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Borges LL. Identificacdo de marcadores biomoleculares preditivos de resposta a
quimioterapia neoadjuvante no carcinoma urotelial de bexiga [Tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

O tratamento para o Carcinoma urotelial da Bexiga (CaUB) com invasédo da camada
muscular prépria envolve a Cistectomia Radical (CR) e a linfadenectomia regional. A
quimioterapia (QT) neoadjuvante baseada em Cisplatina apresenta melhora na
sobrevida em 5 anos de 5 a 10%. Ao se estratificar os pacientes de acordo com o grau
de resposta a QT observa-se sobrevida aos 5 anos de 80-90% para oS
quimiossensiveis, 30-40% para 0s quimiorresistentes e 50% para aqueles tratados com
CR isolada. Neste contexto € importante selecionar os pacientes sensiveis a QT, que
obteriam melhora da sobrevida com o tratamento combinado. Sabe-se que o CaUB é
bastante heterogéneo em termos de alteracBes genéticas, expressdao de RNA e
proteinas. Neste estudo foram avaliados os marcadores imuno-histoquimicos (IHQ) que
potencialmente confeririam resposta a QT neoadjuvante em CaUB invasivos
submetidos a CR. Entre 2009 e 2016, 384 pacientes foram operados no Instituto do
Cancer do Estado de Sao Paulo (ICESP), sendo que 52 receberam QT neoadjuvante e
25 tinham os espécimes cirurgicos disponiveis, tanto da primeira intervengéo cirargica
(Resseccao Transuretral - RTU) quanto da CR para avaliacdo. Este material foi objeto
do estudo da expresséao das proteinas, relacionando os achados a presenca de resposta
patoldgica & QT e a sobrevida. O intervalo médio entre o fim da QT e a cirurgia foi de
58,7 (+21) dias. Dezesseis (64%) pacientes vieram a Gbito ao longo do tratamento com
um tempo médio de 49,3 (+52,7) dias. Dez (40%) pacientes apresentaram resposta a
QT. Foram identificadas Variantes Histoldgicas do CaUB em 36% dos casos e nenhum
desses pacientes respondeu a QT neoadjuvante (p=0,002). O biomarcador Anidrase
Carbonica 9 (CAIX) foi expresso por 53% dos ndo-respondedores sendo negativo em
todos os pacientes que responderam a QT. Nossos resultados mostram que expressao
de CAIX (p=0,005) e a presenca de variantes histolégicas no CaUB sado potenciais
biomarcadores de ndo-resposta a QT neoadjuvante e podem ser facilmente usados na

prética clinica.

Descritores: Biomarcadores; Quimioterapia adjuvante; Neoplasias da bexiga
urinaria; Terapia neoadjuvante.



Borges LL. Identification of biomolecular markers predictive of response to
neoadjuvant chemotherapy in muscle-invasive urothelial bladder carcinoma
[Thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2021.

Treatment for muscle-invasive urothelial bladder cancer (MIBC) involves radical
cystectomy (RC) and regional lymphadenectomy. Neo-adjuvant chemotherapy
(NAC) based on platinum improves 5-year survival from 5 to 10%. A 5-year
survival rate of 80-90% for chemosensitive patients, 30-40% for chemoresistant
patients, and 50% for those treated with isolated RC were observed when
patients were stratified. It is crucial to select patients sensitive to QT who have
better survival outcomes using combined treatment. It is known that MIBC is quite
heterogeneous in terms of genetic alterations, RNA, and protein expression. In
this study, immunohistochemical markers that could potentially confer response
to neoadjuvant QT in MIBC treated with RC were evaluated. Between 2009 and
2016, 384 patients underwent surgery at the Cancer Institute of the State of Sdo
Paulo (ICESP). Of those, 52 received neoadjuvant chemotherapy, and surgical
specimens were available from 25 patients, both from the first surgical
intervention (Transurethral Resection) and RC. The protein expression of the
surgical specimens was evaluated to relate the presence of pathological
response to QT and survival. The average interval between the end of
chemotherapy and surgery was 58.7+ 21 days. Sixteen (64%) patients died
during treatment (mean 49.3+ 52.7 days). Ten (40%) patients responded to the
QT. MIBC histological variants were identified in 36% of the cases, and none of
these patients responded to neoadjuvant chemotherapy (p=0.002). The
biomarker Carbonic Anhydrase IX (CAIX) was expressed by 53% of non-
responders and was negative in all patients responding to QT. Our results show
that CAIX expression (p=0.005) and the presence of histological variants in MIBC
are potential biomarkers for non-responders to neoadjuvant QT and can be used

in clinical practice.

Descriptors: Biomarkers; Chemotherapy adjuvant; Urinary bladder neoplasms;
Neoadjuvant therapy.
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

1.1 Generalidades

Em 2015 foram diagnosticados 386.000 novos casos de cancer de bexiga
em todo o mundo,(1, 2) acarretando um importante impacto econémico, tanto
pela significativa frequéncia do tumor inicial e seu tratamento, como devido as
suas altas taxas de recorréncia e necessidade de monitorizacéo rotineira com
Cistoscopia (3). O tipo mais comum de tumor vesical € o carcinoma urotelial

(CauB), que corresponde a mais de 90% dos casos (4).

O tratamento padrdo para o CaUB ndo musculo-invasivo consiste na sua
remocao por resseccao transuretral (RTU), seguida de imunoterapia com Bacilo
de Calmette-Guérin (BCG) intra-vesical nos casos onde ha alto risco de recidiva
e progressao. Naqueles que ja apresentam invasdo da camada muscular propria
(musculo detrusor) o tratamento adequado envolve a Cistectomia radical (CR) e
a linfadenectomia regional. A quimioterapia (QT) baseada em Cisplatina tem sido
cada vez mais recomendada, com resultados favoraveis de resposta em 38%
dos casos, quando utilizada de forma neoadjuvante.(5, 6) Porém este beneficio
ndo é duradouro, culminando com uma modesta melhora na sobrevida em 5
anos de 5-10% quando comparando a QT neoadjuvante vs cistectomia
isoladamente (7, 8). Essa variacdo de resposta fica mais intrigante quando se
analisa todo o grupo que recebeu QT e estratifica-se 0s pacientes entre sensiveis
(respondedores) vs resistentes (ndo-respondedores) & QT neoadjuvante. E
encontrada a impactante diferenga na sobrevida cancer especifica em 5 anos:

sendo 80-90% para os quimiossensiveis, 30-40% para 0s quimiorresistentes e
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50% para aqueles tratados com CR isolada. (5). E nitida a necessidade de

melhor selecédo dos pacientes que deverdo seguir para a QT neoadjuvante.

