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RESUMO:

Introducao: O carcinoma de bexiga é a segunda neoplasia mais comum do trato
urinario, e é mais frequente em homens idosos. Estudos referente ao metabolismo
energético vem sendo realizado nos ultimos anos com o objetivo de entender os
recursos que as células tumorais tem para geracdao de energia. As células
neoplasicas enfrentam dois grandes desafios: atender as demandas bioenergéticas
e biossintéticas do crescimento e proliferacdo celulares aumentados, e empreender
estratégias de adaptacdo metabdlica para sobreviver a flutuagdes ambientais de
disponibilidade de nutrientes e oxigénio quando o crescimento tumoral ultrapassa a
capacidade de abastecimento da vascularizacao existente. Esses fatos tornaram o
estudo da associagdo do cancer e bexiga urindria ndo-musculo invasivo (CBNMI)
com o metabolismo energético de especial relevancia. Objetivos: Caracterizar e
comparar o perfil do metabolismo energético celular nos diferentes graus
histolégicos (pTa baixo grau, pTa alto grau, pT1) do CBNMI, bem como determinar o
indice bioenergético (IBEC) desta neoplasia. Material e Métodos: Foram utilizadas
15 amostras de tecido da bexiga urindria de pacientes com o diagndstico de cancer
de bexiga e divididos em 3 grupos de 5 pacientes: Grupo Nao-Musculo Invasivo pTa
baixo grau; Grupo N&o-Mdusculo Invasivo pTa alto grau e Grupo N&o-Musculo
Invasivo pT1. A seguir, as amostras foram submetidas as analises histopatoldgicas,
imunohistoquimicas e Western Blotting (WB). Resultados: O grupo Carcinoma pTa
de baixo grau apresentou intensa imunorreatividade para B-F1-ATPase, HADHSC,
PDH e CS. Demonstrou também altos niveis proteicos para B-F1-ATPase, HADHSC,
PDH e AMPK, porém nao teve diferenca significativa em relacdo entre os grupos
para proteina CS. Os grupos do pTa de alto grau e pT1 apresentaram intensa a
moderada imunorreatividade para GLUT 1 e GAPDH respectivamente, ja para as
proteinas PFK e LDH ambos apresentaram intensa imunorreatividade.
Demonstraram também altos niveis proteicos para GLUT 1, GAPDH e PFK, porém o
grupo pT1 apresentou maiores niveis proteicos para LDH em relacdo aos demais.
Em relacdo ao IBEC os pTa de baixo grau apresentaram alto IBEC e relacdo aos
pTa de alto grau e pT1. Nao houve diferenca na inunorreatividade e nos niveis
proteicos entre os grupos para proteina hsp60. Conclusao: O presente estudo
possibilitou caracterizar e comparar o perfil do metabolismo energético celular nos



diferentes graus histol6gicos do carcinoma urotelial de bexiga ndao musculo invasivo
(pTa baixo grau, pTa alto grau, pT1). Também proporcionou a adaptagédo do IBEC
para estes tumores, fato inédito até o momento.

PALAVRAS CHAVE: Cancer de bexiga urinaria; Fosforilacao oxidativa;
Glicolise; Metabolismo energético.



ABSTRACT

The bladder carcinoma is the second most common neoplasm urinary tract, they
occur more in elderly patients, is more frequent in men. The understanding of how
the neoplastic cells are capable of ensuring a positive energy balance and associate
it with the anabolic processes is vital for the development of efficient therapies in
combating cancer. The neoplastic cells face two major challenges: fulfill the
bioenergetic and biosynthetic demands of growth and increased cell proliferation,
and undertake strategies of metabolic adaptation to survive the environmental
fluctuations of availability of nutrients and oxygen when the tumor growth exceeds
the capacity to supply the existing vascularization. These facts became the study of
the association of non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC) with the energy
metabolism of particular relevance. Objectives: Characterize and compare the
profile of cellular energy metabolism in different histological grades (pTa low grade,
pTa high grade, pT1) of NMIBCI, as well as determine the bioenergetic index (IBEC)
of this neoplasm. Material and methods: Fifteen tissue samples of the urinary
bladder of patients with the diagnosis of urothelial lesions were used. Patients with
bladder tumor were divided into 3 groups of 5 patients: Non-muscle invasive group
pTa low degree; non-muscle invasive pTa high degree and non-muscle invasive pT1.
Then, the samples were subjected to histopathological, immunohistochemical
analysis and Western Blotting (WB). Results: The low degree pTa carcinomas
showed an avidity through oxidative phosphorylation pathway, demonstrated by a
high IBEC, while the high-grade tumors (pTa high degree and pT1) had a
predominance of glycolytic pathway, confirmed by low IBEC. It was also observed a
decrease in the activity of AMPk in high-grade tumors in relation to those of low
degree. Conclusion: Thus, the present study enabled the creation of IBEC for non-
muscle invasive bladder tumors. Thus, it is possible to use IBEC as one more tool in
driving these cases, once the treatments are aggressive and often mutilating.

KEYWORDS: Urinary bladder cancer; oxidative phosphorylation; glycolysis;
energy metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de Bexiga Urinaria Nao-Musculo Invasivo (CBNMI)

Todos os 6rgaos do trato urogenital sdo sedes potenciais de tumores
malignos. A incidéncia e o tipo variam de érgao para 6rgao. Alguns, como 0s
tumores de uretra, sdo muito raros, porém outros, como os tumores de préstata tém
uma incidéncia preocupante. O carcinoma de bexiga € a segunda neoplasia mais
comum do trato urinario, ocorrem mais em pacientes idosos, é mais frequente em
homens, com uma relacao de quatro homens para uma mulher (1, 2). Representa
7% de todos os tumores e 4% de todas as mortes por cancer nos homens (2-5).

Para o ano de 2018 estimou-se 81.190 casos novos de cancer de bexiga
(CB) e 17.240 mortes nos EUA (2). No Brasil sua incidéncia varia entre as regides,
excetuando-se os tumores de pele ndo melanoma é o sétimo tumor mais comum
nos homens (6,43/100 mil) e o décimo quarto nas mulheres (2,63/100 mil) que vivem
na Regido Sudeste do pais. Estima-se que no biénio 2018-2019 terao 6.690 casos
novos em homens e 2.490 em mulheres em todo pais (6).

O subtipo histolégico mais comum é o carcinoma urotelial, representando
mais de 90% dos casos (7). Ao diagndstico aproximadamente 70% dos CB séo
superficiais (pTis, pTa e pT1) (Figura 1), ou seja, tumores ndo musculo invasivos,
destes 70% séo Ta, 20% T1 e 10% Tis (Tabela 1 e 2) (8-11). Em 2016 pela primeira
vez a WHO (World Health Organization) comentou a subdivisdo do pT1 em pTia e
pTib, e o limite entre ambos seria a Muscular da mucosa (MM), porém ainda ha
controvérsia, umas vez que a MM pode nao estar presente em todos os casos (12).
Tumores Ta de baixo grau recorrem em 50-70% e progridem em somente 5% dos
casos, diferentemente dos T1 de alto grau que recorrem em mais de 80% e
progridem em 50% nos primeiros 3 anos (13, 14). O comportamento biolégico dos
CB de baixo e alto grau sdo muito distintos, alteragdes cromossémicas causadas por
oxidacao nas cadeias de DNA, oncogenes e genes supressores tumorais, geram
diferencas entre eles. O CB de baixo grau tem uma tendéncia a ser superficial,
papilifero e indolente, ja o de alto grau tende a recorrer e progredir para musculo
invasivo (15, 16). Outros fatores progndsticos também tem importancia, como:
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tamanho tumoral, multifocalidade, aspecto papilifero x séssil e presenca de invasao
linfovascular (17-19).

Um ndmero significativo de fatores de risco tem sido relacionado ao
desenvolvimento de CB, como a exposi¢cdo a agentes cancerigenos quimicos. O
tabagismo € um dos fatores de risco mais importante, o qual é responsavel direto
por metade dos casos de CB em homens e por um quarto nas mulheres (20, 21). A
fumaca do cigarro contém inimeras substancias quimicas, muitas das quais sao
compostos genotodxicos, tais como os compostos N-nitroso e aminas aromaticas
(22). A urina dos fumantes tem mostrado caracteristicas mutagénicas, contendo o
dobro da concentracdo total de aminas aromaticas quando comparada com o0s
compostos encontrados na urina de ndo-fumantes (22).

O tratamento primario para o cancer de bexiga ndo musculo invasivo
(CBNMI) baseia-se no tratamento cirdrgico através da resseccao transuretral da
bexiga (RTUB), que possibilita a retirada de lesdes visiveis e material para analise
histopatoldgica, para assim determinar o estadio e o grau tumoral. Como tratamento
adjuvante do CBNMI pode ser realizado a quimioterapia intravesical em até vinte e
quatro horas da RTUB para evitar implante de células tumorais ap6s o
procedimento, diminuindo os indices de recorréncia (23). Outra forma de tratamento
adjuvante é a imunoterapia com Bacillus Calmette-Guerin (BCG), que deve ser
iniciada apo6s quatro a seis semanas da RTUB, periodo necessario para haver a
reepitelizacdo da area ressecada, minimizando a disseminagédo de bactérias para o
organismo (24). Morales et al. foram pioneiros em comprovar 0 Sucesso no
tratamento do CBNMI com BCG (25). Desde entao, BCG € o tratamento de escolha
para o CBNMI de alto grau, sendo considerada atualmente a modalidade terapéutica
que apresenta melhores resultados, superior inclusive a quimioterapia intravesical
com relagao as taxas de recorréncia e progressao do tumor. Segundo Sylvester et
al. em mais de seiscentos pacientes obtiveram 68% resposta completa apés BCG e
49% apds administracdo de quimioterapia intravesical, com sobrevida livre de
doenca em 3.75 anos de 51% e 27% respectivamente (10).

