 18 41,9 25 58,1
Nao 43 54,4 0,381 0,602
Sim 36 45,6 7 19,4 29 80,6 13 36,1 23 63,9
Etilismo
5 4 7 2 4 7 2
Nao 6 429 66, 33,3 1.000 66, 33,3 0,001
Sim 8 57,1 5 62,5 3 37,5 1 12,5 7 87,5
Exposicao
ocupacional
5 5 71,4 2 28,6 1 14,3 6 85,7
Nao 7 41,2 0,622 0,134
Sim 10 58,8 5 50,0 5 50,0 6 60,0 4 40,0
Diabetes
5 48 774 14 22,6 24 38,7 38 61,3
Nao 62 81,3 0,721 0,553
Sim 14 18,7 12 85,7 2 14,3 4 28,6 10 71,4
Hipertensao
3 19 70,4 8 29,6 9 33,3 18 66,7
Nao 27 355 0,259 0,638
Sim 49 64,5 40 81,6 9 22,2 19 38,8 30 61,2
Medicamento de
uso continuo
5 17 73,9 6 26,1 6 26,1 17 73,9
Nao 23 29,9 0,714 0,221
Sim 54 70,1 42 77,8 12 22,2 22 40,7 32 59,3
Historico familiar
de cancer
Nao 33 429 25 75,8 8 24,2 0,876 11 33,3 22 66,7 0.497
Sim 44 57,1 34 773 10 227 18 40,9 26 59,1 ’
Imunohistoquimica
p53
Marcagdo negativa 10 38,5 7 70,0 3 30,0 1,000 0 00,0 10 100,0 0121
Marcacdo positiva 16 615 10 625 6 37,5 ' 5 31,3 11 68,8 '
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Nao foi possivel obter dados de todos os parametros para a amostra completa. Os p valores sédo

referentes aos testes de Qui-quadrado de exato de Fisher quando necessarios.

Imunomarcacio das proteinas

A imunomarcagao da proteina BCL-2 foi observada sempre no citoplasma
das células tumorais, enquanto a da histona y-H2AX ocorreu sempre no nucleo
(Figuras 3 e 4), ndo sendo observadas expressdes das respectivas proteinas em
outras localizagdes celulares. Nas amostras n&do tumorais adjacentes, a
imunomarcacado de BCL-2 e y-H2AX foram predominantemente fraca (+) ou

ausente (-) (dados ndo mostrados).
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No que se refere ao tecido tumoral maligno, na amostra total a BCL-2 se
mostrou ndo marcada em metade das amostras (n=40) (Figura 3). Ja a
imunomarcacgao da histona y-H2AX (Figura 4) apresentou predominantemente a

imunomarcacgao forte (+++) (41,7%).

Figura 3. Perfis de imunomarcagéo da proteina BCL-2 em amostras teciduais de pacientes
portadores de CUB.

Legenda: Perfis de imunomarcagéo da proteina BCL-2 em amostras teciduais de CUB pela
técnica de imunohistoquimica indireta. A) imunomarcacdo negativa para BCL-2. B)
imunomarcagéao fraca (+) para BCL-2. C) Imunomarcagédo forte (+++) para BCL-2. As setas
apontam as regides de imunomarcagao para a proteina BCL-2 em amostras teciduais malignas
de bexiga urinaria. Aumento de 100x em microscépio em microscépio Leica, DM 2000.
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Figura 4. Perfis de imunomarcagéo da proteina y-H2AX em amostras teciduais de pacientes
portadores de CUB.
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Legenda: Perfis de imunomarcagédo da proteina y-H2AX em amostras teciduais de CUB pela
técnica de imunohistoquimica indireta. A) imunomarcagdo negativa para y-H2AX. B)
imunomarcacgéo fraca (+) para y-H2AX. C) Imunomarcacgao forte (+++) para y-H2AX. As setas
apontam as regides de imunomarcagéao para a proteina y-H2AX em amostras teciduais malignas
de bexiga urinaria. Aumento de 100x em microscépio em microscépio Leica, DM 2000.

Ao considerar a subclassificacdo amostral em relagdo a invasdo da
camada muscular, observou-se que BCL-2 foi majoritariamente ausente em
ambos os grupos, enquanto y-H2AX apresentou uma marcagéao forte no grupo
“‘invasivo” (52,6%) (Grafico 1).
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Grafico 1. Numero de pacientes portadores dos perfis ausente, fraco e forte de imunomarcagao
para as proteinas BCL-2 e y-H2AX na amostra total e nos grupos “néo invasivo” e “invasivo”.

BCL-2 y-H2AX

Amostra Naoinvasivo Invasivo Amostra Naoinvasivo Invasivo
total total
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Legenda: Grafico de distribuicao dos perfis de imunomarcagédo de BCL-2 e y-H2AX na amostra

total e nos grupos “n&o invasivo” e “invasivo”.

Adicionalmente, ndo houve associagao significativa entre os subgrupos
amostrais quando foi considerada a presenca de recidiva tumoral em relagao aos
perfis de imunomarcacéo de BCL-2 (p=0,652) e y-H2AX (p=0,430) (Tabelas 2 e
3).