1.2 Identificacdo de Biomarcadores preditivos de resposta a terapia

O emprego das tecnologias genbmicas levou a avancos em testes
moleculares de muitos tipos de canceres, com beneficio clinico e pratico ja bem
estabelecido. Entretanto, o CaUB ainda néo teve significantes avangos neste

sentido e seu manejo clinico mudou pouco nos ultimos 30 anos.

A habilidade de se identificar quais pacientes responderiam a determinado
tipo de tratamento geraria uma mudancga nesta abordagem clinica, direcionando
a QT aqueles que realmente se beneficiariam, evitando a toxicidade relacionada
ao tratamento sistémico e atrasos no tratamento cirdrgico daqueles nao

candidatos a QT.(9)

Sdo chamados de Biomarcadores preditivos algumas caracteristicas
moleculares do tumor inicial que possam prever o potencial beneficio a uma
determinada terapia. Diversos autores ja revelaram que o CaUB é bastante
heterogéneo em termos de linhagens genéticas, expressao de RNA e proteinas
relacionadas.(10-12) Esta classificacdo molecular ja é incorporada ao tratamento
de outros tipos de tumores, tais como melanoma, mama e pulmé&o. Em bexiga,
poucos sdo os estudos envolvendo biomarcadores genémicos ou relacionados
a expressdo de RNA. Uma revisao recente identificou apenas 11 estudos neste

sentido até Janeiro de 2015.(13)
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Sabe-se que o CaUB da bexiga compreende 2 fendtipos distintos, a
doenca “superficial” e a musculo-invasiva, que sao definidas por 2 vias
moleculares diferentes. O CaUB ndo-invasivo ou nao-infiltrativo na lamina
prépria, erroneamente denominado de superficial, € associado a alteracdes do
receptor de Tirosina-quinase FGFR3 e aos genes HRAS e PIK3CA, enquanto a
doenca musculo-invasiva envolve alteracdes nos genes supressores, incluindo
p53, pl6 e Rb.(14) Uma avaliacdo baseada no Atlas Gendmico dos Canceres
(TCGA) identificou alteracao na via do PI3K-Akt-mTOR em 42% dos casos de

CaUB e na via RTK-MAPK em 45%.(10)

Choi e cols. descreveram 2 tipos de CaUB musculo-invasivos, a
semelhanca da mama. Classificaram em basais e luminais que por sua vez se
subdividem em luminal e p53-like, que se caracterizam por anormalidades
genéticas especificas (Figura 1). Os basais envolvem alteracbes no EGFR,
STAT3, HIF1 e genes relacionados a resposta imune, enquanto 0s tumores
luminais relacionam-se com mutacbes em FGFR3, PPARy, ERBB2 e
ERBB3.(15) De modo interessante, exibem alteracdes histoldgicas especificas e

respondem de modo distinto a QT neoadjuvante (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos tipos intrinsecos de carcinoma urotelial
relacionados a anormalidades genéticas especificas segundo Choi et al(CHOI,
CZERNIAK; OCHOA; SU et al., 2014).

Claudinalow Sarcomatodide Intermediaria
Basal Escamoso Alta
Luminal Papilifero Alta

P53-like Infiltrativo Baixa
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Figura 1. Tipos moleculares do carcinoma urotelial de bexiga como descrito por
Choi et al(CHOI; CZERNIAK; OCHOA; SU et al., 2014).

Apesar dos esforgcos em andamento, esses dados sao iniciais e novas
séries devem ser estudadas para que haja um avanco no entendimento das vias
moleculares envolvidas no desenvolvimento e na progressdao do CaUB,
contribuindo assim para uma sele¢éo de pacientes para tratamentos especificos

de acordo com cada assinatura molecular e genética individual.

1.3 Marcadores individuais de resposta

e TP53

O fator de transcricdo p53 é um dos mais importantes genes supressores
de tumor, exercendo importante papel no reparo do DNA e em outros processos

celulares, incluindo promocéo da apoptose e a regulacao do ciclo celular.(16, 17)
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TCGA demonstrou que ha inativacdo do p53 em 76% dos casos de CaUB, que
pode ser ocasionada por mutacfes no proprio TP53 ou combinada com
amplificacbes de MDM2, regulador negativo de TP53.(10) Entretanto, resultados
confltantes em alguns estudos favorecem quimiorresisténcia ou
guimiossensibilidade associadas a diferentes tipos de mutacédo do p53.(18, 19)
Uma andlise retrospectiva, usando IHQ, mostrou que pacientes com aumento na
expressdo de p53, que se relaciona com sua mutacao, tiveram beneficio de
sobrevida quando expostos a QT neoadjuvante com Cisplatina.(20) Por outro
lado, um estudo fase Il ndo demonstrou associagao significante entre expressao

de p53 e resposta a Metotrexate, Vinblastina e Doxorubicina.(21)

e TP63

Assim como o p53, o p63 € relacionado a promocdo da apoptose e a
regulacdo do ciclo celular. Quando mutado, da origem a uma série de
malformacBes de tecidos envolvendo o ectoderma e o mesoderma (Labio
palatino e Ectrodactilia, por exemplo).(22) Além das sindromes congénitas, tem
especial uso na identificacdo de Tumores de células escamosas de Cabeca e
Pescoco e Tumores da Vulva, além de ser importante marcador de diferenciacao

escamosa dos Adenocarcinomas da Prostata.(23)

Em CaUB a mutacdo do p63 foi identificada como potencial fator de risco
para menor sobrevida.(24) Embora ndo se tenha ainda uma total compreenséo
do papel do p63 na promocédo da progressdo do cancer de bexiga, estudos
relataram que o p63 é expresso em tumores superficiais, em contraste a sua
baixa expressao nos CaUB invasivos.(25) Como a doenca superficial raramente

leva a obito, a expressao de p63, portanto, esta associada a bons resultados
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clinicos. No entanto, pesquisas recentes indicam que pacientes com tumores
invasivos e p63-positivos tém um prognastico pior do que pacientes com tumores
invasivos musculares sem expressao de p63.(26) A mutacédo de p63 também foi
descrita como importante fator de resisténcia a QT por meio de mecanismos que

envolvem Myc.(27).

e Receptores da Tirosina Quinase: EGFR (HER1) e ERBB2 (HER2)