A imunoterapia com BCG resulta em resposta imune massiva
caracterizada pela inducdo da expressdo de citocinas tanto na urina quanto na
bexiga e influxo de células inflamatdrias na parede vesical. Citocinas como TNF-q,
fator estimulante de colénias de macrofagos (GMCSF), interferon (IFN) e ILs
induzem resposta de linfocitos T—helper e das células NK na bexiga (26). De acordo
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com Schamhart et al. apds a instilacao de BCG, a parede vesical apresenta infiltrado
celular granulomatoso, envolto por linfécitos e granulécitos com inducéo de resposta
imune de longa duragdo, a qual pode persistir por mais de 1 ano (27). Contudo, tal
resposta varia amplamente entre pacientes, e a possivel correlagdo entre expresséao
de citocinas e resultado da terapia € alvo de intensa investigagao (27).

Ainda, Pook et al. demonstraram que células tumorais do CBNMI que
internalizaram BCG apresentaram diminui¢ao celular de EROs (espécies reativos de
oxigénio). Estes mesmos autores verificaram que a combinacdo de BCG e o
antioxidante N-acetilcisteina causou significante redu¢cdo de EROs e aumento da
citotoxidade nas células neoplasicas e sugeriram que os efeitos ndo-imunol6gicos do
BCG podem determinar a resposta antitumoral (28). Na literatura, davidas persistem
com relagdo aos efeitos da imunoterapia com BCG e a sinalizacdo das enzimas
antioxidantes no CBNMI.

No entanto, o uso de organismos vivos e atenuados pode causar efeitos
colaterais e dificuldade em predizer resposta. Os efeitos colaterais estdo presentes
em mais de 90% dos pacientes tratados com BCG, sendo que esses vao desde
sintomas irritativos leves a moderados do trato urinario até o 6bito, passando por
complicagcdes graves como instabilidade hemodindmica, febre persistente ou
reacOes alérgicas comprometendo sua utilizagao (26, 29).
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T- Tumor Primario

Tx: Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO: ndo ha evidéncia de tumor primario

Ta: carcinoma papilifero néo invasivo

Tis: carcinoma “in situ’- tumor plano

T1: tumor invade tecido conjuntivo sub-epitelial

T2: tumor invade camada muscular

T2a: invasao da muscular superficial (metade interna)

T2b: invasdo da muscular profunda ( metade externa)

T3: tumor invade tecidos perivesical

T3a: invasédo microscépica

T3b: invasdo macroscépica (massa extra-vesical)

T4: tumor invade quaisquer dos seguintes 6rgaos: prostata, Utero, vagina, parede abdominal,

parede pélvica

T4a: invaséo de préstata ou Utero ou vagina

T4b: invaséo de parede pélvica ou abdominal

TNM 82 edicéo (30).
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Tabela 2. WHO 2016
Grau tumoral WHO

Carcinoma urotelial papilifero de baixo grau

Carcinoma urotelial papilifero de alto grau

WHO Classificacao dos Tumores do Sistema Urinario e Genital Masculiuno (14).

1.2. Metabolismo Energético e Cancer

A proliferagdo celular descontrolada representa uma das principais
caracteristicas da doenga neoplasica. Para tal, ajustes no metabolismo energético
celular sdo necessérios para estimular o crescimento e a divisdo celular (31, 32).
Assim, as células neoplasicas exibem um padrdao metabdlico muito diferente daquele
encontrado nas células normais (33). As células neoplasicas sao metabolicamente
adaptadas para um rapido crescimento e proliferacdo em condi¢des hostis, como pH
acido e baixas tensbes de oxigénio; condicdes nas quais as células normais
dificilmente conseguiriam sobreviver. Essas células parecem se adaptar ao
microambiente criado, alterando seu padrdo metabdlico em diregcdo ao uso de
combustiveis celulares (glicose, lipidios e aminoacidos) mais rapidamente e
eficientemente que as células normais (33). O consumo desses nutrientes tem
basicamente dois destinos preferenciais: geracao de ATP via glicélise aerdbia ou
anaerodbia, fosforilagdo oxidativa (OXPHOS), e biossintese de macromoléculas
(DNA, lipidios de membranas e proteinas) (33).

O consumo de energia de atividades metabdlicas em células normais se
baseia principalmente na OXPHOS, a qual € eficiente e gera mais trifosfato de
adenosina (ATP) em relacao a glicolise. Em condi¢des aerdbias, as células normais
convertem a glicose primeiro a piruvato via glicélise no citosol e, posteriormente,
para dioxido de carbono na mitocéndria (32). Em condicdes anaerdbias, a glicélise é
favorecida e relativamente pouco piruvato € fornecido as mitocondrias consumidoras
de oxigénio (32). Nesta situagéo a glicélise fornece energia preferencialmente para o
ndacleo por ser o compartimento mais susceptivel a deficiéncia de ATP, e a
OXPHOS para o citoplasma (34). Esse processo se caracteriza por elevado
consumo de glicose e produgdo de lactato, independentemente do aporte de O2
(Oxigénio) (32, 33, 35, 36).

Contudo, uma das caracteristicas metabdlicas das células neoplasicas €
captar avidamente a glicose para a glicélise aerdbia (4, 31, 32, 34). O cientista
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alemao Otto Heinrich Warburg observou pela primeira vez uma caracteristica
andmala do metabolismo energético de algumas células neoplasicas (37, 38):
mesmo na presencga de oxigénio, algumas dessas células podem reprogramar seu
metabolismo de glicose, e portanto sua produgdo de energia, restringindo seu
metabolismo energético em grande parte a glicélise, levando a uma condicéao
denominada de "glicélise aerdbia" (fendmeno conhecido como efeito Warburg) (4,
31, 32). Warburg propds que a glicélise aerébia em algumas células neoplasicas foi
decorrente a uma incapacidade permanente de OXPHOS mitocondrial (4, 39-41).
Entretanto, esse aspecto foi contestado por pesquisas recentes que descobriram
que os defeitos da OXPHOS mitocondrial ndo sdo comuns nos tumores, e que a
funcdo de OXPHOS mitocondrial na maioria dos tumores esta preservada (4, 31, 39-
42). Suganuma et al. avaliaram o metabolismo energético de quatro linhagens
celulares leucémicas utilizando um inibidor da glicélise, 2-desoxi-D-glicose (2-DG) e
um inibidor da OXPHOS, a oligomicina. Tais autores verificaram que as células NB4
foram mais sensiveis ao 2-DG em relacdo as outras trés linhagens celulares e
concluiram que, as células NB4 constituiram uma linhagem celular leucémica
“glicolitica”. Alternativamente, as células THP-1 foram mais resistentes a 2-DG e
sensiveis a oligomicina, sendo consideradas como uma linhagem celular sensivel a
“OXPHOS". Tais resultados sugerem que a via metabdlica para gerar energia pode
variar entre os tumores (43).

Também, Fantin et al. observaram que quando a enzima lactato
desidrogenase A (LDH-A) foi suprimida em células neoplasicas, a funcao de
OXPHOS poderia estar aumentada para compensar a diminuicdo de ATP decorrente
da inibicdo da glicdlise. Esta observacdo sugere que a maioria das células
neoplasicas reserva a capacidade de produzir ATP pela OXPHOS. O fendtipo
glicolitico em células neoplasicas é decorrente da supressdo da OXPHOS pela
glicdlise ativa, ao invés de defeitos na fungdo mitocondrial. Além disso, esses
mesmos autores verificaram que a proliferacdo e a tumorigenicidade das células
neoplasicas foram inibidas quando a atividade da LDH-A foi suprimida,
principalmente em condi¢cdes de hipoxia, indicando que o aumento da OXPHOS
ainda nao foi suficiente para cumprir as exigéncias metabdlicas para o crescimento
tumoral e que LDH-A pode constituir um alvo terapéutico (42) (Figura 2).

Considerando que a contribuicdo glicolitica para producao total de ATP
nao excede geralmente 50% - 60%, a OXPHOS ainda contribui substancialmente
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para a producao de ATP nas células neoplasicas (4, 44). Determinadas linhagens
celulares malignas humanas (HL60, HelLa, 143B e U937) utilizam OXPHOS para
promover seu crescimento; entretanto, este fenétipo € alterado na hipdxia (45). Por
exemplo, a contribuicdo da OXPHOS para a producgéao total de ATP é normalmente
79% e 91% nas células de carcinoma cervical (HeLa) e mama (MCF),
respectivamente. Esta contribuicdo, no entanto, é reduzida para 29% devido
principalmente a hipéxia (46). Moreno-Sanchez et al. verificaram que, embora a
glicolise desempenhe um importante papel no metabolismo energético das células
neoplasicas, uma quantidade consideravel de tumores também utilizam a OXPHOS
como uma via para produgao de energia (47) (Figura 2).

