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RESUMO

Fornazieri, L. [Avaliagdo Protedmica da Urina Pés-Ejaculatéoria e
Sequenciamento de Nova Geragao do Painel Génico Oncomine Focus Fusion
Panel para Identificagao da Fusao TMPRSS2-ERG em Pacientes Suspeitos para
Cancer de Préstata]. [Tese — Doutorado] Sdo Paulo: Fundagdo Anténio Prudente;
2025.

INTRODUGCAO: O cancer de prdostata € uma neoplasia de alta prevaléncia e com
comportamento clinico heterogéneo. As estratégias diagndsticas atualmente
utilizadas apresentam limitagdes em sensibilidade e especificidade, o que pode
resultar na realizagdo de procedimentos diagndsticos desnecessarios e no
tratamento de neoplasias indolentes. Nesse contexto, a identificacdo de
biomarcadores moleculares com maior acuracia diagnéstica e valor progndéstico tem
sido alvo de intensa investigacdo. A analise protedbmica e transcriptdmica de
matrizes biologicas representa uma abordagem promissora nesse campo. A urina
poOs-ejaculatéria, por conter secregdes originadas de multiplas zonas prostaticas e
componentes seminais, configura-se como uma matriz potencialmente mais
representativa do microambiente tumoral. Com base nessa hipdtese, este estudo
empregou a urina poés-ejaculatéria como matriz para investigagdo molecular em
pacientes com suspeita clinica de CP.

MATERIAIS E METODOS: Foram analisadas 46 amostras de urina pds-ejaculatéria
por espectrometria de massas com aquisicdo dependente de dados (LC-MS/MS
DDA): 24 de pacientes com bidpsia positiva para CP (CP+), 15 com bidpsia negativa
(CP-) e 7 controles. Em paralelo, foi realizada a analise da fusdo génica TMPRSS2—
ERG por sequenciamento de nova geragdo (NGS) com o painel Oncomine Focus
Fusion, em amostras pareadas de urina e tecido prostatico de 26 pacientes com CP
confirmado.

RESULTADOS: Foram identificadas 51 proteinas diferencialmente abundantes entre
CP+ e controles, 28 entre CP+ e CP—, e 51 entre tumores ISUP = 2 e ISUP 1. Na
comparagao entre grupos de risco clinico alto/intermediario-desfavoravel versus

baixo risco, foram observadas 114 proteinas diferencialmente abundantes. As



analises funcionais revelaram enriquecimento de vias associadas a inflamacéo,
remodelamento da matriz extracelular e sinalizacéo intracelular. A analise por NGS
demonstrou viabilidade técnica na urina pos-ejaculatéria, com detecgdo da fusdo
TMPRSS2-ERG em 43% das amostras com RNA viavel, e concordancia perfeita
com o tecido prostatico nas amostras pareadas (k = 1,0).

CONCLUSAO: A andlise integrada de dados protedmicos e transcriptdmicos obtidos
a partir da urina pos-ejaculatéria demonstrou potencial para caracterizagdo nao
invasiva de alteragdes funcionais associadas ao cancer de prostata. A matriz
utilizada se mostrou promissora como fonte de biomarcadores, refletindo aspectos
relevantes da biologia tumoral prostatica, com viabilidade técnica para aplicagdes
futuras em estratégias de diagnostico e estratificacdo da doenca.

PALAVRAS CHAVE: Céancer de prostata. Protebmica. TMPRSS2-ERG.
Sequenciamento de nova geragao. Urina pds-ejaculatoria.



ABSTRACT

Fornazieri, L. [Proteomic Analysis of Post-Ejaculatory Urine and Next-
Generation Sequencing Using the Oncomine Focus Fusion Panel for Detection
of TMPRSS2-ERG Fusion in Patients Suspected of Prostate Cancer]. [Doctoral

Thesis] Sdo Paulo: Fundagao Antdnio Prudente; 2025.

Introduction: Prostate cancer is a highly prevalent malignancy with heterogeneous
clinical behavior. Current diagnostic strategies present limited sensitivity and
specificity, which may lead to unnecessary diagnostic procedures and overtreatment
of indolent tumors. In this context, the identification of molecular biomarkers with
greater diagnostic accuracy and prognostic value has been the focus of intense
investigation. Proteomic and transcriptomic analyses of biological matrices represent
a promising approach in this field. Post-ejaculatory urine, due to its content of
secretions originating from multiple prostatic zones and seminal components, is
considered a potentially more representative matrix of the prostatic tumor
microenvironment. Based on this premise, the present study employed post-
ejaculatory urine as the matrix for molecular investigation in patients with clinical
suspicion of PCa.

Materials and Methods: A total of 46 post-ejaculatory urine samples were analyzed
by data-dependent acquisition mass spectrometry (LC-MS/MS DDA): 24 from
patients with biopsy-confirmed PCa (PCa+), 15 with negative biopsy (PCa-), and 7
from asymptomatic controls. In parallel, TMPRSS2-ERG gene fusion analysis was
performed by next-generation sequencing (NGS) using the Oncomine Focus Fusion
Panel, in paired urine and prostate tissue samples from 26 patients with confirmed
PCa.

Results: A total of 51 differentially abundant proteins were identified between PCa+
and control samples, 28 between PCa+ and PCa—, and 51 between ISUP grade 22
and ISUP 1 tumors. In the comparison between high/intermediate-unfavorable and
low clinical risk groups, 114 differentially abundant proteins were observed.
Functional annotation analyses revealed enrichment of pathways related to
inflammation, extracellular matrix remodeling, and intracellular signaling. NGS
analysis demonstrated technical feasibility in post-ejaculatory urine, with TMPRSS2—
ERG detection in 43% of samples with viable RNA and perfect concordance with



prostate tissue results in paired samples (k = 1.0).
Conclusion: The integrated proteomic and transcriptomic analysis of post-
ejaculatory urine demonstrated its potential for the non-invasive characterization of
functional alterations associated with prostate cancer. This matrix proved to be a
promising source of biomarkers, reflecting relevant aspects of prostatic tumor
biology, with technical feasibility for future applications in diagnostic and prognostic
stratification strategies.

Keywords: Prostate cancer. Proteomics. TMPRSS2-ERG. Next-generation

sequencing. Post-ejaculatory urine.
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1 INTRODUGAO

Este estudo integra um projeto de pesquisa colaborativo interinstitucional
entre o A.C. Camargo Cancer Center e a Escola Paulista de Medicina da
Universidade Federal de S&o Paulo, submetido e aprovado na Plataforma Brasil sob
o titulo: Avaliagdo protedbmica de sémen e urina pos-ejaculagdo e sequenciamento
de nova geracéo do painel génico Oncomine Focus Fusion Panel para identificagdo
da fusdo TMPRSS2-ERG em pacientes suspeitos para cancer de prostata.

Essa colaboracédo visa reunir a expertise de instituicbes de referéncia em
assisténcia e pesquisa nas areas de oncologia, reprodu¢do humana e analise
seminal. Havera também a participagao do Instituto de Quimica da Universidade de
Sao Paulo, como servigo terceirizado.

O projeto resultara em duas teses de doutorado, uma por cada instituigao
envolvida. Ambas abordardo a analise protebmica em pacientes com suspeita de
cancer de préstata e caracterizam-se como estudos exploratorios e de viabilidade,
com perspectiva de ampliagdo futura da casuistica. O tipo de matriz biologica
analisada diferenciara os projetos.

O plasma seminal sera avaliado por Fernanda Monteiro Orellana, aluna de
pos-graduagcdo da EPM/UNIFESP, enquanto esta tese se concentrara na analise
protedmica da urina pds-ejaculagdo e no sequenciamento de painel génico de nova

geracéo para identificagdo da fusdo TMPRSS2-ERG.

1.1 Cancer de préstata

O céancer de préstata (CP) é a segunda neoplasia maligna mais comum entre
os homens, com estimativa de 313.780 novos casos e 35.770 mortes nos Estados
Unidos em 2025 (1). No Brasil, sdo esperados 71.730 casos no mesmo ano,
ocupando a segunda posigdo em mortalidade masculina por neoplasias malignas,
sendo superado apenas pelo cancer de pulméao (2). A idade média ao diagnostico &
de 66 anos, sendo raros 0s casos em pacientes com menos de 40 anos. Apesar da
elevada mortalidade absoluta, a maioria dos casos encontra-se localizada ao
diagnodstico, com sobrevida cancer-especifica de aproximadamente 99% em cinco
anos (1).
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1.1.1 Etiopatogenia e Anatomia patolégica

O processo de carcinogénese da prostata é complexo e ainda néao
completamente  compreendido. Fatores constitucionais, = comportamentais,
moleculares e ambientais interagem com multiplos processos que ocorrem durante o
envelhecimento resultando no desenvolvimento do CP. Pacientes com historia
familiar positiva e afrodescendentes apresentam maior risco para a doenga,
sugerindo predisposicdo genética (3). Mutagbes nos genes BRCA71, BRCAZ2 e
HOXB13 estao associadas a um risco aumentado de CP (4,5).

Processos inflamatérios crénicos, que induzem hiperproliferacdo celular para
reparo tecidual, podem estar implicados na carcinogénese da prostata. Achados
histolégicos de atrofia inflamatéria proliferativa sdo frequentemente observados
adjacentes a neoplasia intraepitelial de alto grau (high-grade prostatic intraepithelial
neoplasia, HGPIN) e a tumores iniciais (6).

Diversos fatores exdgenos e ambientais parecem influenciar a incidéncia e
progressédo do CP. Entretanto, inexistem evidéncias de causalidade suficientes que

justifiquem a implementagéo de estratégias preventivas efetivas (6).

1.1.2 Classificagao e estadiamento

A avaliacéo histologica é realizada através da classificagdo de Gleason, na
qual padrdes arquiteturais glandulares sao identificados e atribuidos graus que
variam de 1 a 5, em ordem crescente de desdiferenciagdo. O grau mais comum e o
mais elevado sdo somados, resultando no escore de Gleason (EG), sendo que um
EG < 5 n&o deve ser emitido baseado apenas em bidpsias (7,8). A classificagdo
atualizada pela Sociedade Internacional de Patologia Urolégica, em 2014 (ISUP)
limitou os graus do CP entre 1 e 5, permitindo melhor compreenséo, alinhamento da
classificagdo de outros carcinomas e distin¢cao clinica entre os subgrupos EG 7(3+4)
e 7(4+3) (9).

As diretrizes do sistema TNM de Classificagdo dos Tumores Malignos e a
classificagdo de risco de D’Amico sao amplamente utilizadas com intuito de
estratificar pacientes com progndsticos oncolégicos semelhantes, facilitar o
delineamento de estudos e a comparagao de dados entre diferentes instituigdes,
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além de subsidiar o desenvolvimento de recomendacgdes especificas para cada
grupo de risco (10,11).