Acredita-se que a superexpressao do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) esteja associada a progressdo do CaUB e a resultados
clinicos ruins. Mansour e cols investigaram o significado prognéstico da
expressdo de EGFR em pacientes que receberam QT adjuvante a base de
cisplatina apés CR para CaUB avancado (pN+ em 91% dos casos). O EGFR foi
superexpresso em 43% dos casos, correlacionando-se significativamente com a
recorréncia da doenca (p=0,021). A superexpressdo de EGFR foi identificada

como um preditor independente para a recorréncia da doencga (p=0,04).(28)

HER?2 ou ERBB2 é outro receptor de Tirosina Quinase que vem sendo usado
como biomarcador preditivo de resposta a terapia alvo e QT em cancer urotelial
e outros tipos de tumores. O papel do HER2 no desenvolvimento do CaUB tem
sido estudado e ele parece predizer o potencial de resposta a QT. Muta¢gdes no
ERBB2 foram associadas a resposta completa a QT baseada em Platina.(29)
Este estudo sugere que o ERBB2 pode ser utilizado como um bom biomarcador
gendmico para a selecédo de pacientes com CaUB. Neste contexto destacam-se

estudos clinicos e fase | que evidenciam alta resposta a terapia alvo para HER2
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e estudos de fase Il avaliando Trastuzumab (NCT01828736) e Lapatinib

(NCT0094955).

e Genes de reparo do tipo mismatch

Os genes de reparo do tipo mismatch (MMR) corrigem erros que ocorrem
espontaneamente durante a replicacdo do DNA. A instabilidade microssatélite
(MSI) é a condi¢cao genética que resulta quando ha falha / mutacdo destes genes

(MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2).(30)

MutacgOes germinativas desta natureza estéo relacionadas a Sindrome de
Lynch ou sindrome do carcinoma colorretal hereditario ndo ligado a polipose.
Seu silenciamento por metilacdo também é descrito em muitas neoplasias
esporadicas.(31) Em 2017, o Pembrolizumabe (anticorpo monoclonal PD-1) teve
seu uso liberado para pacientes com tumores solidos metastaticos e presenca
confirmada de mutacdo ou silenciamento dos genes de reparo.(32) Nesse
contexto, também no CaUB a caracterizacéo do perfil de expressdo MMR pode
trazer informacbes em relacdo a predicao de resposta a QT neoadjuvante.
Utilizando a técnica de CRISPR, a inativacdo do MSH2 foi relacionada a
resisténcia a QT baseada em Cisplatina. In vitro, as células de CaUB com MSH2
mutado mostraram uma reducdo na apoptose mediada pelo quimioterapico.
Esses resultados ainda nao foram validados através da IHQ, como descrito no

nosso estudo.(33, 34)
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e Anidrase Carb6nica 9

Hipoxia pode surgir em consequéncia do rapido crescimento dos tumores,
incluindo o cancer de bexiga, e € uma importante reguladora de expresséo
génica. A enzima Anidrase Carbdnica 9 (CAIX) tem sua atividade induzida por
hipoxia e regula os niveis de pH intracelular, a proliferacdo celular, a adesao
celular e também a progressdo tumoral (35) Uma expresséo fraca de CAIX é
observada na mucosa gastrica normal, intestino delgado, vias biliares e ductos
seminais, no entanto, sua expressdo estd ausente em outros sistemas
organicos, incluindo o trato urinario. Em contraste, a CAIX é expressa em
abundéancia como uma consequéncia direta da hipoxia em numerosos canceres.
Estudos demonstraram que, em muitos tipos de cancer, a alta expressao de
CAIX é acompanhada de um fendtipo mais agressivo de tumor e um mau

prognadstico.(36)

Klatte e cols. avaliaram a expressédo de CAIX em uma série de pacientes
com CaUB. Identificaram auséncia de CAIX no tecido urotelial normal, enquanto
71% dos CaUB expressaram a enzima. Ela foi mais presente nos tumores néao
invasivos (Ta) versus invasivos (T1-T4) (p<0,001), nos casos de cancer de
bexiga de baixo grau versus alto grau (p<0,001) e nas metastases versus tumor
primario correspondente (p=0,032). Dentre os pacientes Ta-T1 que foram
submetidos a RTU, a expressao mais elevada de CAIX foi associada com pior
sobrevida livre de recidiva (p=0,001) e a um risco 6,5 vezes maior de progressao
para doenga musculo-invasiva (p=0,006). Nos pacientes que foram submetidos
a CR, a maior expressao foi associada a uma pior sobrevida global (p=0,003). A

expressdo de CAIX foi o mais forte fator progndéstico independente de sobrevida
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livre de recidiva (hazard ratio=2,29; p=0,001) e sobrevida geral (hazard ratio=1,9;

P<0,001).(37).

e Citoqueratinas (CK) — CK 5/6, CK7 e CK20

As CK séao proteinas encontradas no citoesqueleto do tecido epitelial. Elas
ajudam as células a resistir ao estresse mecanico. A expressao dessas CK é

especifica para determinados 6rgaos ou tecidos.

A CK 5/6 € normalmente encontrada no epitélio escamoso e carcinoma
de células escamosas (CEC). Na bexiga, a presenca de diferenciacdo
escamosa, confirmada pela expressdao de CK 5/6, é associada a um pior
prognéstico. Ainda, nos casos de CaUB avancado, incluindo os de diferenciacdo
escamosa, a presenca de CK 5/6 chega a 50% e € associada a pior
progndstico.(38) Em outra série, a expressao positiva de CK 5/6 foi observada
em 20% dos CaUB, tendo associacéo estatisticamente significante com o grau
do tumor (p<0,05) e invasdo muscular (p=0,049). Ja a recorréncia (p=1,0) e
sobrevida (p=0,054) ndo foram influenciados pela expressdo ou nédo desta

proteina.(39)

Hammam e cols. avaliaram 200 pacientes de CaUB e demonstraram que
as CK 7 e 20 estédo expressas em até 80% dos casos. De modo interessante, a
expressdo de CK 20 diminui a medida que se aumenta o grau do tumor - 100%
em pTa, 83.3% em pT1l e 50% em pT2-3 (p<0.01), enquanto a CK 7, de forma
contraria, aumenta com a elevagéo do grau do tumor - pTa 20%, 47.5% em pT1,

e 100% em pT2-T3 (p<0.01).(40) Essa variedade de expressao das CK pode ser
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usada para se identificar um padrdo biolégico que confira uma maior resposta a