Para que ocorra a captacéo de glicose para o interior celular, as células,
tanto normais como neoplasicas, utilizam transportadores de membrana especificos,
tais como os transportadores de glicose 1 e 3 (GLUT 1 e GLUT 3). O GLUT 1
apresenta grande distribuicdo tecidual e é responsavel pela captagdo basal de
glicose em muitas células normais e em grande parte das células neoplasicas (47-
49) (Figura 2). Além disso, algumas enzimas intracelulares sao consideradas
“enzimas-reguladoras”, pois controlam pontos metabdlicos, irreversiveis e que,
portanto, sdo bons indicadores da velocidade da via. O controle da glicolise e da
oxidagdo da glicose esta associado a ativagdo ou inibicdo de algumas “enzimas-
chave”. A PFK da via glicolitica é ativada quando as concentragdes intracelulares de
ADP, ou AMP estédo elevadas, e inibida quando as concentracdes de ATP estédo
elevadas. Lactato desidrogenase € a enzima responsavel pela interconversao
piruvato-lactato. Esse processo assegura a célula suprimento de ATP, mesmo em
condi¢des de baixo débito de oxigénio (hipdxia) (48) (Figura 2). Dessa maneira essa
enzima é fundamental tanto para a glicélise anaerdbia como para o efeito Warburg.

O complexo PDH constitui 0 ponto chave para a oxidacao da glicose. Sua
atividade é controlada pela quantidade de substrato energético disponivel na célula.
A presenca de elevadas concentracoes de NADH e acetil-CoA produzidas pela
degradacado de acidos graxos inibem a atividade do complexo PDH. Ja a ativacao
desse complexo assegura um caminho de “mao unica” do piruvato para acetil-coA e
ciclo de Krebs (50) (Figura 2). Citrato sintase é a primeira enzima a atuar neste ciclo,
responsavel pela condensagédo do oxaloacetato com acetil-CoA formando citrato, a

atividade dessa enzima estd diretamente relacionada a rapidez com que essa via
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esta ocorrendo, bem como quais possiveis reguladores podem estar contribuindo
(40).

Outro combustivel bastante consumido pelas células (normais ou
neoplasicas) sdo os lipidios. A oxidacdo de uma molécula de acido graxo garante
um suprimento maior de ATP comparado ao catabolismo da glicose. Além disso, o
metabolismo celular de carboidratos e lipidios esta intimamente interrelacionado
(51). Uma enzima marcadora da via de oxidacao dos acidos graxos é 3-hidroxiacil-
CoA-desidrogenase (Figura 2).

O NADH e o FADH2, formados na glicélise, na oxidacao de acidos graxos
e no ciclo de Krebs, sdo moléculas ricas em energia, uma vez que cada uma delas
possui um par de elétrons com alto potencial de transferéncia. A OXPHOS € o
processo no qual se forma ATP quando se transferem elétrons de NADH ou FADH2
para O2 por uma série de transportadores de elétrons. Uma proteina marcadora da
fosforilacdo oxidativa é a ATPsintase, uma vez reprimida pode ajudar a limitar a
atividade mitocondrial principalmente em células neoplasicas (52, 53).

Os combustiveis glicoliticos estdo associados com oncogenes ativados
(por exemplo RAS e MYC) e supressores tumorais mutantes (por exemplo, TP53),
cujas alteragbes nas células neoplasicas foram selecionadas principalmente por
seus beneficios em conferir recursos caracteristicos de proliferacdo celular e
atenuacao da apoptose (32, 35, 54). Esta dependéncia da glicdlise pode ser ainda
mais acentuada nas condi¢des de hipoxia que ocorrem no microambiente de muitos
tumores: o sistema de resposta a hipdéxia atua de diversas formas para supra-regular
os transportadores de glicose e multiplas enzimas da via glicolitica (32, 35, 54, 55).
Assim, varios supressores tumorais, como: LKB1, PTEN, TSC1/TSC2 e a hipoxia
podem aumentar de forma independente os niveis dos fatores indutores de hipdxia
(HIF) 1a e 2a, os quais regulam positivamente a glicdlise (31, 32, 55).

A proteina p53 é codificada pelo gene TP53, o qual é o gene mais
frequentemente mutado em tumores humanos e atua como um fator de transcricao
tetramérico que induz centenas de genes alvos envolvidos na regulagdo da
apoptose, ciclo celular e reparo do DNA (56-58). A perda ou inativacao de p53
promove a glicélise e pode conduzir ao efeito Warburg por varios meios, incluindo a
modulacdo do TIGAR (uma frutose-2,6-bifosfato que atua como regulador da
apoptose e glicolise induzida por TP53), ou sintese da proteina SCO2, a qual é
necessaria para a correta montagem do complexo terminal da cadeia de transporte
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de elétrons, a citocromo ¢ oxidase (COX) (58-60). Além disso, p53 promove a
utilizacao de glutamina por supra-regulacdo da glutaminase 2, de modo a gerar
respostas antioxidantes mediadas por p53, pois a glutamina é requerida para a
sintese de glutationa, um poderoso antioxidante (61).

Outra proteina que participa deste ponto de controle metabdlico regulado
por p53 é a proteina AMPK. Esta proteina promove a sobrevivéncia celular em face
do estresse metabdlico, promovendo a parada do ciclo celular através da infra-
regulacdo de vias anabdlicas e promogéao do catabolismo (58, 62). AMPk também
participa na inativacdo de mTOR que é uns dos principais reguladores da traducao
proteica e proliferacdo. Esta proteina, e o complexo mTORC1 que ¢é ativado, detecta
o estado nutricional das células. Caso os nutrientes estejam ausentes, as células
nao sintetizam proteinas e param de crescer. Contudo, quando mTOR ¢é
hiperativado, tal como num contexto oncogénico por mutacao do supressor tumoral
TSC, as células tornam-se susceptiveis a privacao de glicose. Estas células tentam
usar os nutrientes para as vias anabolicas pois elas ndo conseguem igualar o
fornecimento e a demanda de nutrientes (58, 63). Isto indica que a perda de TSC,
bem como a perda de p53, promove a letalidade sintética com bloqueio da glicélise
(58, 63).

Smolkova et al. propuseram quatro etapas para a regulacdo metabdlica
durante a carcinogénese (64). Etapa 1: transformacdo das células-tronco
neoplasicas, decorrente da sinalizagdo mediada por oncogenes; Etapa 2: hipédxia,
induzindo o fator indutor de hipdxia, AMPk e a sinalizacao do NF-kB. Nas etapas 1 e
2, 0 metabolismo energético celular favorece a glicélise e inibe a OXPHOS devido
aos controles oncogénicos e hipoxicos da reprogramacgao genética, ou seja, fendtipo
de Warburg classico. Etapa 3: auséncia de glicose e escassez de nutrientes,
decorrentes da elevada taxa de proliferacao durante a malignidade. Nesta etapa, a
funcdo de OXPHOS mitocondrial é parcialmente restaurada, devido a
reprogramacao genética através das vias LKB1-AMPK-p53 e/ou PI3K-Akt-mTOR.
Etapa 4: restabelecimento das mitocbndrias; a sinalizagdo retrograda de
mitocondrias revitalizadas pode constituir essa etapa da reprogramacao genética.
Assim, a hip6tese do trabalho de Smolkova et al. indica que o fenétipo de Warburg
nao é exclusivo, e que uma diminuicdo da funcao mitocondrial ndo é caracteristica

geral das células neoplésicas (64).
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Curiosamente, alguns tumores podem conter duas subpopulagdes de
células neoplasicas que diferem nas suas vias de producdo de energia. Uma
subpopulacao consiste de células dependentes de glicose que secretam lactato;
enquanto que as células da segunda subpopulacdo utilizam o lactato produzido
pelas células vizinhas como principal fonte de energia, utilizando parte do ciclo do
acido citrico (65-67). Essas duas subpopulacdes evidentemente funcionam em
simbiose: as células neoplasicas hipoxicas dependem da glicose como combustivel
e secretam lactato como produto, o qual & preferencialmente utilizado como
combustivel pelas células vizinhas mais oxigenadas. Assim, a cooperacao entre
células secretoras e células que utilizam lactato para crescimento tumoral nao é
considerada uma caracteristica exclusiva dos tumores, mas reflete uma cooptacao
de um mecanismo fisiolégico normal, neste caso um sistema funcionante no
musculo (65-67). Ainda, torna-se evidente que a oxigenacao, variando de normdxia
a hip6xia, nao constitui um mecanismo estatico nos tumores, mas em vez disso varia
temporal e regionalmente como resultado da instabilidade e organizagdo cadtica da
neovascularizagdo associada ao tumor (68).

As recentes técnicas gendmicas e protedmicas, permitiram a analise do
padrao de expressao de genes e proteinas associados com o fenétipo de um
determinado tipo de tumor, proporcionando o conhecimento da assim chamada
"assinatura do cancer" (69, 70). Diversos estudos relataram a assinatura metabdlica
do cancer em alguns tumores humanos como: mama, pulméo, colo-retal, figado, rins
e estdbmago (69-71). Qiu et al. identificaram uma distinta assinatura metabdlica com
15 marcadores nas amostras teciduais de cancer colo-retal, os quais podem ser
utilizados como indicadores do tratamento cirirgico e quimioterapia nos pacientes
com esse tipo de tumor (70). Esses mesmos autores demonstraram que as
alteracoes metabdlicas identificadas nas amostras teciduais de cancer colo-retal
indicaram uma robusta adaptacdo metabdlica para sustentar a proliferacéo celular.
Isidoro et al. demonstraram a existéncia de impedimento da OXPHOS mitocondrial,
atestada experimentalmente pela diminuicdo da expressdao da H+-ATPsintase nas
mitocdndrias desses tumores (71).