O teste Tau-b de Kendall revelou auséncia de correlagbes significativas
entre as imunomarcacbes de BCL-2 e y-H2AX considerando: parametros
progndsticos, grupos amostrais, fatores de risco ou proteinas entre si (p =0,158)
(Tabelas 2 e 3).

A analise de tais variaveis pelos testes do Qui quadrado e Exato de Fisher
também n&o demonstraram associagdes significativas com nenhum dos

paréametros (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2. Analises de associagao e correlagdo do perfil de imunomarcagao da proteina BCL-2
em relagéo aos parametros socioculturais, de exposigédo e prognésticos em pacientes portadores

Invasao

de CUB.
Parametros Auséncia de Marcacao Marcacéao p valor de
avaliados marcacao (%) fraca (%) forte (%) p? 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 0545
265 29 (48,3%) 22 (36,7%) 9 (15,0%)
Diabetes
Nzo 29 (46,8%) 23 (37,1%) 10 (16,1%) 0.555 0.213
Sim 9 (64,3%) 4 (28,6%) 1(7,1%) ’ ’
Habito tabagista
Nzo 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
N3o 21 (48,8%) 15 (34,9%) 7 (16,3%) 0.603 -
Sim 19 (52,8%) 14 (38,9%) 3(8,3%) ’ ’
Habito Etilista
N3o 2 (33,3%) 4 (66,7%) 0 (00,0%) 0.467 1,000
Sim 4 (50,0%) 2 (25,0%) 2 (25,0%) ' ’
Exposigao
ocupacional
N3o 4 (57,1%) 1(14,3%) 2 (28,6%) 0.078 1,000
Sim 4 (40,0%) 6 (60,0%) 0 (00,0%) ’ ’
Hipertenséo
N3o 16 (59,3%) 8 (29,6%) 3(11,1%) 0.391 0.188
Sim 21 (42,9%) 20 (40,8%) 7 (14,3%) ’ ’
Medicagao de uso
continuo
Nao 12(52,2%) 8 (34,8%) 3 (13,0%) 0.946 0.741
Sim 26 (48,1%) 20 (37,0%) 7 (13,0%)
Historico familiar de
cancer
Nzo 19 (57,6%) 9 (27,3%) 5 (15,2%) 0.454 0.427
Sim 20 (45,5%) 18 (40,9%) 6 (13,6%)
Imunohistoquimica
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
patolégico
pTa 16 (50,0%) 14 (43,8%) 2 (06,3%)
pT1 10 (47,6%) 8 (38,1%) 3 (14,3%) 0,488 0,812
>pT2 11 (55,0%) 5 (25,0%) 4 (20,0%)
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Nao 30 (49,2%) 23 (37,7%) 8 (13,1%) 0.878 0.906
Sim 10 (52,6%) 6 (31,6%) 3 (15,8%) ’ ’
Recidiva
Nao 17 (54,8%) 11 (35,5%) 3 (09,7%) 0652 0.402
Sim 23 (46,9%) 18 (36,7%) 8 (16,3%) ’ ’
N° recidiva
0 17 (54,8%) 11 (35,5%) 3 (09,7%)
1 12 (46,2%) 9 (34,6%) 5 (19,2%) 0,877 0,539
>1 11 (47,8%) 9 (39,1%) 3 (13,0%)
tempo da primeira
recidiva
0 16 (54,8%) 11 (35,5%) 3 (09,7%)
Até seis meses 8 (38,1%) 9 (42,9%) 4 (19,0%) 0778 0.883
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%)
N&o invasivo sem
recidiva 13 (54,2%) 8 (33,3%) 3 (12,5%)
NZo invasivo 1 0,987 0,891
recidiva 8 (44,2%) 7 (38,9%) 3(16,7%)
N&o invasivo +1
recidiva 9 (47,4 %) 8 (42,1%) 2 (10,5%)
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Resultados obtidos pelos testes de Qui-quadrado, exato de Fisher e Tau-b de Kendall com nivel

de significancia fixado em 5%
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Tabela 3. Analises de associagao e correlagdo do perfil de imunomarcagao da proteina y-H2AX
em relagéo aos parametros socioculturais, de exposigédo e prognésticos em pacientes portadores