QT adjuvante no CaUB.
e GATA3

A proteina GATAS é um fator de transcri¢cao codificado pelo gene GATAS.
Ela controla a expressdo de uma ampla gama de outros genes biologicamente e
clinicamente importantes. E especialmente relacionada ao desenvolvimento
embrionario de varios tecidos, bem como nas respostas imunes inflamatérias e

humorais e no funcionamento adequado do endotélio vascular.(41)

No CaUB é expressa em 70% dos casos e é relacionada ao perfil
molecular luminal ao lado da CK20 (42) Tem-se observado uma diminui¢cdo
significativa na expressdao da GATA3 nas neoplasias uroteliais. A perda da
expressao foi associada a tumores de alto grau (p=0,002) e musculo-invasivos
(p<0,001), enquanto, de modo contrario, a expressdo forte de GATA3 foi
identificada como um preditor independente de mau prognéstico.(43) De modo
interessante, Inoue e cols. notaram que a auséncia de expressao de GATAS foi
significativamente associada com menor sobrevida livre de recorréncia (p= 0,037
para todos os casos, p=0,026 para tumores mausculo-invasivos) e menor
sobrevida cancer-especifica (p=0,007 para todos os casos, p=0,012 para

tumores musculo-invasivos, p=0,035 para casos com QT adjuvante).(44)

Assim, considera-se que GATA3 possa ser também importante na

identificagdo de tumores que possam ser mais responsivos a QT neoadjuvante.
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JUSTIFICATIVA

As andlises moleculares dos CaUB mostram perfis de mutacéo distintos
que podem influenciar a resposta a terapia neoadjuvante. Assim, o encontro de
biomarcadores preditivos de resposta € altamente desejavel pois evitaria o
atraso na terapia cirargica definitiva nagueles ndo respondedores, poupando-0s
ainda dos efeitos colaterais da quimioterapia, selecionando pacientes sensiveis

a terapia cujos estudos mostram melhora na sobrevida quando adotada essa

abordagem.
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

Identificacdo de marcadores de resposta a quimioterapia neoadjuvante
baseada em cisplatina de carcinomas uroteliais de bexiga invasivos (2pT2) pela

técnica imuno-histoquimica utilizando tissue microarray.
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3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Entre o janeiro de 2009 e o julho de 2016 384 pacientes foram submetidos
a CR no Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo (ICESP). Neste periodo 52
pacientes receberam QT neoadjuvante baseada em cisplatina. Desse grupo, 25
pacientes tinham disponiveis para analise tanto os espécimes cirlrgicos
referentes a primeira intervencdo diagnéstica (RTU do CaUB) quanto da CR,

tendo sido objeto de analise nessa pesquisa.

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica do ICESP através do
protocolo numero 1061/16 (anexo A). Todos os pacientes incluidos concordaram
em participar do estudo, pessoalmente ou através da um responsavel legal,
quando falecidos, e assinaram o Termo de consentimento Livre e Esclarecido

(anexo B).

3.2 Critérios de Incluséao

- Pacientes portadores de CaUB invasivo (2pT2) e que foram submetidos

a QT neoadjuvante baseada em cisplatina e submetidos a CR no ICESP;

- Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido;

- Disponibilidade de material arquivado proveniente da RTU e da CR do

CaUB para revisao e estudo imuno-histoquimico.
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3.3 Critérios de exclusao

- Pacientes que nao concordaram em participar do estudo;

- A falta ou inadequacéo de material proveniente da RTU do CaUB com o
diagndstico de carcinoma invasivo 2pT2 para revisdo e estudo imuno-

histoquimico;

- A falta ou inadequacdo de material proveniente da CR apés a QT

neoadjuvante para revisao e estudo imuno-histoquimico;

3.4Avaliacado da resposta ao tratamento

Foi realizada uma andlise retrospectiva da evolucdo dos pacientes
portadores de CaUB tratados com QT neoadjuvante baseada em cisplatina.
Foram identificados neste estudo os esquemas de tratamentos realizados, tais
como as drogas quimioterapicas utilizadas, o numero de ciclos, bem como a
toxicidade associada a cada tratamento. Os intervalos de tempo entre a primeira
RTU, a QT e a CR também foram considerados para analise. Por fim, foi
considerada resposta patoldgica ao tratamento quando o estadiamento
anatomopatolégico final mostrou um downstaging para <pT1l, conforme
avaliagdo uniforme realizada por uma experiente uropatologista (KRML).
Qualguer achado divergente de padréo urotelial foi classificado como Variante

Histologica (Diferenciacdo Divergente).
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3.5Microarranjo tecidual (TMA)

A técnica utilizada neste trabalho para construcdo do TMA ou “tissue
microarray” foi adaptada de Kononen e cols.(45) Ela € empregada para avaliar a
expressao de proteinas, através de reacdes IHQ, a partir de um bloco de parafina
contendo centenas de fragmentos de tecido tumoral, analisados lado a lado,
permitindo maior padronizacdo das reacdes e rapidez nas analises.

Para esta confeccgéo, foram reanalisadas as laminas correspondentes a
RTU, sendo marcadas 3 &reas mais bem representativas da neoplasia. O mesmo
foi feito nos blocos de parafina doadores correspondentes.

Usando um sistema de precisdo mecanico (Beecher Instruments, Sum
Prairie, WI), cilindros de 0,6 milimetros de diametro foram retirados dos blocos
de parafinas doadores contendo os CaUB previamente selecionados pelo
patologista, através de puncao, e posteriormente transportados para um bloco
de parafina receptor ficando no mesmo com um intervalo de 0,3 milimetros com
o bloco vizinho. A disposi¢cdo no bloco receptor foi definida em um sistema
cartesiano de coordenadas e 0 conjunto das amostras constitui a micromatriz
tecidual. Trés amostras tumorais foram recolhidas por paciente, uma vez que foi
demonstrado que a analise de pelo menos duas amostras € comparavel com a
analise de uma seccéo de tecido inteiro em mais de 95% dos casos.(45)

Apos a conclusdo do bloco de parafina de TMA, foram cortadas 100
laminas de 4um de espessura e todas foram armazenadas em congelador

comum a -20°C até a realizacdo da reacao IHQ (figura 2).
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3.6Reac¢des Imunohistoquimica

As laminas parafinadas dos TMAs foram submetidas a técnica de IHQ
utilizando os anticorpos primérios especificos para cada reacdo através da
streptavidina-biotina-peroxidase (Ultravision Detect System Anti-polyvalent,
HRP, Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA) (Figura 2). Os anticorpos

utilizados neste projeto estao expostos na tabela 2, assim como a padronizacao

dos seus respectivos resultados.