A maioria dos trabalhos que estudou o metabolismo energético
mitocondrial de células neoplasicas o fizeram estudando a concentracdo da
subunidade B-catalitica do complexo H+-ATPsintase como marcador da OXPHQOS, e
proteina de choque hsp60 como marcador da proteina estrutural mitocondrial, em
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combinacdo com um marcador da via glicolitica, gliceraldeido-3-fosfato-
dehidrogenase. O indice bioenergético celular é calculado a partir da relagéo B-F1-
ATPase/ hsp60 dividido pelo marcador da via glicolitica (GAPDH) (52, 53, 71-73). A
expressao da B-F1-ATPase e da hsp60 apresentou-se significantemente reduzida no
adenocarcinoma de mama e gastrico, no carcinoma de pulm&o e no carcinoma
epidermébide de esb6fago, sugerindo fortemente que a alteracdo da funcéo
bioenergética da mitocéndria participa da génese desses tumores (52, 71, 72). A
consequéncia metabdlica do impedimento mitocondrial é o desvio de producao de
ATP celular via glicélise anaerébia. De fato, foi observado pelos mesmos autores o
aumento de GAPDH nos canceres de mama, pulméo, colo-retal, gastrico e rins (52,
71, 72). Cuezva et al. demostraram relacdo entre IBEC, tamanho tumoral e
sobrevida em adenocarcinoma de pulm&o. Quanto menor o IBEC, ou seja maior
funcéo glicolitica em relagdo OXPHOS, menor a sobrevida e maior a massa tumoral
(72).

Portanto, apesar da literatura demonstrar a grande heterogeneidade de
alteracées metabdlicas nas células neoplasicas, a associagao entre o metabolismo
energético e os diferentes tipos de tumor parece ser um campo com perspectivas

promissoras no melhor entendimento do comportamento das células neoplasicas.
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2. JUSTIFICATIVA:

As células neoplasicas enfrentam dois grandes desafios: como atender as
demandas bioenergéticas e biossintéticas do crescimento e proliferagdo celular
aumentados e, como empreender estratégias de adaptacdo metabdlica para
sobreviver a flutuagbes ambientais de disponibilidade de nutrientes e oxigénio
quando o crescimento tumoral ultrapassa a capacidade de abastecimento da
vascularizacdo existente. Para suprir essas demandas, as células neoplasicas
reorganizam todos os mecanismos de sinalizagdo celular relacionados com as vias
de controle de crescimento e todo o seu processo metabdlico com o objetivo de
aumentar as reagdes anabdlicas necessdrias para manter a viabilidade tumoral.
Como todas as células neoplasicas sao dependentes desta alteracao metabdlica,
essas vias alteradas representam um importante alvo terapéutico.

O entendimento de como as células neopldsicas sé&o capazes de
assegurar um balanco energético positivo e associa-lo a processos anabdlicos é vital
para o desenvolvimento de terapias eficazes no combate ao cancer. O estudo do
metabolismo energético visa compreender e indicar, por exemplo, qual combustivel
esta sendo utilizado preferencialmente, de qual via estd participando esse
combustivel, quais sao os fatores que regulam ou modulam a velocidade dessas

vias, entre outros.



30

3. OBJETIVOS:

Os objetivos gerais do presente estudo foram:

1. Caracterizar e comparar o perfil do metabolismo energético celular
nos diferentes graus histologicos (pTa baixo grau, pTa alto grau,
pT1) do CBNMI.

2. Criacdo do indice bioenergético celular nos diferentes graus
histolégicos (pTa baixo grau, pTa alto grau, pT1) do CBNMI.

Tais objetivos gerais foram alcangados através dos seguintes objetivos
especificos:

a) Caracterizacdo e comparacdo por meio de imunomarcagdo o
metabolismo energético [GLUT 1, PFK, LDH-A, PDH, CS,
HADHSC e ATPsintase (B-F1-ATPase), hsp60, GAPDH] nas
amostras de bexiga urinaria com CBNMI (pTa baixo grau, pTa alto
grau, pT1);

b) Caracterizacdo e comparacao por meio de Western Blotting do
metabolismo energético [GLUT 1, PFK, LDH-A, PDH, CS,
HADHSC e ATPsintase (B-F1-ATPase), hsp60, GAPDH] e do
AMPk nas amostras de bexiga urinaria com CBNMI (pTa baixo
grau, pTa alto grau, pT1).

c) Realizacdo do célculo do IBEC para os diferentes graus
histolégicos (pTa baixo grau, pTa alto grau, pT1) do CBNMI.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras Humanas e Procedimento Experimental

No presente trabalho foram utilizadas 15 amostras de tecido da bexiga
urinaria de pacientes na faixa etaria de 60 a 90 anos com o diagnostico de lesdes
uroteliais, obtidas no Servico de Urologia do Hospital Amaral Carvalho de Jau-SP (
Tabela 3). Os pacientes foram divididos em 3 grupos: Grupo Nao-Musculo Invasivo
pTa baixo grau (5 amostras); Grupo Nao-Musculo Invasivo pTa alto grau (5
amostras) e Grupo Nao-Musculo Invasivo pT1 (5 amostras). A seguir, as amostras
foram submetidas as analises histopatoldgicas, imunohistoquimicas e Western
Blotting. O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa do
Hospital Amaral Carvalho e encontra-se no anexo |I.

4.2. Analises Histopatolégicas

Para as analises histopatoldgicas, amostras da bexiga urinaria de todos
0s pacientes de cada grupo foram coletadas e fixadas em Bouin por doze horas.
Apoés a fixagdo os tecidos foram lavados em alcool etilico a 70%, com posterior
desidratagdo em uma série crescente de alcoois. Posteriormente, os fragmentos
foram diafanizados com xilol por 2 horas e inclusos em polimeros plasticos
(Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais foram seccionados
no micrétomo Biocut 1130 (Reichert-dung, Munique, Alemanha) com espessura de 5
micrdmetros, corados com Hematoxilina-Eosina e fotografados no fotomicroscoépio
Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Téquio, Japao) equipado com camera Nikon DS-RI-1
(Nikon, Toquio, Japao).

O diagnéstico das lesdes uroteliais foram classificadas conforme o
estadiamento proposto pelo consenso da Organizagdo Mundial da Saude/Sociedade
Internacional de Patologia Urolégica (74).
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4.3. Imunomarcacao dos Antigenos: GLUT 1, PFK, LDH-A, PDH, CS, HADHSC e
ATPsintase (B-F1-ATPase), hsp60 e GAPDH.

Amostras da bexiga urinaria de todos os pacientes dos 3 grupos, as
mesmas utilizadas para as andlises histopatolégicas, foram utilizadas para as
imunomarcacoes. A seguir foram obtidos cortes com 5 pm de espessura no
micrétomo rotativo Biocut 1130 (Reichert-dung, Munique, Alemanha), coletados em
laminas silanizadas. A recuperagao antigénica foi realizada por incubagéao dos cortes
em tampao citrato (pH 6.0) a 100°C em microondas ou tratamento com proteinase K,
dependendo das caracteristicas de cada anticorpo. O bloqueio das peroxidases
enddgenas foi obtido com H202 (0,3% em metanol) com posterior incubacdo em
solucao bloqueadora com albumina soro bovino (BSA) 3%, em tampao TBS-T por 1
hora em temperatura ambiente. Posteriormente, os antigenos GLUT 1, PFK, LDH-A,
PDH, CS, HADHSC e B-F1-ATPase), hsp60 e GAPDH foram localizados através dos
anticorpos primarios especificos (Tabela 4), diluidos em BSA 1% e armazenados
overnight a 4 °C. O kit MACH 4 Universal HRP-Polymer (Biocare Medical, EUA) foi
usado para detecgdo dos antigenos de acordo com as instrucbes do fabricante.
Apés lavagem com tampao TBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo
secundario HRP conjugado proveniente do kit MACH 4 por 40 minutos e,
posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB), contra-corados com
Hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscépio Nikon Eclipse Ni-U (Nikon,
Téquio, Japao) equipado com camera Nikon DS-RI-1 (Nikon, Téquio, Japao).

Para avaliar a intensidade das imunorreatividades dos antigenos, a
porcentagem de células uroteliais positivas foi examinada em dez campos para cada
anticorpo com aumento de 400x. A intensidade da marcacgéo foi graduada em uma
escala de 0-3, e expressa como 0 (auséncia de imunorreatividade), 0% de células
uroteliais positivas; 1 (fraca imunorreatividade), 1-35% de células uroteliais positivas;
2 (moderada imunorreatividade), 36-70% de células uroteliais positivas; 3 (intensa
imunorreatividade), >70% de células uroteliais positivas (Tabela 5) (75).



33

4.4. Extracao de Proteinas e Western Blotting: GLUT 1, PFK, LDH-A, PDH, CS,
HADHSC e ATPsintase (B-F1-ATPase), hsp60, GAPDH e AMPk.