1.1.3 Diagnéstico

A investigagcdo é realizada por meio de anamnese, do exame digito retal
(EDR) e a dosagem seérica do antigeno prostatico especifico (PSA). O EDR
apresenta baixa sensibilidade e especificidade, especialmente quando realizado por
examinadores pouco experientes (12,13). O PSA possui diversas limitagdes, que
serao discutidas ao longo do texto.

A biopsia de prostata (BP) guiada por ultrassonografia, transretal ou perineal,
é indicada na suspeita de malignidade e permite o diagnostico definitivo do CP.
Apesar de ser considerada o padrédo-ouro para o diagndstico, pode apresentar até
20% de resultados falso-negativos, geralmente atribuidos a amostragem inadequada
(14). Além disso, trata-se de um procedimento invasivo, que pode acarretar
complicagbes como hematuria, sangramento retal, retengcdo urinaria, prostatite
aguda e urossepse, com necessidade de internagdo em até 6% dos casos, podendo
evoluir para 6bito em uma minoria dos casos (15).

A ressonancia multiparamétrica da prostata (RMP) € outro recurso importante
na investigacdo de pacientes com suspeita CP. A RMP se popularizou rapidamente
nos ultimos anos e ja possui laudos padronizados, sendo o sistema mais
amplamente utilizado o PI-RADS (Prostate Imaging Reporting and Data System)
(16). Apresenta boa sensibilidade para deteccdo e localizacdo de doenga
clinicamente significativa (17) e pode orientar a BP. Além da coleta sistematica de
fragmentos prostaticos das areas mais comumente afetadas pelo CP (zona
periférica e regides postero laterais), a BP com fusdo de imagens da RMP permite
amostragem de adicional de areas suspeitas, aumentando a sensibilidade para
deteccdo de tumores clinicamente significativos. Contudo, a BP guiada por RMP
mantém as taxas de complicagcdes e ndo elimina a possibilidade de realizacdo de
bidpsias desnecessarias (18). A RMP apresenta sensibilidade reduzida para a
identificacdo de tumores menores de 5mm e de neoplasias clinicamente
insignificantes, além de apresentar reprodutibilidade limitada entre os examinadores
(17,19). Fatores como custo elevado, baixa disponibilidade e cobertura restrita por

fontes pagadoras dificultam sua implementagdo em paises em desenvolvimento.
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1.1.4 Tratamento

O tratamento do cancer de prostata varia conforme o estadio da doenga. Em
casos localizados, a vigilancia ativa é uma estratégia valida para pacientes com
tumores de baixo risco de progressdo. No entanto, mais de um tergo destes
pacientes serdo submetidos a tratamento curativo no decorrer do seguimento (20).

A prostatectomia radical, a radioterapia e as terapias ablativas sao
abordagens com finalidade curativa, podendo ser empregadas isoladamente ou em
associagdo ao bloqueio androgénico em estagios avangados. Os efeitos adversos
relacionados a essas intervengdes sio frequentes e incluem a incontinéncia urinaria,
disfungdo erétil, anejaculagdo, climaturia, cistite e retite actinica. Essas
complicagbes podem ser transitérias ou permanentes, comprometendo
significativamente a qualidade de vida (21,22).

Com a introdugdo do PSA como marcador diagnostico e a intensificagdo das
campanhas de rastreamento populacional, estima-se que 20 a 50% dos diagnosticos
ocorram de forma muito precoce ou correspondam a tumores indolentes.
Consequentemente, muitos pacientes sao submetidos a tratamentos
desnecessarios, passando a conviver com disfungcdes sexuais e urinarias atribuidas
as terapias instituidas (23).

Nos casos metastaticos, a abordagem é baseada no bloqueio androgénico —
por castracdo medicamentosa ou cirurgica —, eventualmente associada a
quimioterapia. A supressdo androgénica acarreta multiplos efeitos colaterais, de
natureza metabdlica, cardiovascular e 6ssea, os quais, além de morbidos, podem
contribuir para o aumento da mortalidade (24). A eficacia da castracao € inicialmente
satisfatéria, mas, com o tempo, surgem mecanismos adaptativos tumorais, incluindo
alteragdes nos receptores de andrégenos, culminando na transicdo para a fase de
resisténcia a castracdo. Nesse cenario, outras terapias podem ser indicadas, como
0s novos agentes hormonais, radiofarmacos e a quimioterapia (25).

1.2 Biomarcadores do cancer de préstata

1.2.1 Antigeno prostatico especifico

A utilizagdo do PSA como marcador sérico revolucionou o diagnéstico do CP.
O PSA é uma serina-protease sintetizada pelas células epiteliais prostaticas, cuja
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principal fungdo é liquefazer o sémen apos a ejaculagdo, contribuindo para o
processo de fecundagéo (26). Embora esteja presente em altos concentragbes no
sémen, é detectado em niveis séricos reduzidos, sob as formas conjugada e livre.

A elevagcdo do PSA sérico esta relacionada a alteragdes da arquitetura
histolégica prostatica, e ndo necessariamente a maior produgéo pela célula tumoral.
Assim, embora seja orgao-especifico, 0 PSA ndo é marcador especifico para CP.
Condi¢cdes benignas como prostatite, hiperplasia prostatica benigna (HPB) e
diversos processos que induzem inflamacdo da glandula — incluindo biopsia,
infecgdo urinaria, trauma perineal — podem aumentar a permeabilidade capilar e
favorecer o extravasamento do marcador para a circulagdo, elevando seus niveis
séricos (27-29).

A definigdo de um valor maximo de normalidade para o PSA permanece
controverso. O seu uso deve ser interpretado como parametro continuo, em que
elevagdes indicam aumento da probabilidade de CP. Considerando o ponto de corte
de 3,0 ng/ml para indicagao de bidpsia, o valor preditivo para positividade da biopsia
€ de 29%, implicando que cerca de 71% das bidpsias podem ser desnecessarias
(30). Entretanto, niveis séricos baixos ndo excluem malignidade: estima-se que 15%
dos pacientes com CP, inclusive com histologias agressivas (Gleason > 7),
apresentem PSA abaixo de 4,0 ng/ml (31).

Diante do carater invasivo da bidpsia e de suas possiveis complicagoes,
diversos derivados do PSA foram desenvolvidos com objetivo de melhorar a
especificidade e auxiliar no diagndéstico diferencial entre CP e HPB.

A densidade do PSA (PSAD) é calculada pela razdo entre o PSA e
volume prostatico, estimado por ultrassonografia. Valores acima de 0,15 estéo
associados a maior risco de neoplasia (32). A velocidade de elevagdo do PSA
(PSAV) também foi associada ao risco de CP quando = 0,75 ng/ml/ano,
especialmente em pacientes niveis entre 4 e 10 ng/ml (33). A raz&o da forma livre do
PSA (%fPSA) mostrou-se util para distinguir CP e HPB em pacientes com PSA
intermediario. Em individuos com PSA entre 4 e 10 ng/ml e EDR normal, essa razao
aumenta a especificidade e reduz em até 20% a realizacdo de bidpsias
desnecessarias (34). Contudo, seu desempenho € incerto em pacientes com PSA <
4 ng/ml. Apesar de contribuirem para a investigacdo diagndstica, a eficacia dos
derivados do PSA permanece controversa (35,36).
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1.2.2 Novos testes

Nos ultimos anos, avangcos na avaliagdo do PSA resultaram em maior
acuracia diagnostica e no desenvolvimento de testes séricos e urinarios para triagem

pré-bidpsia.

1.2.3 Marcadores séricos

Diversos testes séricos foram desenvolvidos com base em painéis de
calicreinas, utilizando modelos matematicos para aprimorar a deteccdo do cancer de
prostata. Entre eles, destacam-se o indice de Saude da Préstata (PHI, Prostate
Health Index) e o 4Kscore.

O PHI é calculado por meio de uma equagado que combina PSA total, PSA
livre e [-2]proPSA medidos no soro, permitindo estimar a agressividade tumoral com
maior precisdao do que o PSA isolado. Estudos indicam que o PHI pode evitar até
40% das bidpsias desnecessarias e detectar a progressao tumoral em pacientes sob
vigilancia ativa (37-39).

O 4Kscore, por sua vez, integra PSA total, PSA livre, PSA intacto e calicreina
humana 2, além de considerar variaveis clinicas como toque retal e o histérico de
bidpsias anteriores. Com base nesses dados, gera-se um escore de risco percentual
para doencga clinicamente significativa, a partir de um modelo calibrado por idade e
populacao de referéncia (40,41). Valores = 10% sugerem risco elevado e indicam a
necessidade de bidpsia. Assim como o PHI, o 4Kscore é considerado um teste de
segunda linha e pode auxiliar na decisédo pela realizacado de biopsia (41). Ambos os
testes foram aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration), com indicagéo
restrita a pacientes PSA entre 2 e 10 ng/dL (42,43).

O IsoPSA baseia-se em uma tecnologia de separacdo de fase aquosa
bifasica, em que diferentes isoformas do PSA sdo distribuidas conforme suas
propriedades estruturais. Estudos clinicos demonstraram desempenho superior ao
PSA total e a razdo PSA livre/total na diferenciagdo entre tumores de alto grau e
alteragdes benignas ou de baixo grau. Quando incorporado a algoritmos preditivos
— incluindo PSAD, 4Kscore, histérico familiar e ressonancia magnética negativa —,
o IsoPSA contribui para a estratificacdo do risco clinico, reduzindo substancialmente
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o numero de bidpsias desnecessarias e a detecgao de tumores ISUP 1, com perdas
limitadas de casos clinicamente significativos (44).

O Stockholm3 (STHLM3) é um teste sanguineo que integra biomarcadores
plasmaticos, marcadores genéticos e variaveis clinicas, como idade, historico
familiar, biopsias anteriores e EDR. Proposto como modelo preditivo para doenca
clinicamente significativa, o STHLM3 demonstrou desempenho superior ao PSA
isolado, especialmente em pacientes com PSA baixo e escore de Gleason elevado.
Essa abordagem permitiu reduzir o numero de biopsias desnecessarias, mantendo a
sensibilidade diagnostica para tumores clinicamente significativos (45,46). Além
disso, o STHLM3 tem potencial para otimizar o rastreamento do cancer de préstata,
contribuindo para a reducdo da indicagdo de exames de ressonancia magnética
multiparamétrica (47). No entanto, até o momento, sua validagao clinica foi realizada
apenas em coortes escandinavas, o que pode limitar sua aplicabilidade em
populagdes com caracteristicas distintas.