@

r‘
A AN 4 "‘.
o © W

‘ o P ;] . 4:
& ) {& ] ,ﬁ%« 9 & :
e BEOCHO |
IPEIN IS O
" S & Y v v "
PCPeO 800
W SO 0 & . 4 g & Y
= W U © .ﬁf:. ‘} ¥ \5 3,% & w
ah a8 3. 4 &0 . o ey
@I LT CHHID
v “@ PO e /ﬁ £ 4
i % ; t 4 2::3:” B P]& £, 1 ¥ :

Figura 2. “Tissue microarray” — TMA das amostras analisadas neste estudo em
pequeno aumento (a esquerda) e grande aumento (a direita).

3.7 Andlise da expressao das proteinas
Foram analisados os perfis de expressao de proteinas que caracterizam

os fendtipos basal e luminal, além de genes de reparo do DNA como exposto na

tabela 2.

A imuno-expressdo de cada proteina foi analisada por uma experiente

uropatologista (KRML) usando uma escala semiquantitativa dos resultados. Para



33

cada proteina / potencial biomarcador analisado foi feita a padronizacdo de

expressao: ausente, fraca (+), moderada (++) e forte (+++).

Tabela 2. Anticorpos relacionados com diferentes tipos moleculares e funcéo

correspondente.
Anticorpo Clone Marca Tipo molecular
Citoqueratina 5/6 | CK5/6.007 Biocare Basal / Escamoso
Citoqueratina 7 BC1 Biocare Luminal
Citoqueratina 20 Ks20.8 Biocare Luminal
P63 BC4A4 Biocare Basal / Escamoso
P53 DO7 Biocare P53-like
GATA3 L50-823 Biocare Luminal
EGFR SP84 Cell Marque | Basal / Escamoso
Her2 EP3 Biocare Luminal
CAIX EPR4151(2) Abcam Hipdxia
MLH1 G168-15 Biocare MMR
MSH2 FE11 Biocare MMR
MSH6 BC/44 Dako MMR
PMS2 Al6-4 Biocare MMR

MMR — DNA mismatch repair

3.8 Analise estatistica

Para a andlise estatistica os achados IHQ foram divididos em 2
categorias: expressao ausente / fraca versus expressdo moderada / forte, de
acordo com suas respectivas reacoes IHQ.

Foi comparada a presenca de resposta a QT neoadjuvante de acordo com
os perfis de expressdo IHQ dos marcadores citados. A analise da sobrevida
também foi relacionada com os resultados de expressdo IHQ. O teste exato de
Fisher foi utilizado para correlacionar a resposta a QT com idade, sexo, variante
histol6gica, metastase linfonodal, 6bito e expressao das Citoqueratinas 5/6, 7 e
20, GATA3, HER2, EGFR, p63, p53, CAIX, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. A

analise de Kaplan-Meier com log-rank foi realizada para se caracterizar a
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sobrevida. Para a avaliacéo estatistica foi utilizado o software SPSS verséo 20.0
(IBM, EUA) e foram considerados estatisticamente significativos os resultados

com p<0,05.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Dezoito (72%) pacientes eram do sexo masculino, a média de idade foi
61,84 (+7,13) anos e a mediana 62 anos. Receberam em média 4 ciclos de QT
(+1). A escolha das drogas quimioterapicas foi estabelecida pela equipe titular
de acordo com o estado geral do paciente, sendo assim distribuidas: 9
Gemcitabina + Carboplatina + Taxol (36%), 8 Gemcitabina + Cisplatina (32%), 4
MVAC (16%), 2 Carboplatina + Taxol (8%), 1 Gemcitabina + Taxol (4%) e 1

Gemcitabina (4%).

O tempo médio entre a RTU e a QT foi 89,36 (+56,47) dias, enquanto
entre a QT e a CR foi 58,07 (+21,03) dias. Dez (40%) pacientes apresentaram
resposta a QT neoadjuvante (<pT1), sendo pTO - 4 (16%), pTis - 1 (4%), pT1-5
(20%). Os demais foram estadiados pT2 - 3 (12%), pT3 -9 (36%) e pT4 - 3 (12%).
Em média foram ressecados 26,28 (+11,9) linfonodos, com mediana N=24
(variavel de 11 a 61). Oito (32%) pacientes tiveram linfonodos acometidos.

(Tabela 3).
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Tabela 3. Tabela de dados demograficos, resultados anatomopatolégicos e
caracteristicas do tratamento.

Pacientes
N 25
Idade (anos)
Média (DP) 61,84 (+7,13)
Mediana (Variacao) 62 (48 a 78)
Sexo
Masculino 18
Feminino 7
Quimioterapia
Ciclos 3,96 (+1,01)
Resposta 10 (40%)
Estadiamento AP
pTO 4 (16%)
pTis 1 (4%)
pT1 5 (20%)
pT2 3 (12%)
pT3 9 (36%)
pT4 3 (12%)
Linfonodos
Ressecados 26,28 (+11,9)
Acometidos 7 (28%)
Histotologia Especial 9 (36%)
Escamosa 4(44,4%)
Sarcomatoide/rabdoéide 2(22,2%)
Plasmocitoide 2(22,2%)
Micropapilar 1(11,1%)
Intervalos de tempo (dias)
RTU > QT 89,36 (+56,47)
QT > Cistectomia 58,07 (21,03)
Cistectomia > Obito 734,54 (+612,49)
Numero de Obitos 16 (64%)

Sexo e idade néo tiveram relacdo com resposta ao tratamento (p=0,179 e

p>0,999,

respectivamente).

Dentre os pacientes que

responderam ao

tratamento, o esquema tratamento se deu com GC=4 (40%), GCT=4 (40%) e
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MVAC=2 (20%). Dezesseis (64%) pacientes morreram ao longo do seguimento,

com um tempo de seguimento médio de 49,3 meses (+52,7) ap0s a cirurgia.

A expressao de CAIX foi maior em mulheres (p=0,0169). Todos os demais
biomarcadores tiveram expressao similar em ambos os sexos. Em todos os
biomarcadores analisados, ndo houve qualquer diferenciacdo na expressao IHQ

guando se estratificou por grupos etarios.