Amostras da bexiga urinaria de todos os pacientes dos 3 grupos foram
coletadas, congeladas e posteriormente, submetidas as analises de Western
Blotting. As amostras da bexiga urinaria foram homogeneizadas em tampéao de
extracao contendo, Triton-x-1%, NaCl 150mM, Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM,
Hepes 1mM pH 7,6, PMSF 0,2 mM e 10 uL/mL de coquetel inibidor de proteases
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os extratos das bexigas urinarias foram
obtidos por centrifugagdo durante 20 minutos a 14000 rpm a 40C. A determinacgao
da concentracdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford e as leituras
feitas por ELISA (Multiskan FC Photometer, Standard; Thermo Fisher Scientific,
EUA). O correspondente a 70 microgramas de proteinas foi aplicado no gel de SDS-
poliacrilamida. Ap6s a eletroforese, o material foi transferido eletricamente para
membranas de nitrocelulose. As membranas foram entao bloqueadas com BSA 3%
diluido em TBS-T por uma hora e incubadas com os anticorpos primarios: GLUT 1,
PFK, LDH-A, PDH, CS, HADHSC e ATPsintase (3-F1-ATPase), hsp60, GAPDH, p53
e AMPK (Tabela 4). Apbés lavagem com tampao TBS-T, as membranas foram
incubadas por 2 horas com os anticorpos secundarios HRP conjugados na diluicéo
de 1:2000 em BSA 1%. ApoOs nova série de lavagens com TBS-T, a atividade
peroxidasica foi revelada com o substrato quimioluminescente SuperSignal West
Pico (Pierce Biotechnology, Rockford, lllinois, EUA). O anticorpo para (-actina foi
usado como controle enddgeno. O sinal quimioluminescente das bandas foi
capturado pelo sistema GeneGnome5 (Syngene, Frederick, MD, EUA) e a
intensidade da marcagdo obtida nas diferentes situagcées foi quantificada por
densitometria através do programa Analysis System Model GeneGnome5 (Syngene,
Frederick, MD, EUA).

4.5. Determinacao do indice Bioenergético (IBEC)
Para a determinacédo do IBEC, a intensidade da banda de B-F1-ATPase

(pelo Western Blotting) foi dividida pela intensidade da banda hsp60 ensaiadas para

a mesma amostra, e, na mesma membrana. Para calcular o IBEC, a razao acima
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mencionada foi dividida pela intensidade da banda GAPDH (53, 71, 73). A analise foi
realizada utilizando o teste t de Student para amostras pareadas.

4.6. Analises Estatisticas

Para os parametros quantificados nas andlises imunohistoquimicas foram
empregados o teste de proporgédo, sendo que para essas analises o erro tipo-l de
1% foi considerado significante.

Para as analises estatisticas de Western Blotting foi empregado a analise
de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey post hoc com nivel de significancia
de 1%.

Tabela 3. Caracteristicas e demograficas da amostra

Pacientes (n) pTa baixo grau pTa alto grau pT1

5/15 5/15 5/15

Homem/mulher 3/2 3/2 4/1

Idade (anos) (mediana) 57 60 70
Tabagismo (sim/nao) 4/1 4/1 4/1

RTU prévia (sim/ndo) 1/4 2/3 2/3

BCG prévia (sim/néo) 0/5 0/5 1/4

Tamanho da lesao (mediana) 3.0cm 3.0cm 4.0cm

Tabela 4. Caracteristicas dos Anticorpos Primarios para Imunomarcagédo e Western Blotting.

Anticorpos Primarios Espécie hospedeira Caodigo Fonte

GLUT 1 Coelho (policlonal) ab652 abcam, EUA
PFK Camundongo (monoclonal) LS-C173559 LSBio, EUA
LDH-A Camundongo (monoclonal)  Sc137243 Santa Cruz, EUA
PDH Coelho (policlonal) GTX104040 GeneTex, EUA
CS Coelho (policlonal) ab96600 abcam, EUA
HADHSC Coelho (policlonal) sc292196 Santa Cruz, EUA
ﬁ%lzzi:;?se (B-F1- Camundongo (monoclonal)  MBS190588 MyBioSource, EUA
hsp60 Camundongo (monoclonal)  Sc376240 Santa Cruz, EUA
GAPDH Coelho (policlonal) ab37168 abcam, EUA

p53 Camundongo (monoclonal) ab26 abcam, EUA
AMPK Coelho (policlonal) ab3670 abcam, EUA
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5. RESULTADOS

O estudo inclui 15 pacientes dividido em 3 grupos de 5 pacientes, a
mediana de idade foi de 62 anos, com uma proporcdo de 2 homens para cada
mulher. Histéria positiva para tabaco ocorreu em 80% (12/15), presenca de RTU
prévia sucedeu-se em 33,3% (5/15) e BCG em somente 6,6% dos casos. S6 foram
incluidos no estudo os casos na qual a RTU prévia tinha o mesmo estadio e grau
tumoral do que a peca analisada no estudo. Em relacdo ao tamanho tumoral a
mediana para o pTa de baixo grau foi de 3.0 cm, do pTa de alto grau foide 3.0 cm, e
do pT1 foi de 4.0 cm (Tabela 3).

5.1. Anadlises Histopatoldgicas

As amostras das bexigas urinarias dos grupos com lesdo apresentaram
alteraces histoldgicas de acordo com cada grau neoplasico.

As amostras do Grupo Carcinoma pTa de baixo grau apresentaram
extensas lesdes papiliferas (Figura 3A). As células uroteliais apresentaram arranjo
desordenado, com perda da polaridade e, marcantes atipias celulares foram
evidenciadas como nucleos pleomorficos com nucléolos proeminentes e grandes
nucleos hipercromaticos (Figura 3B).

Ja as amostras do Grupo Carcinoma pTa de alto grau apresentaram
extensas lesdes papiliferas caracterizadas por células uroteliais com arranjo
desordenado (Figura 3C), acentuado pleomorfismo celular e numerosas figuras de
mitose (Figura 3D).

Nas amostras do Grupo Carcinoma pT1 observaram-se rompimento da
membrana basal com consequente invasdao de células uroteliais neoplasicas
dispostas em corddes ou ninhos na lamina prépria. As células uroteliais neoplasicas
apresentaram citoplasma eosinofilico ou anfofilico e grande quantidade de nucleos
hipercromaticos e numerosas figuras de mitose (Figuras 3E, F).
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Figura 3. 3A — 3F: Fotomicrografias das bexigas urinarias dos Grupos: Carcinoma pTa de baixo grau
(Figuras A, B), Carcinoma pTa de alto grau (Figuras C e D) e Carcinoma pT1 (Figuras E e F). (A),
(B) Extensas lesoes papiliferas com células uroteliais em arranjo desordenado, perda da polaridade e
atipias celulares. (C), (D) Acentuado pleomorfismo celular, atipias celulares marcantes (estrela) e
numerosas figuras de mitose. (E), (F) Rompimento da membrana basal (asterisco) com invaséo de
células uroteliais neoplasicas dispostas em corddes (tridngulo) na lamina prépria. Ur — urotélio, V —
vaso sanguineo, seta branca — eixo conjuntivo-vascular, seta preta — integridade da membrana
basal, estrela — atipia celular, triangulo — corddes celulares, asterisco — rompimento de membrana
basal. Escala (Figuras A, C e E): 100um; escala (Figuras B, D e F): 50pm.
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5.2. Imunorreatividade e niveis proteicos para proteinas da fosforilacao

oxidativa

O grupo Carcinoma pTa de baixo grau apresentou intensa
imunorreatividade para B-F1-ATPase (Figura 4A; Tabela 5), enquanto que o grupo
Carcinoma pTa de alto grau apresentou uma moderada imunorreatividade (Figura
4B; Tabela 5) e o grupo Carcinoma pT1 apresentou fraca imunorreatividade (Figura
4C; Tabela 5). Os maiores niveis proteicos para 3-F1-ATPase foram encontrados no
grupo Carcinoma pTa de baixo grau em relacdo aos demais grupos (Figura 5A).

Similarmente, a imunorreatividade para HADHSC e PDH foi intensa no
grupo Carcinoma pTa de baixo grau (Figuras 4D, 4G; Tabela 5), moderada no grupo
Carcinoma pTa de alto grau (Figuras 4E, 4H; Tabela 5) e fraca no grupo Carcinoma
pT1 (Figuras 4F, 41; Tabela 5). Os niveis proteicos para HADHSC e PDH foram
significativamente maiores no grupo Carcinoma pTa de baixo grau em relacao aos
demais grupos (Figuras 5B, 5C).

O grupo Carcinoma pTa de baixo grau apresentou intensa
imunorreatividade para CS (Figura 4J; Tabela 5), enquanto que o grupo Carcinoma
pTa de alto grau apresentou uma moderada imunorreatividade (Figura 4K; Tabela 5)
e o grupo Carcinoma pT1 apresentou fraca imunorreatividade (Figura 4L; Tabela 5).
Nao houve diferenca significativa para os niveis proteicos de CS entre os grupos
(Figura 5D).
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Figura 4. Figura 4A— 4L: Imunohistoquimica das bexigas urinarias dos Grupos: Carcinoma pTa de
baixo grau (Figuras A, D, G e J), Carcinoma pTa de alto grau (Figuras B, E, H e K) e Carcinoma pT1
(Figuras C, F, | e L). Imunorreatividade citoplasmatica para os niveis proteicos de B-F1-ATPase
(Figuras A, B e C), HADHSC (Figuras D, E e F), PDH (Figuras G, H e I) e CS (Figuras J, Ke L) das
células uroteliais. Ur — urotélio, Lp — Iamina propria, seta branca — eixo conjuntivo-vascular, seta preta
— integridade da membrana basal, estrela — atipia celular, triangulo — corddes celulares. Contra
coloracao com Hematoxilina de Harris, escala: 50 pm.
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Figura 5. Figura 5A — 5D: Western Blotting representativo e determinacdo semi-quantitativa para os
niveis proteicos de B-F1-ATPase (A), HADHSC (B), PDH (C) e CS (D). As amostras da bexiga
urinaria foram agrupadas de 5 pacientes por grupo para cada repeticao (duplicada) e utilizadas para a
densitometria semi-quantitativa (IOD - Densidade oOptica integrada) dos niveis de B-F1-ATPase,
HADHSC, PDH e CS apos a normalizagdo com B-actina. Todos os dados foram expressos como
média * desvio padrdo. Diferentes letras mindsculas (a, b, c) indicaram diferengas significativas
(p<0,01) entre os grupos apds o teste de Tukey. Grupos: Carcinoma pTa de baixo grau, Carcinoma
pTa de alto grau e Carcinoma pT1.
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Tabela 5. Intensidade da imunomarcacéo para os diferentes antigenos nas amostras de bexiga
urinaria dos grupos: Carcinoma pTa de baixo grau, Carcinoma pTa de alto grau e Carcinoma pT1