O Proclarix® é um teste sanguineo recente que combina trombospondina-1,
catepsina D, PSA total, PSA livre e a idade do paciente para calcular um escore de
risco para cancer clinicamente significativo. Evidéncias indicam que esse teste pode
contribuir para melhorar a acuracia diagndstica em cenarios de maior incerteza
clinica, como em pacientes com valores intermediarios de PSA e ressonancia

magnética indeterminada (48,49).

1.2.4 Marcadores urinarios

O Prostate Cancer Antigen 3 (PCA3) € um gene especifico da prostata,
classificado como um RNA nao codificante, altamente expresso em tecidos tumorais
prostaticos e detectavel na urina coletada apdés massagem prostatica. Diversos
estudos demonstram que o PCA3 apresenta maior acuracia diagnostica do que o
PSA total e a razdo PSA livre/total, especialmente em situacbes de bidpsia de
repeticdo (50). A associacao entre PCA3 e ressonédncia magnética multiparameétrica
tem mostrado valor complementar na triagem de pacientes com suspeita persistente
de céncer de préstata, aumentando o valor preditivo negativo da combinag&o, em
comparagao ao uso isolado de cada método (51). No entanto, os resultados sobre
sua correlagdo com tumores clinicamente significativos e sua utilidade no

seguimento de pacientes sob vigilancia ativa ainda sao conflitantes (52,53). O teste
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comercialmente disponivel Progensa PCA3®, aprovado pelo FDA, é indicado como
ferramenta auxiliar na decisdo sobre a necessidade de rebidépsia em casos com
bidpsia inicial negativa, mas suspeita clinica mantida. Apesar do potencial
diagnéstico, limitagdes como o alto custo e a exigéncia de massagem prostatica
vigorosa para obtengdo adequada da amostra restringem seu uso rotineiro.

O MyProstateScore (MPS) € um exame que combina a express&o urinaria de
PCAS3 e da fusédo génica TMPRSS2:ERG, com os niveis séricos de PSA, fornecendo
uma estimativa do risco de cancer clinicamente significativo. O gene TMPRSS2
(protease transmembrana de serina 2) é expresso em células epiteliais prostaticas
normais e neoplasicas, enquanto o gene ERG (ETS-related gene) pertence a familia
de fatores de transcricdo ETS, que atuam na regulacdo de processos celulares
como diferenciacéo, proliferacdo e transformagdo oncogénica (54). As fusdes dos
genes da familia ETS sdo alteracbes somaticas recorrentes, identificadas em
aproximadamente 50% dos casos de cancer de prostata, sendo a fuséo
TMPRSS2:ERG a mais prevalente (55,56). Sua frequéncia varia entre grupos
étnicos, sendo quase duas vezes mais comum em individuos caucasianos do que
em afro-americanos (57,58).

O MPS ¢ realizado a partir de amostra urinaria coletada apds exame digito-
retal e gera uma pontuagdo associada a probabilidade de neoplasia com escore de
Gleason = 7. Estudos multicéntricos demonstraram desempenho superior do MPS
em relagdo ao PSA isolado, ao PSA combinado com PCA3 ou com TMPRSS2:ERG,
indicando maior capacidade discriminatoria para doenga clinicamente significativa
(59).

Além disso, o MPS demonstrou boa correlagdo com achados de imagem em
pacientes com lesdes classificadas como PI-RADS 3, superando o desempenho do
PSA total e da densidade de PSA na predigdo de cancer clinicamente significativo. A
adocdo de pontos de corte especificos tem sido associada a redugdo na
necessidade de bidpsias, com baixa taxa de tumores significativos ndo detectados
(60).

Uma versao aprimorada, o MyProstateScore 2.0 (MPS2), foi recentemente
validada para uso em amostras urinarias coletadas sem necessidade de massagem
prostatica (61). Esse novo ensaio avalia a expressdo de 18 genes, incluindo alvos
associados ao cancer de alto grau, genes relacionados ao cancer de prostata e um
gene de referéncia. Dados de validagéo indicam desempenho superior do MPS2 em
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relagcdo ao PSA, PHI e ao modelo MPS original, com maior acuracia na predi¢cao de
tumores clinicamente relevantes e redugédo significativa nas taxas de biopsias
desnecessarias (62).

O SelectMDx € um teste urinario ndo invasivo baseado na analise de mRNA
coletado apds exame digito-retal. Avalia a expressao dos genes DLX1 e HOXC6, em
conjunto com variaveis clinicas como idade, PSA, volume prostatico e EDR, para
estimar o risco de cancer de prostata e a probabilidade de doenca clinicamente
significativa. O teste esta incluido nas diretrizes do National Comprehensive Cancer
Network (NCCN), mas ainda nado foi aprovado pelo FDA. Estudos demonstraram
potencial para reduzir o numero de biopsias desnecessarias, embora sua
aplicabilidade em populagdes racialmente diversas e seu papel na era da
ressonancia magnética inicial e das biopsias por fusdo ainda necessitem de
validacdo adicional (63,64). Em diferentes coortes, o SelectMDx mostrou
desempenho variavel na predicdo de neoplasias com escore de Gleason = 7. Dados
indicam que sua combinagdo com a ressonancia magnética pode melhorar a
acuracia diagnostica, embora haja divergéncias quanto a superioridade em relagéo a
outras estratégias. Estudos comparativos revelaram que, quando utilizado
isoladamente, o SelectMDx apresentou menor desempenho que abordagens
baseadas em ressonancia magnética, e que a associagdo de ambos os métodos
pode aumentar a detecgdo de tumores clinicamente insignificantes e o numero de
biopsias realizadas (65,66).

Comparacgdes diretas com o 4Kscore também demonstraram maior taxa de
discordancia na indicagao de biopsia e desempenho inferior na deteccédo de tumores
clinicamente relevantes, indicando a necessidade de estudos prospectivos
adicionais para definicdo do seu papel na pratica clinica (67).

O ExoDx €& um teste urinario que analisa a expressao dos biomarcadores
PCA3 e ERG, normalizados por SPDEF (fator de transcricdo da familia ETS).
Diferentemente de outros testes, o ExoDx ndo requer exame digito-retal prévio nem
utiliza variaveis clinicas em seu escore. A pontuagao gerada, em escala de 0 a 100,
€ utilizada para estimar o risco de cancer com ISUP = 2. Embora ainda né&o
aprovado pelo FDA, o teste € recomendado em diretrizes do NCCN. Estudos com
pacientes submetidos a bidpsia inicial ou repetida demonstraram desempenho
promissor do ExoDx na deteccdo de doenga clinicamente significativa, com
destaque para sua elevada sensibilidade e bom valor preditivo negativo. No entanto,
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foram observadas variagbes no desempenho diagndstico entre os diferentes

contextos clinicos, o que evidencia a necessidade de validagdo adicional (68,69).

1.2.5 Marcadores seminais

O plasma seminal apresenta caracteristicas técnicas relevantes como matriz
biolégica na analise molecular do cancer de préstata. Por ser um fluido diretamente
derivado da préstata e das vesiculas seminais — com aproximadamente 25% e 65%
de contribuigdo, respectivamente —, contém elevada concentragdo de proteinas
especificas do trato geniturinario, refletindo de forma mais direta a fisiologia e
alteragdes patoldgicas da glandula. Apesar dessa vantagem teodrica, sua aplicagao
clinica permanece limitada. Trata-se de uma matriz biologicamente complexa e
viscosa, com alta variabilidade interindividual e susceptivel a fatores como tempo de
abstinéncia, infeccbes subclinicas e volume prostatico. Essas caracteristicas
dificultam a padronizagdo dos protocolos analiticos e tornam os processos de
extracdo, purificacdo e quantificagado proteica mais desafiadores em comparacgao a
outras matrizes mais acessiveis e tecnicamente manejaveis, como a urina (70).

Investigagbes moleculares tém demonstrado resultados relevantes na
caracterizagao do plasma seminal de pacientes com cancer de préstata. A
quantificacdo de DNA livre de células (cfDNA) nesse fluido revelou concentragbes
significativamente elevadas em individuos com a neoplasia, ultrapassando 2200
ng/ul, em contraste com cerca de 58 ng/pl em individuos sem a doenga. Ademais,
padrdes especificos de fragmentacdo do cfDNA mostraram potencial discriminatério,
sugerindo seu uso como biomarcador n&o invasivo (71). De forma complementar, a
analise de microRNAs — pequenas moléculas envolvidas na regulagdo pos-
transcricional — evidenciou niveis aumentados de miR-200b, miR-200c, miR-30a,
miR-375 e miR-99a no plasma seminal de pacientes com cancer, os quais também
se encontram superexpressos nos tecidos tumorais, reforcando sua relevancia
biolégica e potencial papel diagndstico (72).

No campo da protebmica, a analise do plasma seminal tem se mostrado
promissora na identificacdo de perfis moleculares associados ao cancer de prostata.
Avaliacbes baseadas em espectrometria de massas identificaram painéis peptidicos
com capacidade discriminatoria para a detecgcdo da doencga e estratificacdo por
escore de Gleason, sugerindo aplicabilidade potencial na avaliacdo da agressividade
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tumoral (73). Adicionalmente, a proteina transglutaminase 4 (TGM4) foi encontrada
em niveis aumentados no plasma seminal de pacientes com cancer de proéstata,

apresentando desempenho diagnéstico potencialmente superior ao do PSA (74).

1.3 Avaliagao proteémica

A protebmica tem se consolidado como uma abordagem promissora na
investigacdo do céncer de prostata, ao possibilitar a caracterizagdo direta das
proteinas expressas pelas células tumorais e suas modificagdes pds-traducionais.
Complementando os dados transcriptémicos e gendmicos, essa técnica oferece uma
representacao funcional mais precisa do estado bioldgico celular, sendo promissora
na identificagdo de biomarcadores com potencial diagnodstico, progndstico e
terapéutico.

Entre suas principais vantagens, destaca-se a capacidade de analisar
simultaneamente centenas de proteinas em diferentes tipos de amostras clinicas,
como tecidos, sangue, urina e sémen. Essa caracteristica favorece a identificagao
de assinaturas moleculares especificas do cancer de prostata e contribui para o
desenvolvimento da medicina personalizada. No entanto, a aplicagado clinica da
protedbmica ainda enfrenta limitagbes importantes, incluindo a heterogeneidade
metodologica entre os estudos, a baixa reprodutibilidade dos achados e a escassez
de validacdes clinicas em coortes independentes. Muitos trabalhos permanecem em
carater exploratério, frequentemente sem hipéteses biolégicas bem definidas, o que
dificulta a translag&o dos resultados para a pratica clinica (75).