Diferenciacédo divergente ou variante histoldgica de CaUB estava presente
em 9 (36%) pacientes (Figura 3). A forma encontrada mais comum foi
Diferenciacdo Escamosa em 4 (44,4%) casos, seguida por padrdo Sarcomatoéide
/ Rabddide em 2 (22,2%), Plasmocitoide 2 (22,2%) e Micropapilar em 1 (11,1%).
Nao houve resposta & QT em nenhum caso identificado com alguma destas

variantes histolégicas (p=0,002).
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Figura 3. Variantes do CaUB: A: Sarcomatoide; B: Escamoso; C: Plasmocitoide e D: Micropapilar.
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A Imunoexpresséao das proteinas e suas respectivas respostas a QT estéao
expostas na tabela 4. Apenas a expressdao de CAIX (figura 4A e 4B) foi
relacionada a auséncia de resposta. Dentre aqueles que ndo responderam, oito
(53,5%) expressaram CAIX e todos os que tiveram CAIX expressa estdo dentre

0 grupo de ndo-respondedores (p=0,005).

Tabela 4. Tabela de distribuicdo dos pacientes de acordo com o status de
expressao dos Biomarcadores versus Resposta a QT.

. Resposta a QT P

Biomarcador IHC N&o (%) | Sim (%)

CAIX Negativo | 7 (46,7) | 10 (100) | 0,005
Positivo | 8 (53,3) 0 (0)

CK5/6 Negativo | 9 (60) 3(30) |0,226
Positivo 6 (40) 7 (70)

CK7 Negativo | 5(33,3) | 1(10) [0,181
Positivo | 10 (66,7) | 9 (90)

CK20 Negativo | 7 (46,7) | 3(30) |0,405
Positivo | 8 (53,3) | 7 (70)

GATA3 Negativo | 5(33,3) | 2(20) |0,467
Positivo | 10 (66,7) | 8 (80)

Her2 Negativo | 8 (53,3) | 6(60) | 0,742
Positivo | 7 (46,7) | 4 (40)

EGFR Negative | 10 (66.7) | 8 (80) | 0,467
Positivo | 5(33,3) | 2(20)

P63 Negativo | 2 (13,3) 0(0) 0,229
Positivo | 13 (86,7) | 10 (100)

P53 Negativo | 8 (53,3) | 4 (40) | 0,513
Positivo | 7 (46,7) | 6 (60)

MLH1 Negativo | 3 (20) 3(30) |0,566
Positivo | 12 (80) 7 (70)

MSH2 Negativo | 3 (20) 4 (40) |0,275
Positivo | 12 (80) 6 (60)

MSH6 Negativo | 1 (6,7) 0(0) 0,405
Positivo | 14 (93,3) | 10 (100)

PMS2 Negativo | 4 (26,7) | 4(40) | 0,484
Positivo | 11 (73,3) | 6 (60)

Em relacdo ao prognéstico, houve correlacdo entre perda de expresséo

de CK 5/6 e fatores prognésticos desfavoraveis. A perda de expressao de CK5/6
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relacionou-se com presenca de diferenciacéo divergente (p=0,025) e metastase
linfonodal (p=0,019) (Figura 4C e 4D). Em relacédo ao evento 0Obito, a expresséo
do CK 5/6 apresentou um resultado marginal, proximo da significancia estatistica

(p=0,053) (Tabela 5).



Figura 4. Imuno-expressao de CAIX positiva (A) e negativa (B). Imuno-expressao de CK5/6 positiva (C) e negativa (D).
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Tabela 5. Tabela de distribuicao dos pacientes de acordo com o status de
expresséo dos Biomarcadores versus Obito.

. Obito P

Biomarcador IHC N&o (%) | Sim (%)

CAIX Negativo | 7 (77) |10 (62,5) | 0,432
Positivo | 2(23) | 6(37,5)

CK5/6 Negativo | 2(23) |10 (62,5) | 0,053
Positivo | 7 (77) | 6 (37,5)

CK7 Negativo | 3 (33,3) | 3(18,7) | 0,412
Positivo | 6 (66,7) | 13 (81,3)

CK20 Negativo | 4 (44,4) | 6 (37,5) | 0,734
Positivo | 5 (55,6) | 10 (62,5)

GATA3 Negativo | 3(33,3) | 4(25) | 0,656
Positivo | 6 (66,7) | 12 (75)

Her2 Negativo | 6 (66,7) | 8 (50) | 0,420
Positivo | 3 (33,3) 8 (50

EGFR Negativo | 5 (55,6) | 13 (81,2) | 0,170
Positivo | 4 (44,4) | 3(18,8)

P63 Negativo | 0 (0) 2(12,5) | 0,269
Positivo | 9 (100) | 14 (87,5)

P53 Negativo | 4 (44,4) | 8(50) |0,790
Positivo | 5(55,6) | 8 (50)

MLH1 Negativo | 3 (33,3) | 3(18,8) | 0,412
Positivo | 6 (66,7) | 13 (81,2)

MSH2 Negativo | 3(33,3) | 4(25) | 0,636
Positivo | 6 (66,7) | 12 (75)

MSH6 Negativo | 0 (0) 1(6,3) |0,444
Positivo | 9 (100) | 15 (92,7)

PMS2 Negativo | 4 (44,4) | 4(25) |0,317
Positivo | 5 (55,6) | 12 (75)

Foi realizada a avaliacdo da sobrevida cancer-especifica através de

analises de Kaplan-Meier. A diferenciacao divergente (p=0,009), a presenca de

metastase linfonodal (p=0,015) e a perda de expressdo de CK5/6 (p=0,035)

foram relacionadas a uma menor sobrevida (figura 5). Os demais biomarcadores

analisados nao apresentaram

sobrevida ou 6bito (tabela 5).

resultados que conferissem alteracdo na
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Figura 5. Curva de Kaplan-Meier mostra menor sobrevida cancer-especifica relacionada a Metastase linfonodal, Diferenciacao
divergente e Perda de expressao de CK5/6.
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O tempo de sobrevida médio foi de 24,6 meses (EP=6,6) (IC95%=11,7—
37,5) para os pacientes que apresentaram diferenciacdo divergente, contra 72,5
meses (EP=10,6) (1C95%=15,5-34,2) para aqueles com CaUB padrdo. A
sobrevida média para pacientes com metastase linfonodal a CR foi 24,9 meses
(EP=4,8) (IC95%=15,5-34,2) e 69,3 meses (EP=10,7) (IC95=48,2-90,3) para 0s
pacientes com linfonodos livres de doenca. Aqueles que perderam a expressao
da CK5/6 apresentaram tempo médio de sobrevida de 33,4 meses (EP=7,6)
(IC95% 18,5-48,3) versus 75,1 meses para 0s pacientes que mantiveram a sua

expressédo (EP=12,0) (IC95% 51,7-98,6).