Grupos

Antigenos pTa de baixo grau (n=5) pTa de alto grau (n=5) pT1 (n=5)
B-F1-ATPase 3 (94,4%)* 2 (48,2%) 1(19,6%)
HADHSC 3 (96,2%)* 2 (59,3%) 1(22,3%)
PDH 3 (90,8%)* 2 (57,2%) 1 (28,5%)
CS 3 (92,6%)* 2 (58,0%) 1 (20,7%)
GLUT 1 1 (25,3%) 3 (82,4%)* 2 (63,0%)
PFK 1(27,2%) 3 (90,5%)* 3 (85,2%)*
GAPDH 1 (25,9%) 3 (88,2%)* 2 (58,6%)
LDH 1(21,9%) 3 (90,5%)* 3 (81,3%)*
hsp60 3 (87,1%)* 3 (92,0%)* 3 (86,6%)*

0, auséncia de reatividade;

1, fraca imunorreatividade (1% — 35% células uroteliais positivas);

2, moderada imunoreatividade (36% — 70% células uroteliais positivas);
3, intensa imunoreatividade (> 70% células uroteliais positivas).
"Significancia estatistica (teste de proporcéo, P<0.0001)

5.3. Imunorreatividade e niveis proteicos para proteinas da via glicolitica

O grupo Carcinoma pTa de alto grau apresentou intensa
imunorreatividade para GLUT 1 e GAPDH (Figuras 6B, 6H; Tabela 5), enquanto que
o grupo Carcinoma pT1 apresentou uma moderada imunorreatividade (Figuras 6C,
6l; Tabela 5) e o grupo Carcinoma pTa de baixo grau apresentou fraca
imunorreatividade (Figuras 6A, 6G; Tabela 5). Os maiores niveis proteicos para
GLUT 1 e GAPDH foram encontrados no grupo Carcinoma pTa de alto grau e
Carcinoma pT1 em relacdo ao grupo Carcinoma pTa de baixo grau (Figuras 7A,
7C).

Pode-se observar que houve uma intensa imunorreatividade para PFK no
grupo Carcinoma pTa de alto grau e no grupo Carcinoma pT1 (Figuras 6E, 6F;
Tabela 5), enquanto que o grupo Carcinoma pTa de baixo grau apresentou uma
fraca imunorreatividade (Figura 6D; Tabela 5). Os maiores niveis proteicos para PFK
foram encontrados no grupo Carcinoma pTa de alto grau e Carcinoma pT1 em
relagdo ao grupo Carcinoma pTa de baixo grau (Figura 7B).

Quanto a proteina LDH, pode-se observar que houve uma intensa
imunorreatividade no grupo Carcinoma pTa de alto grau e no grupo Carcinoma pT1
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(Figuras 6K, 6L; Tabela 5), enquanto que o grupo Carcinoma pTa de baixo grau
apresentou uma fraca imunorreatividade (Figura 6J; Tabela 5). Os maiores niveis
proteicos para LDH foram encontrados no grupo Carcinoma pT1 em relagdo aos
demais grupos (Figura 8A).

Nao pode-se observar diferenga significativa na imunorreatividade e nos

niveis proteicos para hsp60 entre os grupos (Figuras 6M, 6N, 60, 8B; Tabela 5).
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Figura 6. Figura 6A — 60: Imunohistoquimica das bexigas urinarias dos Grupos: Carcinoma pTa de
baixo grau (Figuras A, D, G, J e M), Carcinoma pTa de alto grau (Figuras B, E, H, K e N) e Carcinoma
pT1 (Figuras C, F, I, L e O). Imunorreatividade citoplasmatica para os niveis proteicos de GLUT 1
(Figuras A, B e C), PFK (Figuras D, E e F), GAPDH (Figuras G, H e I), LDH (Figuras J, Ke L) e CS
(Figuras M, N e O) das células uroteliais. Ur — urotélio, V — vaso sanguineo, seta branca — eixo
conjuntivo-vascular, seta preta — integridade da membrana basal, estrela — atipia celular, triangulo —
corddes celulares. Contra coloragdo com Hematoxilina de Harris, escala: 50 pm.
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Figura 7. Figura 7A — 7C: Western Blotting representativo e determinagdo semiquantitativa para os
niveis proteicos de GLUT 1 (A), PFK (B) e GAPDH (C). As amostras da bexiga urindria foram
agrupadas de 5 pacientes por grupo para cada repetigao (duplicada) e utilizadas para a densitometria
semi-quantitativa (IOD - Densidade Optica integrada) dos niveis de GLUT 1, PFK e GAPDH apés a
normalizagdo com [-actina. Todos os dados foram expressos como média * desvio padréo.
Diferentes letras mindsculas (a, b) indicaram diferengas significativas (p<0,01) entre os grupos apés o
teste de Tukey. Grupos: Carcinoma pTa de baixo grau, Carcinoma pTa de alto grau e Carcinoma pT1.
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Figura 8. Figura 8A — 8B: Western Blotting representativo e determinagao semiquantitativa para os
niveis proteicos de LDH (A) e hsp60 (B). As amostras da bexiga urinaria foram agrupadas de 5
pacientes por grupo para cada repeticdo (duplicada) e utilizadas para a densitometria semi-
quantitativa (IOD - Densidade éptica integrada) dos niveis de LDH e hsp60 ap6s a normalizagao com
B-actina. Todos os dados foram expressos como média + desvio padrao. Diferentes letras mindsculas
(a, b) indicaram diferengas significativas (p<0,01) entre os grupos apos o teste de Tukey. Grupos:
Carcinoma pTa de baixo grau, Carcinoma pTa de alto grau e Carcinoma pT1.

5.4. Analise dos niveis de AMPk

Os niveis proteicos de AMPk foram significativamente maiores no Grupo
Carcinoma pTa de baixo grau em relacao aos Grupos Carcinoma pTa de alto grau e

Carcinoma pT1 (Figura 9).
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Figura 9. Western Blotting representativo e determinagdo semiquantitativa para os niveis proteicos de
AMPK. As amostras da bexiga urinaria foram agrupadas de 5 pacientes por grupo para cada repeticao
(duplicada) e utilizadas para a densitometria semi-quantitativa (IOD - Densidade éptica integrada) dos
niveis de AMPk apos a normalizagao com B-actina. Todos os dados foram expressos como média +
desvio padrao. Diferentes letras minusculas (a, b) indicaram diferengas significativas (p<0,01) entre
0s grupos apés o teste de Tukey. Grupos: Carcinoma pTa de baixo grau, Carcinoma pTa de alto grau
e Carcinoma pT1.

5.5. indice Bioenergético Celular

Considerando o IBEC calculado como a intensidade da banda de 3-F1-
ATPase dividida pela intensidade da banda hsp60 e, essa razdo dividida pela
intensidade da banda GAPDH, observou-se que tumores de baixo grau (Carcinoma
pTa de baixo grau) apresentam indice bioenergético maior em relacao aos tumores
de alto grau (Carcinoma pTa de alto grau e Carcinoma pT1), nos quais foi evidente o
predominio da via glicolitica (Figura 10).
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Figura 10. indice Bioenergético Celular dos Grupos: Carcinoma pTa de baixo grau, Carcinoma pTa
de alto grau e Carcinoma pT1. Todos os dados foram expressos como média + desvio padrao.
Diferentes letras minusculas (a, b) indicaram diferencas significativas (p<0,01) entre os grupos apés o
teste de Tukey.
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6. DISCUSSAO

As células neoplasicas em proliferagdo apresentam necessidades
metabdlicas que as diferem das células normais (31). Perante essas necessidades e
a fim de apoiar a elevada taxa de proliferacao, tais células consomem nutrientes
adicionais e desviam os nutrientes destinados para a sintese de outras
macromoléculas (48). As vias metabdlicas consequentemente devem ser
readequadas, de tal forma que haja um equilibrio nos processos biossintéticos com
a producao de ATP suficiente para suportar o crescimento e sobrevivéncia celular
(48).

Como as células neoplasicas dependem destas alteracées metabdlicas,
estas vias representam pontos estratégicos para alvos terapéuticos, porém
encontrar uma janela terapéutica entre a proliferacdo de células neoplasicas e
células normais em proliferacao tem sido um grande desafio para o desenvolvimento
de terapias antitumorais bem-sucedidas norteadas pelas vias metabdlicas (48).
Embora muito esforgo tenha ocorrido nesse sentido, a heterogeneidade dos diversos
tipos de canceres e mesmo diferencas dentro de um mesmo tipo, torna essa busca
infinda e ainda carente de mais informacdes. Nesse contexto, cabe ressaltar que
este projeto de pesquisa é unico na literatura, pois analisou as proteinas
relacionadas ao metabolismo energético nos diferentes graus histologicos (pTa
baixo grau, pTa alto grau e pT1) do CBNMI, bem como determinou o indice
bioenergético desta neoplasia.