As matrizes biologicas utilizadas nas pesquisas incluem predominantemente
tecido prostatico obtido por bidpsia ou prostatectomia, urina — frequentemente
coletada apds massagem prostatica —, plasma e, em menor proporgéo, sémen (76).
A urina tem se destacado como uma das fontes mais promissoras, devido a
facilidade de coleta, ao carater ndo invasivo e a proximidade com o microambiente
prostatico. Embora o plasma sérico seja amplamente utilizado, apresenta limitagoes
em razdo da baixa concentracdo de proteinas relacionadas a doenga, quando
comparadas a concentracgao total de proteinas circulantes. Além disso, considerando
que o cancer de prostata geralmente se origina na zona periférica da gléandula e
permanece confinado em estagios iniciais, é provavel que biomarcadores séricos s6

sejam detectaveis em fases mais avangadas da doenga, o que limita seu uso como
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ferramenta de deteccdo precoce, em comparagcdo com matrizes como o sémen e a
urina.

Em estudos que analisaram urina de pacientes com cancer de prostata,
observaram-se niveis aumentados de proteinas como Precursora da alfa-1-
microglobulina/bicunina (AMP), Glicoproteina CD59 (CD59) e Prostaglandina-H2 D-
isomerase (PTGDS), associadas a processos inflamatérios e mecanismos de
evasdo imune (76). Em vesiculas extracelulares urinarias, identificaram-se
alteragdes em proteinas como a Ligadora epidérmica a acidos graxos (FABP5) e de
Corpo multivesicular carregada 4C (CHMP4C), implicadas na progressédo tumoral e
no trafego intracelular de proteinas (77). No microambiente estromal tumoral,
também foram detectadas modificagcbes em proteinas relacionadas a contragao da
musculatura lisa e reorganizagdo da matriz extracelular, como a Caldesmon
(CALD1), Cadeia leve 6 da miosina (MYL6) e Cadeia alfa-4 de tropomiosina (TPM4),
sugerindo seu envolvimento em processos de invasividade e remodelagao tecidual
(78).

Adicionalmente, foi desenvolvido um painel de peptideos urinarios com
capacidade discriminatoria entre tumores de baixo e intermediario grau (ISUP 1 vs.
ISUP 2), o qual demonstrou desempenho superior a ferramentas tradicionais, como
o PSA e o escore de risco ERSPC, em coorte de validag&o independente (79).

Coletivamente, os achados reforcam o potencial da protebmica como
ferramenta para a compreensao molecular e o aprimoramento diagndstico do cancer
de prostata. O avango na padronizacdo dos métodos, aliado a validacéo clinica dos
biomarcadores identificados, € determinante para a consolidagdo dessa tecnologia e

sua futura incorporacéo a pratica assistencial.

1.4 Justificativa do projeto

O cancer de prostata apresenta elevada incidéncia e prevaléncia,
comportamento biolégico heterogéneo, deficiéncias diagndsticas e tratamentos
frequentemente morbidos. A concomitancia com a hiperplasia prostatica benigna,
que também cursa com elevacdo de marcadores como o PSA, motiva a realizacao
de bidpsias desnecessarias. Mesmo testes mais modernos, descritos anteriormente,
podem sofrer interferéncia de condigdes benignas como a HPB. A identificacdo de

biomarcadores sensiveis e especificos expressos no CP pode contribuir para a
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elucidacdo da fisiopatologia, o aprimoramento da acuracia diagndstica e o
desenvolvimento de futuras intervengdes terapéuticas ou preventivas.

A avaliagdo protedbmica tem sido empregada em diversas matrizes com o
objetivo de esclarecer aspectos relacionados a fisiopatologia, agressividade e
progressdo do CP. Contudo, os estudos disponiveis apresentam baixa
reprodutibilidade, e sao necessarios trabalhos com coortes independentes para
validagao dos achados.

A maioria dos estudos com marcadores urinarios utiliza amostras obtidas por
miccdo espontanea ou apdés massagem prostatica. No entanto, além de invasiva, a
massagem n&o alcanga regides como as zonas anterolaterais, parauretrais e,
possivelmente, a zona central da préstata. Também n&do promove a secrecdo de
material biologico proveniente das vesiculas seminais e dos ductos deferentes.
Acreditamos que a urina coletada apos a ejaculagao represente uma alternativa
viavel a coleta pés-massagem prostatica, com menor custo e desconforto, além de
maior reprodutibilidade no contexto nacional. Durante a ejaculagdo, o estimulo
simpatico induz contragdes propulsivas da musculatura lisa prostatica, dos vasos
deferentes e das vesiculas seminais, promovendo a liberagdo do sémen e da
secregcdo prostatica na uretra (80). Por provocar contragdo vigorosa de toda a
glandula, a ejaculagdo tende a liberar maior volume de secrec¢éo, incluindo porgdes
provenientes de regides prostaticas n&do atingidas pela massagem, além do fluido
seminal. Assim, estima-se que essa amostra seja mais representativa do
microambiente prostatico. Tal como o plasma seminal, a urina pos-ejaculatoria
poderia ser utilizada como fonte para analises protebmicas e transcriptomicas, com
elevado potencial para identificacdo de biomarcadores do CP.

Dessa forma, este projeto propde a avaliagdo protedmica da urina coletada
apos ejaculagao em paciente submetidos a bidpsia prostatica por suspeita de cancer
de prostata, bem como em individuos sadios sem afeccbes prostaticas.
Adicionalmente, foi realizado o sequenciamento de nova geragao (NGS) com o
painel génico Oncomine Focus Fusion Panel para identificagdo da fusdo TMPRSS2—-
ERG em amostras de pacientes com bidpsia positivia para adenocarcinoma da
préostata.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar proteinas diferencialmente abundantes (DAPs) na urina pos-
ejaculatéria de pacientes submetidos a biopsia prostatica, estratificados por
presenga ou auséncia de cancer, grupo de risco clinico e grau histologico.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar os processos biologicos e vias moleculares associadas as proteinas
diferencialmente abundantes por meio de analise funcional com base em termos do
Gene Ontology (GO) e vias Reactome.

Avaliar, de forma exploratéria, a presenca da fusdo TMPRSS2-ERG em
amostras de urina pds-ejaculatoria e tecido prostatico de pacientes com biopsia
positiva para cancer de prostata, utilizando sequenciamento de nova geragdo com o

painel Oncomine Focus Fusion Panel (Thermo Scientific).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Populacao de estudo

Foram recrutados, entre janeiro de 2023 e maio de 2024, 213 individuos para
participagdo no estudo, sendo 201 pacientes com suspeita clinica de cancer de
préstata, acompanhados no Nucleo de Urologia do A.C. Camargo Cancer Center, e
12 individuos do grupo controle, sem sintomas do trato urinario inferior, provenientes
do Ambulatério de Disfungdo Miccional da Disciplina de Urologia da Escola Paulista
de Medicina da Universidade Federal de Sdo Paulo (EPM-UNIFESP).

Do grupo com suspeita de céncer, 43 pacientes consentiram e compareceram
para coleta de urina poés-ejaculatéria. Dois foram excluidos: um por n&o ter
conseguido ejacular e outro por n&o ter realizado bidpsia prostatica devido a
mudanga na conduta clinica. Adicionalmente, duas amostras coletadas foram
desconsideradas na analise protebmica por preparo inadequado, totalizando 39
amostras validas desse grupo. Entre os controles, 7 dos 12 convidados realizaram a
coleta adequadamente, compondo o grupo controle final.

Assim, a analise protedmica foi conduzida em 46 amostras: 24 de pacientes
com biopsia positiva para cancer de préstata, 15 com bidpsia negativa e 7 de
individuos controles.

Todos os 26 pacientes submetidos a bidpsia de préstata e que apresentaram
resultado positivo para cancer de prostata foram selecionados para analise da fusao
TMPRSS2-ERG por NGS.

3.2 Critérios de inclusao

3.2.1 Grupo suspeito para cancer de prostata

Foram incluidos pacientes do sexo masculino, com idade entre 40 e 70 anos,
que apresentavam suspeita clinica de cancer de prostata e indicagao de bidpsia
prostatica a critério do urologista assistente. A indicag&o foi baseada em um ou mais
dos seguintes critérios: elevacdo do PSA total (> 2,5 ng/mL), exame digital retal com
achado nodular, resultado suspeito para lesdo clinicamente significativa na
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ressonancia magnética multiparamétrica (PI-RADS = 4) ou diagndstico histolégico

prévio confirmado de cancer de préstata.

3.2.2 Grupo controle

Foram selecionados homens assintomaticos, com idade entre 40 e 60 anos,
em acompanhamento ambulatorial de rotina. Os critérios obrigatérios para inclusao
nesse grupo foram: exame digital retal sem alteracdes, nivel sérico de PSA inferior a
1,0 ng/mL e auséncia de queixas urinarias sugestivas de disfungao do trato urinario

inferior.

3.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos individuos com historico de procedimentos cirurgicos
prostaticos, uso recente (ultimos 30 dias) de bloqueadores alfa-adrenérgicos,
inibidores da 5-alfa-redutase, antiandrogénicos, estrogenos ou
agonistas/antagonistas do LHRH. Também foram excluidos pacientes com sintomas
sugestivos de prostatite aguda ou infecgéo urinaria ativa, diagnostico atual ou prévio
de outro tumor maligno (exceto carcinoma basocelular ou espinocelular de pele),
portadores de disturbios da ejaculagdo de origem neuroldgica, cirurgica,
farmacoldgica ou idiopatica, bem como individuos com transtornos cognitivos e/ou
psiquiatricos. Adicionalmente, foram excluidos pacientes com incapacidade de
realizar a masturbagdo ou de fornecer amostra adequada de sémen em até duas
tentativas, bem como aqueles com estenose uretral que comprometesse a emissao

do sémen em volume suficiente para coleta e posterior analise.

3.4 Variaveis demograficas, clinicas e patolégicas

Além da anamnese e do exame fisico, foram coletadas as seguintes
informagdes dos participantes: idade, data de nascimento, grau de escolaridade,
etnia, histérico médico pregresso, comorbidades, uso atual de medicagdes, habitos
de vida (como tabagismo e etilismo), antecedentes familiares de cancer de préstata
e antecedentes pessoais relevantes, com atencéo especial a histéria de infecgdes

sexualmente transmissiveis e infecgdes do trato urinario.
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Quando disponivel, foi registrada a classificagdo da ressonancia magnética
multiparamétrica conforme o sistema PI-RADS.