A resposta a QT alcancou uma significancia estatistica marginal na
andlise de sobrevida. Oitenta por cento dos pacientes que nao responderam a
QT vieram a O6bito, enquanto 40% faleceram dentre os que responderam

(p=0,053).
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram alguns pontos importantes. O biomarcador
CAIX esteve significativamente relacionado a ndo-resposta a QT neoadjuvante,
nao sendo encontrado nenhum caso de resposta quando CAIX esteve expressa
na andlise do espécime cirargico. Em segundo lugar, todos os pacientes com
variante histologica (36%) também foram n&o-responsivos a QT.
Adicionalmente, em relacdo a sobrevivéncia especifica ao cancer (curva de
Kaplan-Meier), a perda do biomarcador CK5/6, a variante histologica divergente
e a metastase linfonodal se associaram a menor sobrevida cancer especifica.
Além disso, nossos resultados mostraram que oitenta por cento dos pacientes
que nao responderam a QT neoadjuvante morreram de cancer, enquanto iSso
ocorreu em 40% dos que responderam. A resposta a quimioterapia atingiu uma
significancia estatistica marginal em relacdo a sobrevida, porém os resultados

sdo muito relevantes do ponto de vista clinico.

5.1 Anidrase carb6nica

A CAIX é uma isoenzima associada a tumores humanos (46) e sao
catalisadores largamente distribuidos em tecidos humanos, fazendo a converséao
do diéxido de carbono em &cido carbbnico. Geralmente biomarcadores
relacionados a hipdxia, como a CAIX, tem sido alvo para o desenvolvimento de
novas drogas para o tratamento de tumores (37) (46). A CAIX mantém a
homeostase durante condi¢des de hipoxia e sua imunoexpressado é um marcador

de hipdxia, se relacionando a maior agressividade e quimiorresisténcia em
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cancer de mama do tipo molecular basal (47). Estudos diversos demonstraram
que, em muitos tipos de cancer, a alta expressao de CAIX é acompanhada de
um fendtipo mais agressivo de tumor e a mau progndstico (47). Esses estudos

corroboram 0s nossos resultados.

Adicionalmente, a expressao da CAIX ja foi descrita como um preditor de
progressdo e sobrevivéncia em cancer de bexiga e de mama, e também um
marcador de resisténcia a quimioterapia (37) (47). Os autores sugerem que a
agressividade do cancer pode estar associada a fenbmenos de resisténcia a
hipoxia local. KLATTE et al., 2009 avaliaram a expresséo de CAIX em uma série
de pacientes com CaUB. Identificaram a auséncia de CAIX no tecido urotelial
normal, enquanto 71% dos CaUB expressaram a enzima. Observaram também
expressdo diferencial em tumor invasivo em relagdo aos ndao-invasivos,
sugerindo esse marcador como um forte preditor para a recorréncia, progressao
e sobrevida global para CaUB. Interessante que 0s autores observaram uma
maior expressdo da CAIX em tumores iniciais, ndo-invasivos (pTa), sugerindo o
seu uso como marcador para o diagnéstico de CaUB em estagios iniciais.
Sugerem a analise da expressdo de CAIX associado a citologia urinaria como

método diagndstico precoce.(37).

5.2 Citoqueratina 5/6

As citoqueratinas (CK) séo proteinas encontradas no citoesqueleto dos
tecidos epiteliais e ajudam as células a resistir ao estresse mecanico. A

expressdo dessas CK é especifica para determinados 6rgaos ou tecidos. A CK
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5/6 € normalmente encontrada no epitélio escamoso e carcinoma de células
escamosas (CEC), em posicao basal (48) (39). Nos casos de CaUB avancado,
incluindo os de diferenciacdo escamosa ou nao, a presenca de CK 5/6 chega a
50% e esta associada a pior prognostico (38). A expressao positiva de CK 5/6
tem sido observada em 20% dos CaUB, associada ao grau de diferenciacéo e a
invasdo da camada muscular, entretanto sem influenciar os indices de

recorréncia e sobrevida (39).

CHOI et al. descreveram 2 tipos de CaUB musculo-invasivos a
semelhanca da mama. Classificaram em basais e luminais que por sua vez se
subdividem em luminal e p53-like. Caracterizam-se por anormalidades genéticas
especificas. Os basais envolvem alteragcdes no EGFR, STAT3, HIF1 e genes
relacionados a resposta imune, enquanto os tumores luminais relacionam-se
com FGFR3, PPARy, ERBB2 e ERBB3 (49). Seguindo essas descobertas, e
assumindo que a citoqueratina 5/6 identifica os tumores basais, esperariamos
uma resposta melhor a QT para tumores positivos para citoqueratina 5/6, mas
nao foi isso 0 que observamos em nosso estudo. Nao houve relacéo entre a
imunoexpressao da citoqueratina 5/6 e o downstaging, mas houve uma relacao
com o progndstico. A perda de citoqueratina 5/6, juntamente com metastases
linfonodais e diferenciagéo divergente, foi relacionada a pior sobrevida ao cancer

em nosso estudo.

O fato de encontrarmos uma associagdo da CK 5/6 correlacionada a
diferenciacdo histolégica divergente, metastase do nddulo linfatico e menor
sobrevida ao cancer, reforca o seu papel como biomarcador de CaUB do tipo

basal. Os tumores basais sdo consistentemente mais agressivos quando
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comparados aos tumores luminais e sdo associados a uma sobrevida

significativamente mais curta do que os tumores luminais (50).

Embora varios estudos reportem uma relacdo entre expressao de genes
relacionados ao reparo do tipo MMR, o fator de transcricao p53, os receptores da
tirosina-quinase (EGFR e ERBB2) e 0 GATA 3 com resposta a QT neoadjuvante,

nosso estudo nao foi capaz de reproduzir tais achados. (51).