de CUB.
Parametros Auséncia de Marcagéao Marcagao p valor de
avaliados marcacao (%) fraca (%) forte (%) p? Kendall
Sexo
Mulher 6 (31,6%) 2 (10,5%) 11 (57,9%) 0110 0.320
Homem 16 (30,2%) 18 (34,0%) 19 (35,8%)
Idade
<65 5 (27,8%) 5(27,8%) 8 (44,4%) 0949 0.750
265 17 (31,5%) 15 (27,8%) 22 (40,7%)
Diabetes
Nao 15 (27,8%) 13 (24,1%) 26 (48,1%) 0223 0096
Sim 6 (42,9%) 5 (35,7%) 3(21,4%)
Habito tabagista
Nao 13 (27,7%) 12 (25,5%) 22 (46,8%) 0478 0.261
Sim 9 (36,0%) 8 (32,0%) 8 (32,0%)
Ex-tabagismo
Nao 11 (27,5%) 9 (22,5%) 20 (50,0%) 0320 0.211
Sim 11 (35,5%) 10 (32,3%) 10 (32,3%)
Habito Etilista
Nao 1 (25,0%) 1 (25,0%) 2 (50,0%)
0,714 0,502
Sim 3 (60,0%) 0 (0,00%) 2 (40,0%)
Exposigao
ocupacional
Nao 2 (66,7%) 0 (0,00%) 1 (33,3%) 0.709 0.434
Sim 2 (22,2%) 4 (44,4%) 3 (33,3%)
Hipertensao
Nao 7 (31,8%) 5(22,7%) 10 (45,5%) 0956 0.966
Sim 14 (30,4%) 12 (26,1%) 20 (43,5%)
Medicagao de uso
continuo
Nao 9 (45,0%) 4 (20,0%) 7 (35,0%) 0243 0.167
Sim 12 (24,5%) 14 (28,6%) 23 (46,9%)

Historico familiar de
cancer
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Nao 8 (27,6%) 9 (31,0%) 12 (41,4%) 0,577 0,896
Sim 14 (35,0%) 8 (20,0%) 18 (45,0%)
Imunohistoquimica
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
H 0, 0, 0,
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
patologico
pTa 6 (21,4%) 9 (32,1%) 13 (46,4%)
pT1 10 (50,0%) 5 (25,0%) 5 (25,0%) 0,188 0,911
2pT2 4 (21,1%) 5 (26,3%) 10 (52,6%)
Invaséo
Nao 17 (32,1%) 16 (30,2%) 20 (37,7%)
Sim 5 (26,3%) 4 (21,1%) 10 (52,6%) 0,518 0,347
Recidiva
A 0, 0, 0,
Nao 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%)
1 8 (33,3%) 6 (25,0%) 10 (41,7%) 0,737 0,279
>1 7 (41,2%) 4 (23,5%) 6 (35,3%)
tempo da primeira
recidiva
0 7 (23,3%) 10 (33,3%) 13 (43,3%)
Até seis meses 9 (52,9%) 4 (23,5%) 4 (23,5%) 0,052 0,905
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%)
N&o invasivo sem
recidiva 6 (25,00%) 8 (33,3%) 10 (41,7%)
N&o invasivo 1 0,822 0,918
recidiva 5 (31,3%) 5 (31,3%) 6 (37,5%)
Nao invasivo +1
recidiva 6 (46,2%) 3 (23,1%) 4 (30,8%)
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Resultados obtidos pelos testes de Qui-quadrado, exato de Fisher e Tau-b de Kendall com nivel

de significancia fixado em 5%

Discussao

O presente estudo avaliou as proteinas BCL-2 e y-H2AX como possiveis

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

como resultados principais: auséncia de marcacgao para a proteina antiapoptatica

BCL-2 em metade das amostras e predominancia de perfil forte da proteina de

sinalizagao de danos de dupla fita de DNA y-H2AX, com auséncia de associagao
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significativa para ambas as proteinas em relagdo a parametros prognésticos e
fatores de risco (idade, sexo e exposicdo ambiental). Quando foram
considerados subgrupos amostrais baseados em invasdo a camada muscular e
recidiva tumoral, também n&o foram observadas associagdes significativas. Até
0 momento, ndo encontramos dados na literatura que tenham investigado a
imunomarcagdo de y-H2AX em relagdo aos parametros grau tumoral,
estadiamento patologico e tempo decorrido entre o tumor primario e a primeira
recidiva em amostras de CUB, sendo este trabalho pioneiro na investigacao
destes indicadores progndsticos.

A presente amostra foi composta na sua maioria por individuos do sexo
masculino e com média de idade superior a 65 anos de idade, o que corrobora
com dados prévios da literatura (MA et.al., 2023). Além disso, a idade nao foi
associada a recorréncia tumoral, entretanto em estudo realizado por Lobo et al.
(2024) a partir de informacdes de individuos acometidos por CUB nao invasivo
depositadas em bancos de dados foi identificada uma associacéo significativa
entre idade superior a 81 anos e recidiva tumoral.

Apesar do tabagismo ser um fator de risco reconhecido para o CUB
(WOJTCZYK-MIASKOWSKA & SCHLICHTHOLZ, 2019), a frequéncia de
individuos fumantes foi baixa neste estudo, sendo cerca de trés vezes menor do
que a descrita nos estudos de Tanabe et al. (2023) e Nasr et al. (2023). Nao
foram observadas associagdes significativas entre a invasdo muscular em
relagdo ao tabagismo, o que pode ser uma consequéncia do reduzido numero
de pacientes com esta caracteristica.