Foram também analisados os dados anatomopatologicos das biopsias
prostaticas, com base na classificacdo da ISUP 2014 (8,11) Nos casos confirmados
de cancer de préstata, foram incluidas informagées complementares, como
estadiamento clinico, escore de Gleason e estratificagdo de risco clinico segundo a
classificagdo de D’Amico modificada pelas diretrizes da AUA/ASCO/SUO (8,81).

3.5 Coleta do material

3.5.1 Urina pés-ejaculatoria

A coleta de urina pds-ejaculatoria foi realizada no Laboratério de Andrologia e
Reprodugdo Humana da Disciplina de Urologia Escola Paulista de Medicina /
Universidade Federal de Sado Paulo (EPM/UNIFESP), em ambiente apropriado e
reservado. Os participantes foram previamente orientados quanto a sequéncia do

procedimento, com esclarecimento de eventuais duvidas.

3.5.2 Bidpsia de proéstata

As biopsias de prostata foram realizadas posteriormente a coleta da urina. Os
procedimentos foram conduzidos pela equipe de Radiologia Intervencionista do A.C.
Camargo Cancer Center, sob sedacdo, com orientagdo por ultrassonografia
transretal ou transperineal. A coleta foi sistematica, com retirada de fragmentos por
sextantes — minimo de 12 amostras — complementada por fragmentos adicionais
obtidos de areas suspeitas identificadas na ressonancia magnética multiparameétrica
— por meio da técnica de fusdo de imagens — ou ao exame digital retal.

A analise histopatoldgica foi conduzida por patologistas especializados em
Uropatologia da mesma instituicdo, seguindo os critérios da Classificacdo de ISUP
2014 (8,11).
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3.6 Analise protedmica da urina pés ejaculagao

3.6.1 Coleta, preparo e armazenamento das amostras

A urina foi coletada em recipiente estéril, proveniente do primeiro jato urinario
de micgdo espontdnea ocorrida apos a ejaculagdo. As amostras foram
encaminhadas ao Centro de Pesquisa em Urologia da Unifesp, e processada de
acordo com Lindén et al.,, 2012. Aproximadamente 50mL de urina foram
centrifugados a 1.000 xg por 10 minutos para remog¢do de debris celulares. O
sobrenadante foi entdo transferido para filtros Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Units de 3 kDa (Millipore, MA, EUA) e novamente centrifugado a 4.000 xg por 45
minutos a 10 °C. Em seguida, foram realizadas duas lavagens com 14,7mL de PBS
contendo inibidor de protease, com centrifugagédo a 4.000 xg por 45 minutos a 10°C,
até obtencao de um volume final de aproximadamente 300 uL, armazenado a — 80
°C. Antes de sua utilizagéo, o concentrado de proteinas urinarias foi descongelado a
temperatura ambiente e centrifugado a 16.100 xg por uma hora a 4°C para remogéo
de debris celulares.

3.6.2 Quantificagao e digestao das proteinas

Primeiramente, foi realizada a quantificagao das proteinas totais na urina pds
ejaculacdo de cada participante, por meio do espectrofotdmetro NanoDrop One
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), conforme as instrugbes do
fabricante, utilizando comprimento de onda de 280 nm. Cada amostra foi analisada
em ftriplicata, sendo que aquelas com coeficiente de variagdo superior a 5% foram
submetidas a nova quantificagao para assegurar maior precisao nos resultados.

A partir da quantificagdo das proteinas, um volume correspondente a 50 g
de proteina de cada amostra foi diluido em agua Milli-Q até um volume final de 50
ML, ao qual foram adicionados 10 pL de solugdo de 50 mM de NH4HCO3. As
proteinas foram entdo desnaturadas pela adicdo de 25 yL de uma solucédo de 2
mg/mL do surfactante RapiGest SF em agua (Waters, Massachusetts, EUA). Apos
homogeneizagao, as amostras foram incubadas a 80°C por 15 minutos, seguidas de
centrifugacédo. Para otimizar a ag&do da tripsina, as pontes dissulfeto dos residuos
contendo enxofre nas proteinas foram reduzidas pela adicdo de 2,5 pL de uma
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solucdo de 100 mM de DTT, com incubagao por 30 minutos a 60 °C. Apds nova
centrifugacdo, foram adicionados 2,5 pL de uma solugdo de 300 mM de
iodoacetamida (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) para alquilagdo dos
residuos sulfurados das proteinas, e as amostras foram mantidas no escuro a
temperatura ambiente por 30 minutos.

A digestao das proteinas foi realizada com a adigao de 10 yL de uma solugao
contendo 50 pg/mL de tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega,
Wisconsin, EUA) preparada em 50 mM de NH,HCO;, na proporgédo de 1:100
(enzima/proteina). As amostras foram incubadas a 37 °C em banho-maria por 16
horas.

Apos a digestao, a hidrdlise do RapiGest SF foi promovida pela adigdo de 10
ML de solugcdo contendo 5% (v/v) de acido trifluoracético (TFA, Merck Schuchardt
OHG, Hohenbrunn, Alemanha) em agua, resultando em uma concentragao final de
TFA de 649 mM. Em seguida, as amostras foram incubadas novamente a 37 °C por
90 minutos e, posteriormente, centrifugadas a 16.100 xG por 30 minutos a 4 °C.

O sobrenadante foi entdo transferido para um novo tubo e submetido a
centrifugacdo em um evaporador centrifugo CentriVap® (Labconco, Missouri, EUA),
reduzindo o volume para aproximadamente 25 pL. Por fim, as amostras foram
dessalinizadas utilizando ponteiras Ziptip® acopladas a colunas C18 (Sigma-Aldrich,

Missouri, EUA), conforme as recomendagdes do fabricante.

3.6.3 Espectometria de massas

A etapa de espectometria de massas foi realizada no Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo.

Inicialmente, um sistema Easy-nLC 1200 UHPLC (Thermo Scientific, Bremen,
Alemanha) foi utilizado para a separagao dos peptideos, empregando um gradiente
linear do solvente A (0,1% de acido férmico) e do solvente B (80% de acetonitrila em
0,1% de acido formico).

Cada amostra foi ressuspensa em 0,1% de acido férmico até atingir uma
concentracéo final de 0,1 ug de proteinas digeridas por yL. Em seguida, 10 pyL dessa
solugédo foram carregados em uma coluna de pré-concentragdao (Acclaim PepMap
100, C18, 3 ym, 75 uym x 2 cm, nanoViper, Thermo Scientific) com 22 uL do solvente

A, sob pressao de 500 bar. Apds essa etapa, os peptideos retidos foram eluidos
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para uma coluna C18 (Acclaim PepMap RSLC, C18, 2 ym, 75 ym x 15 cm,
nanoViper, Thermo Scientific) a uma vazédo de 300 nL/min. A eluigdo dos peptideos
ocorreu por meio de um gradiente linear de 5-28% do solvente B por 80 minutos,
seguido por um gradiente linear de 28-40% do solvente B por 10 minutos.
Posteriormente, a proporcéo do solvente B foi aumentada para 95% em 2 minutos, e
a coluna foi lavada por 12 minutos com essa mesma propor¢cdo. Antes de cada
injecao, o sistema foi reequilibrado com 100% do solvente A.

As amostras foram analisadas em um espectrometro de massas Orbitrap
Fusion Lumos (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha), utilizando uma fonte de
ionizagao nanospray Flex NG (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) e operando no
modo de ionizagdo por eletrospray positivo (ESI+), com temperatura do capilar
ajustada para 300°C e nivel de RF do S-Lens configurado em 30%.

Apoés a aquisicdo do espectro de massas (MS) completo, foram realizadas
analises MS2 dependentes de dados, com um tempo de ciclo de 3 segundos. Tanto
os espectros MS quanto MS2 foram obtidos no analisador Orbitrap. ions precursores
selecionados para analise MS2 foram excluidos de analises subsequentes por 40
segundos. O algoritmo Advanced Peak Determination (APD) foi aplicado para
aprimorar a identificagado dos precursores. Os ions precursores foram fragmentados
por dissociagdo induzida por colisdo de alta energia (HCD), com energia de colisdo
normalizada em 30%. A resolucdo do modo de varredura total foi ajustada para
120.000 (em m/z 200), com um alvo de controle automatico de ganho (AGC) de 5 x
10°. A faixa de varredura monitorada foi de m/z 350-1550.

Para medi¢cdes de massa precisas, a op¢ao RunStart EASY-IC™ foi ativada
para calibragdo de massa antes de cada analise. Cada varredura total foi seguida
por uma aquisigao MS2 dependente de dados, com resolugdo de 30.000 (em m/z
200), tempo maximo de preenchimento de 54 ms e janela de isolamento de 1,2 m/z.

3.6.4 Identificagcao e quantificagao de proteinas rotuladas

Os dados brutos gerados pelo espectrometro de massas Orbitrap Fusion
Lumos foram processados utilizando o software Thermo Scientific Proteome
Discoverer (versao 3.0). Os espectros MS2 foram analisados com o motor de busca
Sequest HT, utilizando o proteoma de referéncia de Homo sapiens (ID do proteoma
UniProt: UP000005640, 23 de janeiro de 2025; 20.329 sequéncias), complementado
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com 245 contaminantes comuns

(http://www.coxdocs.org/doku.php?id=maxquant:start downloads.htm). A busca no

banco de dados foi realizada com especificidade para a tripsina, permitindo até duas
falhas na clivagem, e considerando a carbamidometilagdo da cisteina (+57,02 Da)
como modificagdo fixa. A oxidagdo dos residuos de metionina (+15,99 Da) e a
acetilacao N-terminal foram tratadas como modificagdes variaveis. A toleréncia de
massa do precursor foi ajustada para 10 ppm, enquanto a tolerédncia de massa dos
fragmentos foi definida como 0,02 Da. As identificacbes das proteinas foram
validadas utilizando o moddulo Protein FDR Validator no Proteome Discoverer,
aplicando uma taxa de descoberta falsa (FDR) rigorosa de 1% e uma FDR mais
flexivel de 5%. As proteinas que passaram no limite de 1% foram consideradas de
alta confiangca, enquanto aquelas que passaram apenas o limite de 5% foram
classificadas como de confianga média; as correspondéncias com FDR superior a
5% foram excluidas de analises subsequentes. A quantificacdo sem rétulo foi
realizada utilizando o fluxo de trabalho quantitativo do PD, que normaliza as
abundancias dos peptideos pela quantidade total de peptideos presente em cada
amostra. O fator de normalizagdo foi calculado para cada amostra somando as
abundancias dos peptideos e comparando com a soma maxima observada entre
todas as amostras. Os valores de abundancia normalizada das proteinas foram

entdo exportados do PD para analises estatisticas posteriores (82).