No presente estudo foi observado uma significativa diferengca no
metabolismo energético do CBNMI de baixo grau em relacdo aos de alto grau. Os
tumores de baixo grau apresentaram uma avidez pela via da OXPHQOS, enquanto os
de alto grau pela via glicolitica. Tais resultados foram alcangcados analisando
proteinas de diferentes vias metabdlicas.

Os tumores pTa baixo grau tiveram um IBEC alto por ter predominio da
OXPHOS observada pela intensa imunorreatividade, pelos maiores niveis proteicos
de B-F1-ATPase, pela baixa imunorreatividade e pelo baixo nivel proteico de
GADPD. Apresentaram também intensa imunorreatividade, altos niveis proteicos
para HADHSC e PDH. Tiveram também uma baixa imunorreatividade, baixos niveis
proteicos para GLUT 1 e PFK.
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O aumento da atividade de B-F1-ATPase demonstra uma maior atividade
mitocondrial, j& que esta proteina atravessa a membrana mitocondrial interna e € a
responsavel pela conversdo de ADP em ATP. Isso ocorre através da combinagéo de
ADP com um radical fosfato iénico livre, adicionando assim outra ligacao fosfato de
alta energia a molécula. O processo final ocorre quando o ATP é transportado por
difusao facilitada da mitocéndria para o citoplasma. Apés o término de todo processo
cada molécula de glicose gerou 38 ATPs, didxido de carbono e agua (76). A proteina
HADHSC transforma acetil-coA graxo em acetil-coA, e o PDH transforma piruvato
em acetil-coA , ambas alteram diferentes substratos em acetil-coA, para assim gerar
energia nas mitocondrias. Estas proteinas estdo intimamente relacionadas a
OXPHOQOS, e este € o tipico metabolismo de células normais, por néao ter desvio de
via metabdlica para gerar outros substratos, e também por ocorrer em ambiente com
niveis normais de oxigénio (32). Portanto o IBEC alto nestes tumores pode passar a
ser um indicador de bom prognéstico e ser capaz de ajudar nas decisdes
terapéuticas e seguimento destes pacientes.

A proteina CS somente teve diferenca na imunorreatividade em relagao
aos tumores de baixo e alto grau, porém nao apresentou dessemelhanca nos niveis
proteicos entre os grupos. Este resultado pode ter ocorrido uma vez que esta enzima
esta relacionada diretamente com a velocidade da via e nao por desvios de vias
metabdlicas, porém mais estudos sobre o real papel desta enzima no metabolismo
do CBNMI torna-se necessério (40).

Os resultados da Imunohistoquimica e do Western Blotting para os
tumores pTa de alto grau e pT1 foram muito similares, porém distintos dos pTa de
baixo grau. Apresentaram predominio da via glicolitica pela intensa a moderada
imunorreatividade, pelos maiores niveis proteicos de GLUT 1, PFK e GAPDH.
Demonstraram também baixa imunorreatividade, baixos niveis proteicos para p-F1-
ATPase, HADHSC e PDH. Dessa forma o IBEC foi mais baixo em relacdo aos
tumores de baixo grau.

O IBEC baixo nos tumores de alto grau demonstra haver uma grande
mudanca do metabolismo energético normal. Como ja havia proposto o cientista
alemao Otto Warburg a via glicolitica é a mais utilizada pelas neoplasias malignas
(37, 38). Esse autor em 1923, foi um grande visionario, ao estudar o metabolismo e
a respiragdo celular nos tumores, e em 1931 recebeu o Prémio Nobel ao descobrir a
natureza e o modo de acao de enzimas respiratorias. Em 1944 ganhou seu segundo
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Prémio Nobel em fisiologia com seu trabalho sobre nicotinamida. O aumento do
metabolismo nas células tumorais demanda maior utilizacdo de ATP, e como a via
glicolitica produz muito menos ATP que a fosforilagdo oxidativa, algumas enzimas
tem sua atividade aumentada para poder suprir as necessidades energéticas destas
células. A GLUT 1 pertence a familia das moléculas transportadoras de glicose e
tem grande importancia neste cenario, por ser a responsavel pela entrada da glicose
na célula. Na literatura ja vem sendo demonstrado o aumento de sua atividade em
uma série de neoplasias, como em cancer de pancreas, ovario, rim, entre outros
(49). Esta avidez pela glicose pode ser medida pelo PET-CT (“Positron Emission
Tomography — Computed Tomography”) por ser um exame que avalia o
metabolismo das estruturas pela captagdo da glicose radiotragada com o
radiofarmaco F18-Fluordesoxiglicose (FDG). Uma lesdo com grande captacdo de
glicose radiotracada significa ser metabolicamente ativa, por isso pode ser mais
agressiva (49). Em cancer de bexiga suas maiores indicagbes sdo estadiamento
linfonodal, presenga de metédstase a distdncia e recorréncia apods tratamento
definitivo (77).

Outras proteinas que participam ativamente na glicélise sdo a PFK e a
GAPDH, enzimas importantes na degradacao da glicose e geragdo de energia. A
LDH-A é outra proteina com grande valor no metabolismo de células tumorais, com
ela o piruvato é transformado em lactato que sera transportado para fora do
citoplasma, para depois ser utilizado na producao de outras moléculas pela mesma
célula, ou ser utilizado por células vizinhas. Este processo assegura a célula tumoral
producao de energia e fornecimento de substratos mesmo em um ambiente hipdxico
e acido, gerado pelo alto metabolismo e baixa perfusdo. Este ambiente &acido
peritumoral protege a célula tumoral da apoptose e facilita o processo de invaséo a
outros tecidos (78, 79). Em nosso estudo a LDH-A apresentou maiores indices nos
tumores pT1 em relacdo aos demais, talvez por ser um tumor mais indiferenciado.
Assim um IBEC baixo nestas neoplasias pode ser mais um fator desfavoravel que
ajude nas decisdes terapéuticas, principalmente na indicagdo de uma nova RTU
(Re-RTU) ou até mesmo de uma cistectomia radical precoce.

Nao houve alteragdo da estrutura da mitocondria entre os grupos, tanto
na imunorreatividade como nos niveis proteicos da proteina hsp60. Este dado é um
indicativo de que a fungcao mitocondrial pode ser restaurada nos tumores de alto
grau em que a OXPHOS foi diminuida, como havia ja observado Fantin et al (42).
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Os tumores pTa de alto grau tiveram comportamento metabdlico muito
similar aos tumores pT1, tumores com alta probabilidade de recorréncia e
progressdo para doenga musculo invasiva, por isso devem ser tratados de forma
agressiva. Os tumores pT1 de alto grau devem ser submetidos a uma Re-RTU (nova
RTUB) ap6s 4 a 6 semanas da primeira resseccao, principalmente se auséncia de
muscular prépria na primeira ressec¢gdo, uma vez que ocorre mudanca de conduta
de 10 a 25% dos casos (80). Outros fatores prognosticos que devem ser levados em
consideracao para decisdo terapéutica sao: multifocalidade (> 3 lesdes), tumores
maiores de 3 cm, tratamento prévio com BCG e presenca de carcinoma ‘in situ”
associado (29). Em estudo multi-institucional retrospectivo com 2.451 pacientes
analisados apds tratamento com BCG em pT1 alto grau, a Re-RTU trouxe beneficio
na sobrevida livre de progressdo e sobrevida global somente nos casos com
auséncia de muscular prépria na primeira RTU (81). Os resultados obtidos neste
estudo sdo inéditos, e a utilizacdo na pratica clinica do IBEC pode ser mais uma
ferramenta para auxiliar nas decisdes terapéuticas, principalmente para os tumores
pTa de alto grau que muitas vezes néo sao tratados de forma agressiva como um
pT1. Cueza et. al. avaliaram o IBEC em adenocarcinomas de pulmao, e puderam
demonstrar que o IBEC era menor nos tumores grandes (>3 cm) quando comparado
com tumores menores e com pulmdes sem neoplasia. O IBEC também se
correlacionou com o estadio tumoral, mostrando que tumores com estadio |A tinham
um IBEC 2.5 vezes maior que os tumores IB, demostrando uma clara relacdo com
prognéstico da doenca (72).

As células em proliferacao estdo a todo momento precisando de energia e
utilizam principalmente glicose e glutamina. Estes em conjunto sdo utilizados para
producéo de acidos nucleicos principalmente pelo ciclo da pentose (58). Fatores de
crescimento ativam o gene Ras, e este ativa uma série de vias metabdlicas que
estimulam a glicélise. A via PISK/AKT é uma delas, ativa a glicélise estimulando a
proteina transportadora de glicose GLUT 1 e PFK (58). O AMPk além de promover a
parada do ciclo celular em situagdes de falta de energia, participa da inativacao do
mTOR, que juntamente com mTORC1 regulam a traducdo proteica e proliferacao.
Quando o mTOR esta hiperestimulado pela falta de inibicdo pelo AMPk ou por
mutacdo do supressor tumoral TSC, parece haver um direcionamento para via
glicolitica e das pentoses, pela demanda aumentada de energia e substratos (62,
63). No presente estudo também foi observado uma diminuigcdo da atividade da
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AMPk nos tumores de alto grau (pTa de alto grau e pT1) em relagdo aos de baixo
grau. Por ser uma proteina que promove a parada do ciclo celular em decorréncia do
estresse metabdlico em tecidos normais, e por inibir o mTOR deduzimos que os
tumores de alto grau acabam nao tendo este controle metabdlico e continuam se
desenvolvendo, para isso se utilizam de vias metabdlicas alternativas para suprir
esta demanda energética aumentada.