5.3 Variantes histolégicas

Observamos a homogeneidade na falta de resposta dos tumores a QT
nas amostras que apresentavam diferenciacdo histolégica divergente. Mais de
um terco dos nossos casos apresentou alguma variante histolégica e nenhum
dos pacientes com diferenciacdo escamosa, sarcomatodide/rabddide,
micropapilar ou plasmocitéide respondeu a QT. Pokuri et al. (49) relataram
resultados semelhantes com uma resposta pTO que foi 11 vezes maior para o
carcinoma urotelial puro em relagdo aos tumores com variantes histolégicas ou
tumores mistos. De maneira similar, estudos recentes demonstraram que
variantes histolégicas em CaUB esté associada a piores resultados oncol6gicos
para pacientes com cancer de bexiga pT1 de alto grau do que aqueles uroteliais
puros (52). A diferenciacdo divergente também mostrou um impacto na
sobrevida cancer especifica em nossa série: média de 24.6 meses versus 72.5

meses para o carcinoma urotelial puro.

Pacientes com variantes histologicas requerem observacao cuidadosa e

a CR imediata pode ser a melhor opcao de tratamento, especialmente para os
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gue apresentam variante histoldgica do tipo escamosa. O achado de variantes
histol6gicas em tumor de bexiga também aumenta a probabilidade de metastase
(51), além de um risco aumentado de sub-estadiamento clinico e de doenca
metastatica oculta. Levados em conjunto, é aparente que as variantes
histolégicas potencialmente levam a um mau prognostico para CaUB musculo
invasivo, ndo sé no contexto de QT neoadjuvante, mas na histéria natural da

doenca como um todo.(53, 54)

5.4 LimitacOes

O nosso estudo apresenta limitacdes. Trata-se de um estudo retrospectivo
e com um numero de amostras pequeno. Um estudo randomizado, prospectivo
e com um maior nimero de pacientes ajudaria a resolver diversas questdes

levantadas aqui.

Analises dos principais estudos clinicos randomizados mostraram que a
falha em corrigir o estadiamento do cancer, os tipos de cirurgia e a selecéo
correta dos pacientes podem comprometer a capacidade de identificar fatores
preditivos de resposta ao tratamento neoadjuvante (55). No entanto, apenas um
subconjunto de pacientes com CaUB musculo invasivo se beneficiara de QT, e
0S que nao respondem provavelmente sofrerdo danos, de modo que os
biomarcadores preditivos serdo fundamentais para o uso personalizado do QT
em um futuro préximo. Por enquanto, selecionar pacientes com base em
caracteristicas clinicas de alto risco (cT3—4a) pode ser uma abordagem para

reduzir o tratamento excessivo no cenario neoadjuvante. Além disso, a
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estratificacdo molecular de tumores por perfil de expressdo génica tem sido
aplicada a um grande numero de doencas malignas humanas e é uma grande

promessa para o tratamento personalizado do CaUB (56).

Desse modo, o papel da imunoterapia neoadjuvante é promissor e esta
sendo investigado. Enquanto a medicina genOmica de precisdao promete
transformar a pratica clinica, a diversidade de classificagfes dos CaUB musculo
invasivo ja publicadas levou a um atraso na incorporacao de subtipos de CaUB
musculo invasivo tanto para 0s ensaios clinicos quanto para 0 manejo de
pacientes com cancer de bexiga. Kamoun et al. (57) propdem tal consenso e
fornece uma ferramenta para a aplicacéo da classificagdo desse consenso no

ambiente clinico.
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6. CONCLUSAO

Demonstramos que a expressdo imuno-histoquimica de CAIX e a
diferenciacdo histolégica divergente (variantes histologicas) s@o potencias

marcadores preditivos de resposta a QT neoadjuvante.

Essas informacbes s&o simples, baratas e podem ser usadas
universalmente para a selecédo de pacientes a serem submetidos ao tratamento

neoadjuvante.

Nossos resultados requerem validacdo futura através de estudos

prospectivos e com um maior nimero de pacientes.
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL
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BAIRRO. ..o CIDADE:
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: IDENTIFICAGAO DE MARCADORES BIOMOLECULARES
PREDITIVOS DE RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE NO CARCINOMA UROTELIAL DE

BEXIGA

2. PESQUISADOR : Dra. Katia Ramos Moreira Leite

CARGO/FUNCAO: Médico, setor uro-oncologia, setor de Patologia

INSCRIQAO CONSELHO REGIONAL N°51.422

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de cirurgia, Departamento de Patologia, Clinica urologica
PESQUISADORES COLABORADORES: Leonardo Lima Borges CRM: 116.068

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO RISCO MEDIO
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RISCO BAIXO X RISCO MAIOR

4.DURAGAO DA PESQUISA : 12 meses

O objetivo deste estudo € identificar quais sdo os marcadores moleculares de resposta a quimioterapia
neoadjuvante baseada em cisplatina de carcinomas uroteliais de bexiga invasivos (=pT2). Isto significa dizer
que estamos procurando fatores que poderdo nos ajudar quais pacientes deverdo ir para quimioterapia
antes da cirurgia e quais deverdo ser operados de imediato. Vocé ja foi submetido a este tratamento,
estamos apenas pedindo que autorize a utilizagdo para estudo do material retirado durante a sua cirurgia.
Quaisquer duvidas relativas a pesquisa poderao ser esclarecidas pelo(s) pesquisador(es) ou médicos do
servico de urologia em qualquer etapa do estudo.

A principal investigadora é a Dra. Katia Ramos Moreira Leite, que pode ser encontrado no endereco Av.
Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 255- 7° andar sala 710-F, Telefone (011) 3069 — 8080.

Se vocé tiver alguma consideragédo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel.: 3069-6442 ramais 16,
17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail:cappesqg@hcnet.usp.

O participante podera a qualquer momento retirar seu consentimento e deixar de participar da pesquisa que
esta sendo desenvolvida, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a
identificacdo de nenhum paciente. Assim como tera o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados
que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

O estudo ndo exigird qualquer despesa pessoal em qualquer fase do estudo. Também n&o havera
compensacao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orcamento da pesquisa.

E garantido o compromisso dos pesquisadores utilizarem os dados somente para esta pesquisa.

Acredito estar suficientemente claras as informacdes que li ou que foram para mim lidas,
descrevendo o estudo: “ldentificacdo de marcadores biomoleculares preditivos de resposta a
quimioterapia neoadjuvante no carcinoma urotelial de bexiga”. Eu discuti com a Prof. Dra. Katia Ramos
Moreira Leite sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para min quais sdo os
propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente a participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes
ou durante o mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido no

atendimento nesta Instituicdo.
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Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia

auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente

ou representante legal para a participa¢do neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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