Além disso, o presente trabalho ndo observou resultados significativos
entre a imunomarcacao de BCL-2 e o habito tabagista. Daryanto et al. (2022)
identificou diferenga significativa na expressao deste fator antiapoptético em
grupos de ratos Wistar expostos e ndo expostos ao cigarro, indicando que este
tipo de exposicdo ambiental pode induzir um aumento da expressédo de BCL-2,
auxiliando na tumorigénese de bexiga. Pourebrahimi et al. (2022) n&o
observaram associacao significativa entre idade e expressdo da BCL-2, mas
observaram que a imunomarcacao desta proteina foi significativamente maior
em mulheres. Cheung et al. (2009) também n&o encontraram associagéo
significativa entre a expressao de y-H2AX e a idade. O presente trabalho

corrobora com estes estudos, pois ndo foram identificadas associagbes ou



0o N o o0 B~ WN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

55

correlagdes significativas entre a imunomarcagao de ambas as proteinas e a
idade dos pacientes.

Segundo o “The Human Protein Atlas”, para dados obtidos de 11 amostras
de pacientes com CUB, a expressao de BCL-2 é ausente, enquanto y-H2AX
encontra-se expressa nestes tumores malignos, de maneira que os resultados
do presente estudo estdo de acordo com os depositados. Ainda segundo este
banco de dados, ambas as proteinas apresentam baixa especificidade tecidual,
além de apresentarem imunomarcagao de intensidade intermediaria em tecido
normal de bexiga urinaria. No presente estudo, foram observadas marcagdes
fracas ou ausentes nas amostras ndo tumorais adjacentes avaliadas, o que pode
refletir o fato dos tecidos adjacentes ndo serem considerados biologicamente
normais nem malignos, podendo ja apresentar um perfil tecidual distinto.

Adicionalmente, os resultados corroboram os descritos por Goyal et al.
(2014), Jahed et al. (2016) e Mostafaee et al. (2021), Pourebrahimi et al. (2022)
que também utilizaram a metodologia de IHQ e ndo observaram correlagdes
significativas entre a imunomarcagdo de BCL-2 e os paréametros de
estadiamento patoloégico e grau tumoral. Ressalta-se que o tamanho amostral
destes estudos foi similar ao do presente trabalho (n=71 amostras), com excec¢ao
do ultimo estudo (n=30 amostras), o que pode indicar que de fato a expresséo
de BCL-2, proteina de inibicdo da apoptose, ndo estaria associada a estes
indicadores prognosticos em CUB. Ja Basnipar et al. (2013) identificaram
associagao significativa desta mesma proteina com estadiamento patolégico em
amostra de 84 pacientes.

Estudos realizados pelo Instituto Nacional de Ciéncias da Saude, no
Japao, avaliaram camundongos expostos a compostos genotdxicos e
carcinogénicos como Beta-benzilaminonorepinefrina (BBN), acido 2-
nitrobenzodico (2-NA), Fenetil Isotiocianato (PEITC), uracil, melamine (YAMADA
et al., 2020) e 1-amino-2,4-dibromoanthraquinone (ADBAQ), fenacetina (PNC),
N-nitrosodifenilamina (NDPA), o-fenilfenato de sédio (SOPP) e acido 11-
aminoundecandico (AUDA) (SUZUKI et al., 2020). Ap6és o tratamento, os tecidos
de bexiga foram analisados por IHQ, revelando aumento de marcacao da y-
H2AX nas células uroteliais dos animais, assim como a presenca de hiperplasia
urotelial e infiltrado linfocitario. Desta forma, os autores concluiram que o

aumento na expressao desta proteina poderia estar relacionado com o inicio do
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processo da carcinogénese de bexiga, sugerindo seu uso para detecgao precoce
de CUB em individuos expostos a compostos carcinogénicos e genotoxicos.

No cancer de mama, o aumento na expressao da histona y-H2AX foi
associado a alto grau, tumor com tamanho elevado e comprometimento
linfonodal (VARVARA et al. 2019), bem como a um pior prognostico em subtipo
triplo negativo (NAGELKERKE et al. 2015). Em cancer de ovario, por outro lado,
sua elevada expressao foi indicativa de melhor sobrevivéncia (SARAVI et 2020).
Assim, a literatura mostra a importancia da y-H2AX como biomarcador em
diferentes modelos tumorais, podendo indicar bom ou mau progndstico,
destacando resultados conflitantes. Apesar disso, ndo observamos correlagdes
significativas entre os parametros progndsticos e a imunomarcagao de y-H2AX.

No presente estudo, objetivou-se ainda comparar e dividir a amostra
quanto a invasao da camada muscular e presencga de recidivas tumorais, para
verificar se as proteinas investigadas poderiam ter alguma influéncia sobre estes
eventos, porém nao foram observados resultados significativos. Basnipar et al.
(2013) identificaram associagdo positiva entre imunomarcacédo de BCL-2 e
invasdo muscular, constatando uma imunomarcacao positiva mais frequente nos
tumores invasivos, e sugerindo que a presenca da BCL-2 no microambiente
tumoral estaria associada a maior risco de invasdo muscular. Em relacdo as
recidivas tumorais, a literatura n&o apresenta associagdes significativas
considerando-se a proteina BCL-2 (AJILI et al. 2012). Uma correlacao negativa
entre recidiva tumoral e imunomarcacgao de y-H2AX foi observada por Cheung
et al. (2009) em 60 pacientes acometidos por CUB n&o invasivo de baixo grau.
Porém, em nosso estudo, esta proteina ndo se mostrou diretamente relacionada

com invasao tecidual ou reincidéncia tumoral.