Mesmo com tratamento local agressivo (RTU + Re-RTU + BCG) alguns
tumores de alto grau vao recorrer e progredir para tumores musculo invasivos
durante o seguimento. Estes pacientes tém pior prognéstico em ralacdo aos com
doenca mdusculo invasiva jA na apresentacdo da moléstia. Moschini et. al.
demonstraram em uma série retrospectiva com 768 pacientes submetidos a
cistectomia radical devido a tumores musculo invasivos (475 pacientes), ou tumores
superficiais que progrediram para musculo invasivo, mesmo apés terapias intra-
vesicais durante o seguimento (293 pacientes). Na andlise univariada e multivariada
0 grupo ndo musculo invasivo que progrediu durante o seguimento teve piores
resultados em relagdo a recorréncia livre de progressao, mortalidade céancer
especifica e mortalidade global em 10 anos (82). Portanto pacientes com CBNMI
pT1 devem ser submetidos a tratamentos agressivos, sendo uma das opcdes a CR
precoce, principalmente se falha da BCG ap6s RTUB e Re-RTUB. Como os pTa de
alto grau foram metabolicamente muito semelhantes aos pT1, devemos trata-los da
mesma forma que os pT1, principalmente se apresentarem mais achados além do
IBEC baixo, como: diminuicdo da expressao de AMPk, tumores maiores que 3 cm e

tumores multiplos.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou caracterizar e comparar o perfil do
metabolismo energético celular nos diferentes graus histolégicos do carcinoma
urotelial de bexiga ndo mdusculo invasivo (pTa baixo grau, pTa alto grau, pT1).
Também proporcionou a adaptacao do IBEC para estes tumores, fato inédito até o
momento, ou seja, os tumores pTa de baixo grau tiveram predominio da fosforilagao
oxidativa em relacao a glicélise, com um IBEC alto, ja os tumores pTa de alto grau e
pT1 tiveram predominio da glicélise em relacdo a fosforilagdo oxidativa, com IBEC
baixo. Em relagcédo a expressdo do AMPK, os tumores pTa de baixo grau tiveram alta
expressao e os pTa de alto grau e pT1 uma baixa expressao. Com isso podemos
utilizar o IBEC e o AMPk como mais uma ferramenta na condugcdo destes casos,

uma vez que os tratamentos sao agressivos e muitas vezes mutilantes.
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Caracterizacao do Metabolismo Energético e Balanco Oxidativo no Cancer de
Bexiga
Urinaria Nao-Musculo Invasivo: pTis, pTa, pT1

Guilherme de Almeida Prado Costa (pesquisador)
Wagner José Favaro (orientador)

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntario de um estudo. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar
seus direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar
com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las
com o pesquisador. Se preferir, pode levar para a casa e consultar seus familiares
ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé ndo quiser participar ou retirar
sua autorizacao, a qualquer momento, nao havera nenhum tipo de penalizagdo ou
prejuizo.

Justificativa e objetivos:

Os objetivos gerais do presente estudo serdo caracterizar e comparar os perfis do
metabolismo energético celular e o balango oxidativo nos diferentes graus
histolégicos (pTis, pTa, pT1) do cancer de bexiga urindria ndo-musculo invasivo
(CBNMI), bem como determinar o indice bioenergético para se possivel estabelecer
um critério de relevancia clinico-patoldgica e progndstica para a classificacao desses
tumores. Para a realizagdo deste estudo serdo utilizados produtos de cirurgias para
o tratamento do cancer de bexiga urinaria ndo-musculo invasivo (CBNMI) que o
paciente ja faria normalmente por indicagdo médica, mesmo se nao participasse do
estudo.

No presente trabalho serdo utilizadas 45 amostras de tecido de bexiga urinéria de
homens na faixa etaria de 60 a 90 anos com o diagndstico de lesées da uroteliais,
obtidas somente no Hospital Amaral Carvalho. Tais amostras vesicais serao
provenientes de um estudo retrospectivo de pacientes submetidos a resseccao
transuretral (RTU) e/ou cistectomia radical.

Trata-se de uma pesquisa relevante onde se avaliara a relacao entre o metabolismo
energéticos e sua relacdo com as enzimas formados de espécies reativas de
oxigénio, de modo que essas relacbes possam constituir ferramenta para o
diagnéstico e seguimento de pacientes com cancer de bexiga urinaria ndo-musculo
invasivo (CBNMI).
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Procedimentos:

Participando do estudo vocé esta sendo convidando a autorizar o estudo do material
proveniente de resseccao transuretral (RTU) e/ou cistectomia radical. Estes
procedimentos serdo realizados por indicacdo médica para diagnéstico/tratamento
do céncer de bexiga urinaria ndo-musculo invasivo (CBNMI), e apenas sera
aproveitado o material decorrente disto. Vocé ndo serd exposto a nenhum
procedimento/riscos superior ao que vocé teria se vocé nao participasse do estudo.

Desconfortos e riscos:

Vocé nao deve participar deste estudo se foi submetido a qualquer forma de
tratamento prévio ou se, por qualquer que seja o motivo (ético, religioso, etc) nao
aceitar disponibilizar o material de biépsia por ressecg¢ao transuretral (RTU) e/ou
cistectomia radical para o estudo.

Beneficios:

O principal beneficio que vocé tera ao participar desta pesquisa é que estara
contribuindo cientificamente para melhorar e desenvolver ferramentas para o
diagnéstico e seguimento de pacientes com cancer de bexiga urinaria ndo-musculo
invasivo (CBNMI).

Acompanhamento e assisténcia:
O acompanhamento serd realizado no ambulatério de Uro-oncologia, seguindo o
protocolo pds operatério.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia que sua identidade serd mantida em sigilo e nenhuma
informacdo serd dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe de
pesquisadores. Na divulgacdo dos resultados desse estudo, seu nome nao sera
citado. O resultado do estudo podera fazer parte do prontuario médico.

Ressarcimento:
Nao havera qualquer forma de ressarcimento, uma vez que o paciente ndo tera
despesas extras decorrentes de ser participantes do estudo.

Armazenamento de material:

Havera eventual armazenamento do material ndo utilizado no laboratério de Biologia
Molecular — UNICAMP, para utilizacdo caso haja interesse/necessidade de testes
adicionais.

Toda nova pesquisa a ser realizada como o material armazenado sera submetida
para aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, da
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP);

Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu
material biolégico, dispensando meu consentimento a cada nova pesquisa, que
devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

O descarte do material armazenado sera autorizado na situagdo de n&o haver
interesse/necessidade de testes adicionais.

Em caso de falecimento ou condigdo incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverdo ser dados a:
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Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com o
pesquisador Guilherme de Almeida Prado Costa pelo celular (014) 99712-1640 ou
por e-mail gcostajau@hotmail.com, ou no préprio Hospital Amaral Carvalho, rua
Dona Silvéria, 150, CEP 17120-080, pelo telefone (014) 3602-1200, ramal 1350,
como ja ocorre de rotina com os pacientes da Urologia.

Em caso de denuncias ou reclamagbes sobre sua participacdo sobre questdes
éticas do estudo, vocé podera entrar em contato no Hospital Amaral Carvalho: Rua
das Palmeiras, 89, Vila Assis, Jau/SP, Cep: 17210-120, telefone: (14) 36021194 | e-
mail: cep.aurea@amaralcarvalho.org.br.

Consentimento livre e esclarecido:

Apos ter sido esclarecido sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incémodo que esta pode acarretar, aceito
participar:

Nome do (a) participante:

Data: [/
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu responsavel LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da Resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido
uma coépia deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo
CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e
0s dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste
documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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PARTICIPANTES DA TESE

Mestrando

Guilherme de Almeida Prado Costa, Médico Urologista.
Departamento de Urologia do Hospital Amaral Carvalho.

Rua Dona Silvéria, 150. CEP: 17210-080. Jau, SP, Brasil

Contato: (14) 3602-1200; 3625-2000; 99712-1640

Laboratoério de Carcinogénese Urogenital e Imunoterapia (LCURGIM)
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional - Instituto de Biologia
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

Av. Bertrand Russel, s/no. CEP: 13083-865. Campinas, SP, Brasil.
E-mail: gcostajau@gmail.com

Curriculo Lattes: http://lattes.cnpq.br/1043291730295077

Orientador

Prof. Dr. Wagner José Favaro

Laboratério de Carcinogénese Urogenital e Imunoterapia (LCURGIM)
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional - Instituto de Biologia
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

Av. Bertrand Russel, s/no. CEP: 13083-865. Campinas, SP, Brasil.
Contato: (19) 3521-6104 ou (19) 3521-6308

E-mail: wjfavaro@gmail.com

Curriculo Lattes: http.//lattes.cnpq.br/8604379826351440

Colaborador

Petra Karla B6ckelmann

Pos-doc em Carcinogénese Urogenital e Imunoterapia

Departamento de Biologia Funcional e Estrutural.

Instituto de Biologia - Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
Caixa Postal: 6109 CEP: 13.083-865, Campinas (SP) - Brasil

Contato: + 55 19 3521 6308
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E-mail: petrakarla@hotmail.com
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Colaborador

Arthur Degani Ottaiano

Departamento de Biologia Funcional e Estrutural.

Instituto de Biologia - Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
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