3.6.5 Analise diferencial da abundancia de proteinas

Os valores de abundéancia das proteinas foram incluidos na analise somente
quando cada proteina fosse identificada por pelo menos um peptideo unico e
quantificada em pelo menos 60% das amostras. Para as auséncias de dados, foi
realizada imputacdo, assumindo que essas proteinas estavam proximas ao limite de
deteccéo, utilizando uma distribuicdo normal (largura = 0,3, deslocamento = 1,8). A
analise de abundancia diferencial das proteinas foi conduzida utilizando o pacote
limma (versdo 4.4.2) do R/Bioconductor, com t-estatisticas moderadas por Bayes
empirico e ajustando para a idade como covariavel. Os valores de p foram corrigidos
para multiplas comparagdes pelo método de Benjamini—-Hochberg, a fim de controlar

as taxas de descoberta falsa (FDR). As proteinas foram consideradas
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diferencialmente abundantes quando atingiram o critério de significancia de p < 0,05

e apresentaram variagéo log, do fold change < -0,26 ou > 0,26 (83).

3.6.6 Analise de anotacgao funcional

A lista de proteinas diferencialmente abundantes foi submetida a analise de
enriquecimento utilizando o STRING (versao 12.0). A analise incluiu termos de Gene
Ontology (processo biolégico) e vias do Reactome. Uma via ou processo foi
considerado significativo quando apresentava um valor de p ajustado pela FDR <
0,05.

3.6.7 Construcao e analise da rede de interagao proteina-proteina (PPI)

A Rede de Interacéo Proteina-Proteina (PPIN) das proteinas diferencialmente
abundantes (DAPs) foi construida utilizando dados de interacdo da base de dados
STRING, acessada por meio do aplicativo Cytoscape stringApp (v. 2.1.1). A analise
foi limitada a Homo sapiens, com um valor de corte de confianga estabelecido em
0,4, e nenhum interator adicional foi incluido. A visualizacdo da rede e as analises
subsequentes foram realizadas com o software Cytoscape (v. 3.10.2). A analise da
estrutura topoldgica da PPIN foi realizada utilizando o plugin NetworkAnalyzer no
Cytoscape (84). Os nés principais foram identificados aplicando-se um valor de corte
com base no grau de conectividade de cada no. Especificamente, n6s com grau
superior a média + (2*desvio padréo) foram considerados nés chave. N6s com maior
conectividade foram interpretados como hubs potenciais, representando alvos-chave
dos compostos devido a sua conectividade significativa na rede (85).

3.7 Analise da fusao TMPRSS2-ERG por NGS

Todos os 26 pacientes submetidos a bidpsia de préstata e que apresentaram
resultado positivo para cancer de prostata foram selecionados para analise. A urina
pos ejaculagao, colhida previamente, e o tecido obtido por bidpsia foram submetidos
ao sequenciamento de nova geragdo (NGS) de um painel génico comercial
(Oncomine Focus Fusion Panel — ThermoScientific) para identificagcdo da fuséo
TMPRSS2-ERG. Este painel avalia 24 pontos de quebras descritos para fusdes de
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TMPRSS2, incluindo as fusées mais comuns com o gene ERG e outros genes
menos comuns (ETV1, ETV4, ETV5 e BRAF).

Resumidamente, as amostras de urina foram coletadas em um tubo cénico de
50 ml e depois centrifugadas a 3000 g durante 10 minutos em temperatura
ambiente. O sobrenadante da urina sera transferido para outro tubo cénico de 50 ml.
O sedimento celular (juntamente com um volume residual de urina de
aproximadamente 100 pl) foi transferido para um tubo de 1,5 ml. Ambos foram
congelados imediatamente a -80 °C. O sedimento da urina foi armazenado para
possiveis estudos futuros. O sobrenadante da urina foi utilizado para extragao de
RNA.

Os tecidos tumorais congelados ou fixados em formalina e emblocados em
parafina (FFPE) armazenados no Biobanco ou no Departamento de Anatomia
Patolégica do ACCCC foram submetidos a analise histolégica por um patologista
qualificado para avaliar a porcentagem do tecido de interesse. Amostras com pelo
menos 20% de células malignas sao incluidas no estudo e selecionadas para
extracdo do RNA.

Os RNAs das amostras de sobrenadante de urina e de tecido tumoral foram
extraidos utilizando o protocolo operacional padréao do Banco de Macromoléculas do
Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center, utilizando o kit MagMAX™ Total Nucleic
Acid Isolation Kit (ThermoFisher) para a urina e o kit QlAsymphony RNA Kit (Qiagen)
para o tecido tumoral. A quantidade e integridade dos RNAs obtidos foram avaliadas
no equipamento TapeStation (Agilent Technologies). A etapa de NGS foi realizada
pelo grupo de Gendmica e Biologia Molecular, do A.C. Camargo Cancer Center, sob
supervisao da Dra. Giovana Torrezan. O método consiste em uma reagdo de RT-
PCR (reverse-transcriptase PCR) a partir de pequena quantidade de RNA total (1-
100 ng) de cada amostra. Posteriormente as regides alvo das regibes controles e
das fusdes avaliadas no painel sdo amplificadas em reagdes de PCR multiplex
utilizando o kit Oncomine Focus Fusion Panel, segundo as especificagbes do
fabricante (ThermoScientific). Em seguida, sdo adicionados adaptadores contendo
identificadores unicos (barcodes) para cada amostra permitindo o sequenciamento
paralelo de diferentes pacientes. Os sequenciamentos foram realizados na
plataforma lonS5 (ThermoScientific), seguindo as instru¢des do fabricante. Para o
mapeamento e chamada de variantes de sequencias geradas na plataforma lon
Proton foram utilizados os softwares TMAP - Mapping Alignment Program e o lon
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Reporter, desenvolvidos pelo préprio fabricante dos sequenciadores da Life
Technologies. A presenga/auséncia das fusdes investigadas foi avaliada no software
lon Reporter, seguindo os pipelines de analise préprios deste software.

3.8 Analise estatistica

3.8.1 Analise estatistica dos dados protedmicos

As analises dos dados foram realizadas no ambiente R (versédo 4.4.0) para
Windows. A normalidade das variaveis continuas foi verificada por meio do teste de
Shapiro-Wilk, e os resultados foram visualizados por graficos Quantil-Quantil (Q-Q) e
histogramas. Esses graficos foram utilizados como ferramentas complementares
para detectar desvios da normalidade, fornecendo tanto avaliagbes numéricas
quanto graficas. Para os dados com distribuicdo ndo normal, foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste pos-hoc de Dunn para comparagdes entre os
grupos. As variaveis categoricas foram analisadas pelo teste do qui-quadrado, com o
teste exato de Fisher utilizado quando as frequéncias esperadas eram inferiores a 5.
As estatisticas descritivas foram expressas como medianas, acompanhadas de
intervalos interquartis (IQR) para dados ndo normais. A significancia estatistica foi
considerada para valores de p <0,05.

3.8.2 Analise estatistica do NGS

As analises estatisticas referentes a fusao TMPRSS2-ERG foram conduzidas
com enfoque exclusivamente descritivo, em consonancia com o delineamento
exploratério do estudo e com o numero restrito de amostras disponiveis. As
frequéncias absolutas e relativas (%) de deteccdo da fusdo foram apresentadas
separadamente para as amostras de tecido tumoral e de urina pos-ejaculatoria, com
estratificacdo conforme os grupos histolégicos definidos pelo grau de ISUP. Para os
casos com analise técnica viavel em ambas as matrizes, foi estimado o coeficiente
kappa de Cohen, com o intuito de avaliar a concordéancia entre os achados obtidos
na urina e no tecido prostatico. Nado foram aplicados testes de significancia

estatistica inferencial.
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3.9 Financiamento

by

O presente estudo foi viabilizado com recursos destinados a pesquisa
cientifica recebidos pelo orientador, por meio do projeto Mutographs — IARC, Lyon,
Franca. O apoio institucional apresentou natureza nao vinculante e sem interferéncia
nas etapas de concepc¢ao, conducgao, analise ou interpretacdo dos resultados. Nao
houve financiamento direto por agéncias publicas ou privadas com potencial conflito
de interesses, e os demais custos operacionais foram arcados pelos préprios
pesquisadores.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas

A analise protedbmica foi realizada em 46 amostras, sendo 39 do grupo
suspeito para cancer de prostata e 7 controles. Entre os pacientes do grupo
suspeito, 24 apresentaram biopsia positiva para CP e 15 bidpsia negativa. (Tabela
1). A idade mediana foi ligeiramente maior no grupo com bidpsia positiva (61 anos,
IQR: 59-64) em comparagdo com os grupos de controle (56 anos, IQR: 48-58) e
biopsia negativa (56 anos, IQR: 52-66). A distribuicdo dos escores PI-RADS variou
entre 0s casos com bidpsia positiva e negativa, com 67% dos casos com biopsia
negativa classificados como PI-RADS = 4.

As comorbidades, incluindo hipertensédo arterial, obesidade e dislipidemia
(43%—46%), estavam distribuidas de forma semelhante entre os grupos. No entanto,
o consumo de alcool foi significativamente menor no grupo com bidpsia positiva

(8,3%) em comparagao com o grupo controle (71%, p = 0,006).

4.2 Alteragoes Protedmicas nos Grupos com Bidpsia Positiva, Bidpsia
Negativa e Controle

Um total de 1.831 proteinas foram identificadas no conjunto de dados. Apoés a
aplicacao de rigorosos critérios de controle de qualidade — que exigiam detecg¢ao
em pelo menos 60% das amostras e a presenca de pelo menos um peptideo Unico
— o conjunto de dados foi refinado para 859 proteinas.