Conclusao

Os resultados do presente estudo indicam que as proteinas BCL-2 e y-
H2AX, apesar de possuirem expressao no tecido tumoral maligno, e em
intensidades distintas, ndo se mostraram marcadores eficazes de progndstico.
Este estudo foi pioneiro na investigagao do perfil de imunomarcagao de y-H2AX
em relagdo aos parametros progndsticos grau tumoral, tempo decorrido entre a

o tumor primario e a primeira recidiva, bem como em relagao ao estadiamento
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patoldogico, e demonstrou que ambas as proteinas parecem nao estar
diretamente envolvidas nos processos de invasao tecidual ou reincidéncia

tumoral maligna da bexiga.
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MATERIAL SUPLEMENTAR
Tabela 1. Imunomarcagdes de proteinas BCL-2 e y-H2AX no grupo amostral “invasivo”.
BCL-2 yH2AX
Tecido nao Tecido Infiltrado Tecido nédo Tecido Infiltrado
tumoral . P . . e
adjacente tumoral linfocitario tumoral adjacente  tumoral linfocitario
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 auséncia do tecido tumoral adjacente ou do infiltrado linfocitario, - indica

auséncia de imunomarcacao, + indica imunomarcacgao fraca, ++ imunomarcacao intermediaria e

+++ imunomarcacéo forte.
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Tabela 2. Imunomarcagées de proteinas BCL-2 e y-H2AX no grupo amostral “n&o invasivo sem

recidiva”.
BCL-2 YH2AX
Tecido nao Tecido Infiltrado Tecido néo Tecido Infiltrado
tumoral . o . . o
adjacente tumoral linfocitario tumoral adjacente  tumoral linfocitario

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 auséncia do tecido tumoral adjacente ou do infiltrado linfocitario,

indica

auséncia de imunomarcacao, + indica imunomarcagao fraca, ++ imunomarcagao intermediaria e

+++ imunomarcacéo forte.
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Tabela 3. Imunomarcagées de proteinas BCL-2 e y-H2AX no grupo amostral “n&o invasivo com

uma recidiva”

BCL-2 yH2AX
T?Sir:grra]?o Tecido .Infiltr'adc') Tecido péo Tecido .Infiltr'adc'n
adjacente tumoral linfocitario tumoral adjacente  tumoral linfocitario

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 auséncia do tecido tumoral adjacente ou do infiltrado linfocitario,

indica

auséncia de imunomarcacao, + indica imunomarcacgao fraca, ++ imunomarcacéao intermediaria e

+++ imunomarcacéo forte.
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Tabela 4. Imunomarcagées de proteinas BCL-2 e y-H2AX no grupo amostral “n&o invasivo com
mais de uma recidiva”.

BCL-2 yH2AX
Tecido ndo Tecido Infiltrado Tecido ndo Tecido Infiltrado
tumoral adjacente  tumoral linfocitario ~ tumoral adjacente  tumoral linfocitario
BX153 - + ++ -
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 auséncia do tecido tumoral adjacente ou do infiltrado linfocitario, - indica

auséncia de imunomarcacao, + indica imunomarcacéo fraca, ++ imunomarcacgao intermediaria e

+++ imunomarcacéo forte.
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6 CONCLUSOES FINAIS

e A amostra foi composta principalmente por homens e por individuos néao
fumantes, com média de idade de 69,43£10,99 anos.

e Nas células tumorais, os perfis de imunomarcagéo de BCL-2 e y-H2AX
foram citoplasmatico e nuclear, respectivamente.

e As amostras nao tumorais adjacentes apresentaram imunomarcagao
fraca ou ausente para ambas as proteinas.

e O infiltrado linfocitario foi utilizado como controle interno para a
imunomarcacao de BCL-2, pois encontrava-se sempre marcado € com
forte expressao da proteina.

e Na amostra total observou-se auséncia de marcacdo para a proteina
antiapoptotica BCL-2 em metade das amostras analisadas;

e O perfil de imunomarcacdo de y-H2AX na amostra total foi tanto na
amostra total, como no grupo “invasivo”.

e Nao houve associagdo significativa entre os subgrupos amostrais,
considerando-se presenga ou nao de invasao muscular ou recidivas
tumorais, em relagao aos perfis de imunomarcagao de BCL-2 ou y-H2AX.

e Observou-se auséncia de associagdes ou correlagdes significativas entre
os perfis de imunomarcacdo de ambas as proteinas e os parametros
progndsticos ou os fatores avaliados.

e As proteinas avaliadas ndo se mostraram bons marcadores para o
prognostico do CUB em relagdo as amostras malignas de bexiga do
presente estudo, principalmente em relacdo a invasido da camada

muscular e recidiva tumoral.