A analise comparativa revelou perfis protedmicos distintos entre os grupos.
Na comparagao entre biopsia positiva (N=24) e controle (N=7), foram identificadas
51 proteinas diferencialmente abundantes (DAPs), sendo 21 com abundancia
aumentada e 30 com abundéncia diminuida (Fig. 1A). Na comparagéao entre biopsia
negativa (N=15) e controle (N=7), foram detectadas 29 DAPs, compostas por 13
proteinas com abundéncia aumentada e 16 com abundancia diminuida (Fig. 1B). A
comparagao entre biopsia positiva (N=24) e biopsia negativa (N=15) revelou 21
DAPs, das quais 12 apresentaram aumento e 9 diminuigdo na abundancia (Fig. 1C;
Apéndices A, B e C).
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Table 1 - Caracteristicas clinicas, demograficas e exames de imagem dos pacientes

controles, com bidpsia positiva e negativa

Caracteristicas dos Pacientes Controle (N =7)| Bidpsia Positiva (N = 24) | Biépsia Negativa (N = 15) | p-valor
Idade em anos, mediana (IQR) 56 (48, 58) 61 (59, 64) 56 (52, 66) 0,06
Etnia 0,5
Amarelo 1(14%) 0(0%) 1(6.7%)
Branca 5 (71%) 20 (83%) 11 (73%)
Pardo 1(14%) 4 (17%) 3 (20%)
Comorbidades
Hipertensao arterial 4 (57%) 11 (46%) 7 (47%) >0.9
Diabetes Mellitus tipo 2 1(14%) 6 (25%) 2 (13%) 07
Obesidade 1(14%) 3 (13%) 4 (27%) 07
Dislipidemia 3 (43%) 11 (46%) 6 (40%) >0.9
Tabagismo 0(0%) 2 (8.3%) 0(0%) 07
Consumo de élcool 5(71%)" 2 (8.3%)° 3 (20%)a,b 0,006
Sedentarismo 3 (43%) 7 (29%) 8 (53%) 0,12
Vasectomia Prévia 0 (0%) 4 (17%) 4 (27%) 04
Histéria de Infecgdes Sexualmente Transmissiveis 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) NA
Histéria de Infecgdo Urinaria 0(0%) 2(8.3%) 4 (27%) 02
Histéria Familiar de CP 2 (29%) 6 (25%) 3 (20%) >0.9
Biopsia de Préstata Prévia 0,3
1 biépsia 0(0%) 8 (33%) 3 (20%)
> 1 biépsia 0 (0%) 3 (13%) 1(6.7%)
Sem bibpsia prévia 7 (100%) 13 (54%) 11 (73%)
PSA Total <0.001
< 1.0 ng/mL 7 (100%) 0 (0%) 2 (13%)
2.6 to 4.0 ng/mL 0(0%) 6 (25%) 5 (33%)
4.1to 10.0 ng/mL 0 (0%) 15 (63%) 5 (33%)
10.1 to 20.0 ng/mL 0 (0%) 2 (8.3%) 0(0%)
> 20.0 ng/mL 0(0%) 1(4.2%) 0(0%)
Classificagao de PI-RADS 0,14
PI-RADS 2 NA 5(21%) 2 (13%)
PI-RADS 3 NA 9 (38%) 2 (13%)
PI-RADS 4 NA 7 (29%) 10 (67%)
PI-RADS § NA 2 (8.3%) 0(0%)
Biépsia com Fusdo NA 16 (67%) 10 (67%) >0.9
Achados Histopatolégicos
Proliferagéo Atipica de Pequenos Acinos (ASAP) NA 2 (8.3%) 1(6.7%) 0,7
Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) NA 1(4.2%) 1(6.7%) 0,5
Adenocarcinoma Ductal NA 0 (0%) 0 (0%) >0.9
Tumor Neuroendbcrino NA 0 (0%) 0 (0%) 04
Padréo Cribiforme NA 4 (17%) 0(0%) 0,12
Incaséo Perineural NA 4 (17%) 0 (0%) 0,12
Invasédo Angiolinfatica NA 0 (0%) 0 (0%) 04
ISUP (International Society of Urological Pathology)
Grau 1 NA 9 (38%) NA NA
Grau 2 NA 10 (42%) NA NA
Grau 3 NA 3 (13%) NA NA
Grau 4 NA 2(8.3%) NA NA
Grupo de risco
Alto/intermediério desfavoravel NA 6 (25%) NA NA
Intermediario favoravel NA 9 (38%) NA NA
Baixo NA 9 (38%) NA NA

Fonte: Elaboragao prépria

Destacam-se seis proteinas ausentes no grupo controle, mas detectadas em
pelo menos 60% das amostras de um ou ambos os grupos de biopsia, sugerindo
sua relevancia potencial na patologia da doenga. Estas proteinas incluem Miosina-9
(P35579), Fosfo-histidina fosfatase de 14 kDa (Q9NRX4), Protease de lectina
ligadora de manose 1 (P48740), Sintase de espermina (P52788), Fator de
crescimento semelhante a EGF ligado a heparina (Q99075) e Beta-defensina 121
(Q5J5C9).
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Para elucidar os processos bioldgicos subjacentes a essas alteragdes
proteOmicas, foram realizadas analises de anotagdo funcional, incorporando
enriquecimento de vias do Reactome e analises de processos biologicos do Gene
Ontology (GO). A analise funcional da comparacéo entre bidpsia positiva e controle
identificou 19 anotacdes significativamente enriquecidas, incluindo 14 Processos
Biologicos e cinco vias do Reactome. Em contraste, a comparagao entre bidpsia
negativa e controle revelou o enriquecimento de quatro vias do Reactome, indicando
uma divergéncia funcional menos extensa. A comparagao entre biopsia positiva e
bidpsia negativa exibiu trés anotagdes significativamente enriquecidas, incluindo um
Processo Biologico e duas vias do Reactome (Fig. 1D).

Para delinear mais detalhadamente as distingdes moleculares entre os casos
com bidpsia positiva e os casos sem bidpsia positiva, comparamos as amostras com
bidpsia positiva (N = 24) com uma coorte combinada de amostras de biopsia
negativa (N = 15) e controle (N = 7). Esta analise identificou 14 proteinas com
abundéncia aumentada e 14 com abundancia diminuida nos casos com biopsia
positiva (Apéndice D). A analise de enriquecimento funcional revelou seis vias do
Reactome significativamente enriquecidas, destacando as principais alteragdes

moleculares associadas a biopsia positiva.
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Figure 1 - Alteragbes Proteémicas nos Grupos com Bidpsia Positiva, Bidpsia

Negativa e Controle
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Fonte: Elaboragao prépria

Legenda: (A—C) Volcano plots ilustrando proteinas diferencialmente abundantes (DAPs) nas
comparagdes realizadas. As proteinas com abundancia significativamente aumentada estdo
destacadas em vermelho, enquanto aquelas com abundancia significativamente diminuida sao
representadas em azul (valor de p < 0,05 e log2FC < -0,26 ou > 0,26). (A) Biopsia positiva (N=24) vs.
controle (N=7): foram identificadas 51 DAPs, sendo 21 com abundancia aumentada e 30 com
abundancia diminuida. (B) Biopsia negativa (N=15) vs. controle (N=7): 29 DAPs, incluindo 13
proteinas com abundancia aumentada e 16 com abundéancia diminuida. (C) Biopsia positiva (N=24)
vs. bidpsia negativa (N=15): 21 DAPs, com 12 proteinas aumentadas e 9 diminuidas. As cinco
proteinas mais aumentadas e as cinco mais diminuidas estdo rotuladas. (D) Analise de anotagéo
funcional dos processos biologicos enriquecidos (termos GO) e vias do Reactome nas comparagoes.
O tamanho dos circulos representa o nimero de proteinas associadas a cada termo, € a intensidade
da cor indica a significancia estatistica (—log,,FDR).
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4.3 Alteragcoes Protedmicas entre Cancer de Préstata Clinicamente
Significativo (ISUP 2 2) vs. Clinicamente Insignificante (ISUP 1)

Nos pacientes com bidpsia positiva, uma estratificacdo adicional com base no
sistema de classificagdo da International Society of Urological Pathology (ISUP)
revelou alteragdes protedmicas entre o cancer de préstata clinicamente significativo
(ISUP = 2, N = 15) e o cancer de proéstata clinicamente insignificante (ISUP 1, N = 9).
A analise proteémica identificou 33 proteinas com abundancia aumentada e 18 com
abundancia diminuida, diferenciando os casos de cancer de prostata clinicamente
significativo dos clinicamente insignificantes (Fig. 2A, Apéndice E). A analise de
enriquecimento funcional revelou oito vias do Reactome e seis processos biolégicos

enriquecidos (Fig. 2B).

Figure 2 - Alteragbes Protedmicas e Funcionais no Céancer de Prostata Clinicamente
Significativo (ISUP 2 2) vs. Clinicamente Insignificante (ISUP 1)
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Fonte: Elaboragao prépria

Legenda: (A) Volcano plot exibindo proteinas diferencialmente abundantes (DAPs) entre casos de
cancer de prostata clinicamente significativo (ISUP = 2, N = 15) e cancer de prostata clinicamente
insignificante (ISUP 1, N = 9). As proteinas com abundancia significativamente aumentada no ISUP =
2 estdo destacadas em vermelho, enquanto aquelas com abundancia significativamente diminuida
estdo representadas em azul (valor de p < 0,05 e log2FC < -0,26 ou > 0,26). As cinco proteinas com
maior aumento e as cinco com maior diminuigdo estédo rotuladas. (B) Analise de anotagao funcional
ilustrando os processos bioldgicos (termos GO) e as vias do Reactome significativamente
enriquecidos nos casos de ISUP = 2. O eixo x representa o nimero de proteinas associadas a cada
via, enquanto a intensidade da cor indica a significancia estatistica (—log;,FDR).
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4.4 Alteragoes Protedmicas em Casos com Bidpsia Positiva Estratificados por

Grupo de Risco

Para investigar mais profundamente as diferengas protedbmicas entre os casos com

bidpsia positiva, os pacientes foram estratificados de acordo com a classificagao de

risco de D’Amico atualizada — baixo risco, intermediario-favoravel, intermediario-

desfavoravel e alto risco. As caracteristicas clinicas, de imagem e histopatolégicas

detalhadas para esses grupos estao fornecidas na Tabela 2.