7 CONSIDERAGOES FINAIS

Pretende-se, em estudos futuros, caracterizar o infiltrado linfocitario nas
amostras estudadas, uma vez que este se mostrou presente na maioria dos
pacientes e pode ter implicagdes progndsticas importantes com potencial de

aplicagao clinica.
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9. ANEXOS
ANEXO |

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

FONTE: elaborado pelo préprio autor.
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ANEXO Il

Chamada:

Projeto de Pesquisa

TITULO DO PROJETO: “Biomarcadores de instabilidade genémica e epigenética
ha suscetibilidade, prognéstico e follow up de pacientes com cancer de
bexiga”

tendo como Instituicao-sede:

+ Universidade Estadual de Londrina

e como Instituigbes participantes:

+ Hospital do Céncer de Londrina
+ LUNIFESP — Campus Baixada Santista

COORDENADORA DO PROJETO: Profa. Dra. Juliana Mara Serpeloni
COLABORADORES: Profa. Dra. lice Mara de Syllos Célus

Profa. Dra. Roberta Losi Guembarovski

Resumao

De acordo com a Global Cancer Statistics, o CaB é o décimo mais diagnosticado no mundo,
representando 3% dos casos (573,278) e 2,1% das mortes (212,538). E mais comum em homens
do que em mulheres, com respectivas taxas de incidéncia e mortalidade de 9,5 e 3,3 por 100.000
homens, aproximadamente 4 vezes aquelas entre as mulheres em todo o mundo. Do ponto de
vista do tratamento, o CaB representa um espectro de doencas, desde tumores néo invasivos
recorrentes tratados cronicamente, até doencas agressivas ou em estagio avancado que
requerem ftratamento multimodal e invasivo. Nos Gltimos anos, inibidores de checkpoints do
sistema imunologico (ICIs) utilizando como alvo as proteinas PD-1 e CTLA4 tém se tornado uma
estratégia no tratamento do CaB, junto com tratamentos classicos como cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou terapia direcionada. No entanto, o cenario continua desafiador, uma vez que a
taxa de recorréncia desses tumores continua alta apesar dos novos tratamentos propostos e a
manifestacdo clinica tardia dificulta seu estudo e compreenséo. Dessa forma, pesquisas
envolvendo alteragbes moleculares (polimorfismos genéticos, marcadores de instabilidade

gendmica e epigenética) voltadas para a descoberta e validagcéo de biomarcadores de



ANEXO lll
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, Juliana Mara Serpeloni, lice Mara de Syllos Colus e Roberta Losi-Guembarovski,
da Universidade Estadual de Londrina o(a) convidamos para nossa pesquisa e solictamos sua
colaboracdo e o seu consentimento para inclui-lo(@ em nosso projeto de pesquisa
“Biomarcadores bioldégicos ha suscetibilidade, prognédstico e follow up de pacientes com céncet
de bexiga®. O objetivo deste estudo é avaliar biomarcadores que possam aumentar ou diminuir
a suscetibilidade ao cancer de bexiga e que possam auxiliar na sua prevencéo e tratamento.

Assim, solicitamos a sua autorizacéo para que uma pequena guantidade de seu sangue
(20 mL) seja coletado via pun¢éo venosa (picada na veia) com seringa e agulha descartaveis.
Esclarecemos que néo havera desconforto fisico adicional para a sua pessoa, além da picada
da agulha. Para evitar desconforto e situacdes que possam causar algum risco para os pacientes,
0 sangue sera coletado por profissionais da salde que desenvolvem normalmente esse
procedimento. Solicitamos também a coleta de uma pequena amostra de urina (50mL). Pedimos
sua autorizacdo para que moléculas obtidas a partir deste material (DNA, RNA ou proteinas)
possam ser armazenadas para estudos futuros no Laboratério de Mutagénese e Oncogenética
(LAMON) da LUEL. O material obtido ficara armazenado no Laboratdrio sob responsabilidade dos
pesquisadores responsaveis por esta pesquisa.

Solicitamos também sua autorizacdo para que possamos consultar seu prontuario
médico e obter alguns dados clinicos do seu tratamento para o cancer de bexiga e a sua evolugéo
clinica, bem como os blocos de parafina com amostras do tecido da bexiga retiradas durante a
cirurgia no hospital. Solicitamos-lhe o preenchimento de um questionario sobre seu estilo de vida
e histérico de exposicéo, onde o (a) sr (a) sera identificado(a) apenas por um codigo, preservando
sua identidade. Estes questionarios ficardo armazenados no LAMONAEL e somente poderéo
ter acesso a ele os pesquisadores responsaveis por esta pesquisa.

Sua identidade ndo sera revelada e sera mantido o carater confidencial de todas as
informacgdes obtidas. Esclarecemos que o(a) sr(a) a qualquer momento tem a liberdade de se
recusar em contribuir com o estudo, sem ser prejudicado(@) no seu tratamento e
acompanhamento médico. Os resultados do estudo serdo divulgados em congressos cientificos
e publicados em revistas especializadas, preservando sua identidade. Esses resultados
provavelmente néo trardo beneficios para a sua pessoa, mas poderéo contribuir, no futuro, para
a reducdo do numero de pacientes com tumores de bexiga, assim como para o tratamento
clinico. O TCLE sera em duas vias, sendo uma entregue ao participante e o outra que ficara com
pesquisador

No caso de autorizado, o(a) sr(a). devera assinar este Termo de Consentimento.

Desde ja agradecemos sua colaboracéo.

Nome do voluntario Assinatura

RG:
Pesquisador responsavel:
Londrina, de de 2021
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ANEXO IV

cont e 0e. . UNIVERSIDADE ESTADUAL DE = Plataforma
o @) S LONDRINA - UEL sl
-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titule da Pesquisa: Biomarcadoras da instabilidada gendmica & epigenética na suscatibilidade, prognéstice
e follow up de pacientes com cdncer de bexiga

Pesquisador: Julana Mara Serpelom

Area Temdtica: Genética Humana:
(Hawerd armazenaments de materal bioldgico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pais, quando de forma conveniada com instituigies estrangeiras ou
em instituighes comerciais; J;

Varsda: 3

CAAE: 47092521.2.1001.5231

Instituigace Proponente: CCB - Departamento de Biologia Geral

Patrocinador Principal: Financiaments Proprio

DADGS DO PARECER

MNomero do Parecer: 4. 787.242

Apresentagio do Projeta:
As informagies eleneadas foram refiradas do arguivo Informagtes Basicas da Pesquisa
"PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1747072 pdf de 16/06/2021.

Resuma: De acords com a Global Camcer Statistics, o CaB & o décimo mais diagnosticads no mundo,
representando 3% dos casos (573 278) e 2,1% das maortes (212, 536). E mais comum em hamens do que
em mulheres, com respectivas taxas de incidéncia e mertalidade de 8.5 e 3.3 per 100.000 homens.
aproximadamente 4 vezes aquelas entre as mulheres em tode o mundo. Do ponto de vista do ratamento, o
Cab representa um espectro de dosngas, desde tumores nao invasivos recorentes tratados cronicaments,
até doengas agressivas ou em estigio avangado que requerem trataments multimodal e invasive. Nos
ltimios anos, inibidores de checkpaints do sisterna imunolbgico (ICIs) utilizando coma alvo as proteinas PD-
1 e CTLA4 tém se tomade wma estrategia no tratamenio do CaB, junto gem tratamentos elassicos como
cirurgia. radioterapia. guimicterapia ou terapia

direcionada. Mo entanto, o cenario continua desafiador, uma vez que a taxa de recoméncia desses tumores
continua alta apesar dos novos fratamentos propostos & & manifestagio clinica tardia dificulta seu estudo e
compreensSo. Dessa forma, pesquisas envolvendo alteragias moleculares

Endersgo: LABESC - Sala 14

Balrme: Campus UniversRark: CEP. 36057970
UF: PR Munizipio: LOMDRIMNA
Telefona: (43)3371-5455 E-mEll  canRaaiiel e

Pegiren 01 22 2F
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ANEXO V
Laboratério de Mutagénese e Oncogenética (LAMON) - UEL
Caodigo
nO
HISTORICO PESSOAL:

1- Registro |Institucional: Hospital do Céncer de Londrina

2- Sexo: Masculino ( ) Feminino ()

3- Idade:

4- Data de nascimento: / /

5- Local de nascimento:

6- Local de residéncia: Cidade:

UF:
Rua:
nO

- Telefone: e-mail:

7- Sua moradia é na zona rural ou urbana?

( ) RURAL ( )URBANA

8- Ha quanto tempo reside neste local?

anos meses.

9-
Profissao:

10- Grau de instrucgao:

Ensino Fundamental (antigo 1° grau) incompleto ( ) completo
( )

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

Ensino Superior/Graduagao incompleto ( ) completo
( )

Po6s Graduacéao incompleto ( ) completo

( )
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Curso Técnico incompleto ( ) completo

)

11- A qual grupo étnico vocé pertence ?

Negro( ) Caucasiano ( ) Asiatico ( ) Indigena (
Outros ( )

12- Ancestralidade (assinalar e descrever)

( ) Europeia

( ) Africana (qual

( ) Indigena

( ) Oriental

( ) Mestica

13- Informagdes dos familiares do individuo:
Nome completo

Nome

(qual
?)
(qual

(qual

(qual

do

da

Tamanho da irmandade (incluindo vocé):
Total:

14 - Vocé possui algum irmao gémeo idéntico?

( )SIM ( )NAO

Historico de exposig¢ao relacionado ou nao ao trabalho:

15- Vocé ja se expds a algum destes agentes/substancias listados abaixo

em seu trabalho ou em alguma outra atividade que exerce ?

Se SIM, por quanto tempo e ha quanto

Derivados de petréleo

(querosene, gasolina, solventes etc.)

)SIM ( )NAO

Tintas e/ou corantes

)SIM ( )NAO

foi
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Compostos usados em Industrias téxteis ou de tecelagem
( )SIM ( )NAO

Praguicidas e/ou herbicidas
( )SIM ( )NAO

Radiacao _
( )SIM ( )NAO

Metais pesados (Chumbo, Niguel, Cromo, etc...)
( )SIM () NAO

Substéncias usadas no processamento de madeira
( )SIM ( )NAO

Substéncias usadas na industria de papel ou celulose
( )SIM ( )NAO

Substéncias usadas em Minerag&o
( )SIM ( )NAO

Substéncias usadas na industria de calgados ou curtume
( )SIM ( )NAO

Substéncias usadas em Metalurgia
( )SIM ( )NAO

Substéncias usadas em Usina de agucar ou alcool
( )SIM ( )NAO

Substéncias usadas em processamento de Plastico ou borracha __
( )SIM ( )NAO

Sol _ ( )
SIM  ( )NAO

Se SIM, especifique tempo e periodo do
dia:

Outras substancias quimicas ou agentes fisicos ( )

SIM ( )NAO

Se SIM,
especifique:

16- Vocé utiliza ou utilizava equipamentos de protecédo individual
(mascaras, luvas, oculos, chapéu, roupas apropriadas, protetor solar etc.): (
) SIM ( ) NAO
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Histérico Tabagista:
17- Vocé fuma atualmente? ( ) SIM ( ) NAO
18- Se SIM, qual a quantidade de cigarros que fuma por dia?

( ) menos de meiomago ( )demeioaummaco ( ) mais de
um mago

19- Se NAO, ja foi fumante? Ha quanto tempo parou de fumar?
( ) nunca fumei

parei de fumarha ( ) 0-5anos  ( ) 5-10 anos (
) mais de 10 anos

20- Vocé convive ou conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas
que fumam?

( ) SIM ( ) NAO
Histérico de Etilismo:
21- Vocé consome bebidas alcodlicas? () SIM ( ) NAO
22- Se SIM, que tipo de bebida alcodlica vocé costuma consumir?
( ) Destiladas ( ) Ndo-destiladas ( ) Outras ( ) Ambas
23- Quanto vocé costuma beber por semana?

( ) até 1 copo ( yde2a5copos ( )de6a10 copos ()
mais de 10 copos

24- Se ja parou ha quanto tempo ndo consome mais esta bebida?
( )0-5anos ()6-10anos ( ) mais de 10 anos
25- Quanto vocé costumava beber por semana?

( ) até 1 copo ( yde2a5copos ( )de6a 10 copos ()
mais de 10 copos

26- Durante a sua vida, ja consumiu ou consome alguma bebida
diariamente por mais de 6 meses continuamente?

( )SIM ( )NAO

Historico de Saude:
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27- Nos ultimos 2 anos vocé tomou algum medicamento diariamente?

( )SIM ( )NAO (

Se SIM, especifique:

() Hormonio
Analgésicos

() Anti-hipertensivos
Imunossupressores

() Multivitaminicos
) Antianémicos

() Tranquilizantes
Antifungicos

() Antialérgicos
Antiarritmicos

( )

Outros:

) NAO SABE

() Anti-inflamatorio

() Anabolizantes

(

(

) Antibioticos
) Vitaminas

() Tranquilizantes

28- Vocé tem:

A - Alguma les3o na pele? ( )SIM ( ) NAO

B - Verrugas? ( )SIM ( ) NAO

C - Gastrite? ( )SIM ( ) NAO

D - Catarata? ( )SIM ( ) NAO

E - Micose? ( ) SIM ( )NAO

Se sim, qual?

F — Diabetes? ( )SIM ( NAO

G — Hipertenséo arterial? ( )SIM ( ) NAO

H — Doenga cardiovascular? ( ) SIM ( ) NAO

| — Osteoporose? ()SIM ( ) NAO

J- Anemia? ( )SIM ( ) NAO

L- Sopro? ( ) SIM ( ) NAO

M- Hepatite? ( )SIM ( ) NAO

Outros problemas ( ) Qual:

29- Vocé ja foi submetido a algum tipo de cirurgia?

( ) SIM ) NAO

Se SIM, especifique:
Tipo: Ano:

30- Vocé ja foi submetido a algum tipo de transplante?

( )SIM ( ) NAO Se SIM, especifique:

( ) Rim ) Figado () Pulméo ( Coracéo

( ) Cobrnea

( ) Medula



87

( )1vez ( )2 vezes ( )3vezes
Qual a data do
transplante:

31- Vocé ja recebeu transfusdo sanguinea?

( )SIM ( ) NAO Quantas?

32- Voceé tem antecedentes de cancer em sua familia? ( )SIM
( ) NAO

33- Em casos de cancer na familia, qual era o vinculo de parentesco?

( ) Pai ( )Mae ( ) Filho ( )Tio (

) Primo () Outro

Se OUTRO, especifique:

34- Qual foi a localizagao do tumor?
Especifique:

Dados relacionados ao cancer
35- Tipo histolégico:

( ) carcinoma urotelial ( ) carcinoma
de células escamosas

( ) carcinoma de células pequenas ( ) adenocarcinoma

( ) outros

37- Vocé ja foi tratado anteriormente devido a algum tipo de cancer?
( )SIM ( )NAO
Se SIM, especifique 0 tipo:

Historico Alimentar: (refira-se somente aos habitos frequentes):
39- Vocé se alimenta apenas de vegetais? ( )SIM ( )NAO
40- Vocé come carne? ( ) SIM ( ) NAO

41- Se SIM, com que frequéncia vocé come as carnes listadas abaixo:

1-2 3-4 5-6
dias/semana dias/semana dias/semana

diariam
ente
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Carne
bovina

Peixe

Frang
o

Porco

Outros