Table 2 - Caracteristicas Clinicas, de Imagem e Histopatologicas dos Pacientes com

Bidpsia Positiva Estratificados por Grupo de Risco de D’Amico Atualizada

Altorisco e intermediario | Intermediario Baixo risco

Caracteristicas dos Pacientes Total (N = 24) desfavoravel (N = 6) favorével (N = 9) (N=9) p-valor
Idade em anos, mediana (IQR) 61 (59, 64) 65 (57,69) 60 (59, 63) 61 (59, 62) 06
Histéria Familiar de CP 6 (25%) 2 (33%) 1(11%) 3 (33%) 0,6
Etnia >0.9

Branco 20 (83%) 5 (83%) 8 (89%) 7 (78%)

Pardo 4 (17%) 1(17%) 1(11%) 2 (22%)
Comorbididades 11 (46%) 4 (67%) 5 (56%) 2 (22%) 0,3

Hipertensédo arterial 6 (25%) 2 (33%) 2 (22%) 2 (22%) >0.9

Diabetes Mellitus tipo 2 3 (13%) 2(33%) 1(11%) 0 (0%) 0.2

Obesidade 11 (46%) 4 (67%) 4 (44%) 3 (33%) 0,5

Dislipidemia 2 (8.3%) 1(17%) 1(11%) 0 (0%) 0,7

Tabagismo 2(8.3%) 1(17%) 1(11%) 0 (0%) 0,5

Consumo de é&lcool 7 (29%) 2(33%) 2 (22%) 3(33%) >0.9

Sedentarismo 6 (25%) 2(33%) 1(11%) 3 (33%) 06
Histéria de Vi t 4 (17%) 1(17%) 2(22%) 1(11%) >0.9
Histéria de Infecgoes Sexualmente Tr iveis 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NA
Histéria de Infecgao Urinaria 2 (8.3%) 1(17%) 1(11%) 0(0%) 0,7
Histéria Familiar de CP 6 (25%) 2(33%) 1(11%) 3 (33%) 06
Biopsia de Prostata Prévia 0,12

1 biépsia 8 (33%) 1(17%) 2 (22%) 5 (56%)

> 1 bidpsia 3(13%) 1(17%) 0 (0%) 2 (22%)

Sem biépsia prévia 13 (54%) 4 (67%) 7 (78%) 2 (22%)
PSA Total 0,003

2.6 to 4.0 ng/mL 6 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (67%)

4.1to 10.0 ng/mL 15 (63%) 4 (67%) 8 (89%) 3 (33%)

10.1 to 20.0 ng/mL 2 (8.3%) 1(17%) 1(11%) 0 (0%)

> 20.0 ng/mL 1(4.2%) 1(17%) 0 (0%) 0 (0%)
Ressonancia Magnética 0,06

PI-RADS 2 5 (21%) 0(0%) 1(11%) 4 (44%)

PI-RADS 3 9 (38%) 3 (50%) 2 (22%) 4 (44%)

PI-RADS 4 7 (29%) 1(17%) 5 (56%) 1(11%)

PI-RADS § 2 (8.3%) 2 (33%) 0 (0%) 0 (0%)
Bidpsia com Fusdo 16 (67%) 4 (67%) 7 (78%) 5 (56%) 0,5
Achados Histopatolégicos
Proliferagdo Atipica de Pequenos Acinos (ASAP) 2 (8.3%) 0 (0%) 1(11%) 1(11%) >0.9
Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) 1(4.2%) 0 (0%) 1(11%) 0 (0%) >0.9
Adenocarcinoma Ductal 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NA
Tumor Neuroendécrino 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NA
Padréo Cribiforme 4 (17%) 4 (67%) 0 (0%) 0 (0%) 0,001
Incaséo Perineural 4 (17%) 2(33%) 2 (22%) 0 (0%) 03
Invaséo Angiolinfatica 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NA
ISUP (International Society of Urological Pathology) <0.001

Grau 1 9 (38%) 0 (0%) 0 (0%) 9 (100%)

Grau 2 10 (42%) 1(17%) 9 (100%) 0 (0%)

Grau 3 3 (13%) 3 (50%) 0 (0%) 0 (0%)

Grau 4 2(8.3%) 2(33%) 0 (0%) 0 (0%)

Fonte: Elaboragao prépria
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As analises protebmicas comparativas revelaram assinaturas moleculares
distintas associadas a gravidade da doenga. Na comparagdo entre alto risco e
intermediario-desfavoravel versus baixo risco, 76 proteinas exibiram abundancia
aumentada, enquanto 38 apresentaram diminuicdo na abundéncia (Fig. 3A;
Apéndice F). A analise de enriquecimento funcional identificou 18 processos
biolégicos significativamente enriquecidos e 13 vias do Reactome.

A comparagdo entre intermediario-favoravel e baixo risco revelou uma
divergéncia protedbmica mais restrita, com 11 proteinas de abundancia aumentada e
15 com abundancia diminuida (Fig. 3B; Apéndice G). A analise de anotacéo
funcional destacou um processo biolégico enriquecido e sete vias do Reactome,
indicando uma mudanga funcional menos extensa.

Uma alteracdo protedmica mais ampla foi observada na comparagao entre
alto risco e intermediario-desfavoravel versus intermediario-favoravel, com 59
proteinas exibindo abundancia aumentada e 40 mostrando diminuigdo na
abundéancia (Fig. 3C; Apéndice H). A analise de enriquecimento identificou 10
processos biolégicos e 10 vias do Reactome significativamente enriquecidos,
enfatizando as diferengas moleculares entre os casos de maior risco e intermediario.

As anotacgbes para todas as vias e processos bioldgicos enriquecidos estao
apresentadas na Figura 3D, fornecendo uma vis&do abrangente das alteragbes
protedmicas nos diferentes grupos de risco.
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Figure 3 - Alteragdes Protedbmicas em Casos com Bidpsia Positiva Estratificados por

Grupo de Risco
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Fonte: Elaboragao prépria

Legenda: (A—C) Volcano plots ilustrando proteinas diferencialmente abundantes (DAPs) nas
comparagdes entre grupos de risco. As proteinas com abundancia significativamente aumentada
estdo destacadas em vermelho, enquanto aquelas com abundancia significativamente diminuida sao
representadas em azul (valor de p < 0,05 e log2FC < -0,26 ou > 0,26). As cinco proteinas com maior
aumento e as cinco com maior diminuicdo em cada comparagéo estdo rotuladas. (A) Alto risco e
intermediario-desfavoravel vs. baixo risco: 76 proteinas exibiram aumento na abundancia, enquanto
38 apresentaram diminui¢do. (B) Intermediario-favoravel vs. baixo risco: 11 proteinas apresentaram
aumento e 15 diminuigédo. (C) Alto risco e intermediario-desfavoravel vs. intermediario-favoravel: 59
proteinas mostraram aumento na abundancia, enquanto 40 apresentaram diminuigdo. As cinco
proteinas com maior aumento e as cinco com maior diminuigdo estao rotuladas. (D) Analise de
anotagéo funcional dos processos biolégicos enriquecidos (termos GO) e vias do Reactome nas
comparagdes entre grupos de risco. O tamanho dos circulos representa o nimero de proteinas
associadas a cada termo, enquanto a intensidade da cor indica a significancia estatistica (—
log10FDR).
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Para explorar mais detalhadamente as interacbes moleculares subjacentes a
essas alteragbes protedbmicas, foram construidas redes de interagcdo proteina-
proteina (PPIl) para as comparagbes com um numero suficiente de DAPs. Na
comparacgao entre alto risco e intermediario-desfavoravel versus baixo risco, a rede
consistiu em 70 nos e 288 interagdes (Fig. 4A). Proteinas-chave foram identificadas
com base em um corte de grau > 23, significando que os ndés com valores de
conectividade acima desse limite foram considerados reguladores centrais dentro da
rede. Aaptoglobina (HP, P00738, grau = 27, log,FC = 2,88), Apolipoproteina A-I
(APOA1, P02647, grau = 26, log,FC = 1,65) e Clustina (CLU, P10909, grau = 26,
log,FC = -1,88) surgiram como proteinas hub principais, sugerindo seu potencial
papel na progressao da doenga de alto risco.

Figure 4 - Redes de Interagcéo Proteina-Proteina nos Grupos de Risco do Cancer de

Préstata
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Fonte: Elaboragao prépria
Legenda: (A) Rede de interagdo proteina-proteina (PPI) para a comparagédo entre alto risco e
intermediario-desfavoravel vs. baixo risco, mostrando proteinas centrais com alta conectividade. (B)
Rede PPI para a comparacgao entre alto risco e intermediario-desfavoravel vs. intermediario-favoravel,
destacando proteinas com papéis regulatorios centrais. Os nés representam proteinas, e as arestas
indicam interagbes. O tamanho dos noés corresponde ao grau de conectividade, com as proteinas
altamente conectadas atuando como potenciais reguladores centrais na progressdo do cancer de
préstata.



49

Na comparacéao entre intermediario-favoravel e baixo risco, nenhuma rede de
interacado significativa foi formada devido ao baixo numero de DAPs, indicando uma
divergéncia protedmica mais sutil entre esses grupos de risco. Para a comparagao
entre alto risco e intermediario-desfavoravel versus intermediario-favoravel, a rede
consistiu em 64 nos e 219 interagdes (Fig. 4B). As proteinas hub principais foram
identificadas com base em um corte de grau > 17, selecionando nés com valores de
conectividade acima desse limite. Os principais nos incluiram Beta-2-microglobulina
(B2M, P61769, grau = 22, log,FC = -2,86), Clustina (CLU, P10909, grau = 19,
log,FC =-2,03) e Plasminogénio (PLG, P00747, grau = 18, log,FC = 2,07).

4.5 Fusdao TMPRSS2-ERG por NGS

As amostras de urina pés-ejaculatoria e de tecido tumoral de 26 participantes
com diagnostico confirmado de adenocarcinoma de prostata por bidpsia foram
incluidas para investigacdo da presenga da fusdo génica TMPRSS2-ERG por
sequenciamento de nova geragéo.

A analise do tecido tumoral foi concluida em 16 dos 26 pacientes (62%). Nos
10 casos restantes (38%), nao foi possivel realizar a avaliagcdo devido a
inadequacao ou indisponibilidade das amostras arquivadas em bloco de parafina
para extracdo de RNA. Entre os 16 casos analisados, a fusdo TMPRSS2-ERG foi
detectada em 5 pacientes (31%).

Foram processadas amostras de urina poés-ejaculatéria de todos os 26
pacientes incluidos no estudo. Em 12 casos (46%), ndo foi possivel concluir a
analise devido a falhas na extracdo do RNA (Fig. 5). Nas 14 amostras com
processamento bem-sucedido (54%), a fusdo TMPRSS2-ERG foi detectada em 6
pacientes (43%).
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Figure 5 - Efetividade da analise da fusdo TMPRSS2-ERG em amostras de urina

pos-ejaculatéria, segundo o grau ISUP
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Fonte: Elaboragao prépria

Legenda: Distribuigdo do numero de amostras urinarias coletadas por grupo de escore ISUP,
discriminando os casos em que a analise molecular foi realizada com sucesso (em azul) daqueles em
que houve falha técnica na detecgéo da fuséo génica (em amarelo).

Quando estratificados de acordo com o escore de graduacgéo ISUP, observou-
se maior frequéncia de deteccdo da fusdo TMPRSS2-ERG nos grupos de maior
grau. No grupo ISUP 1, a fusédo foi identificada em 2 de 8 amostras tumorais
analisadas (25%) e em 2 de 5 amostras urinarias validas (40%). Entre os pacientes
com ISUP 2, a fus&o foi observada em 1 de 6 amostras tumorais (16,7%) e em 1 de
5 urinarias (20%). No grupo ISUP 3, a fusdo foi observada em 1 de 1 amostra
tumoral (100%) e em 1 de 2 urinarias (50%). Ja no grupo ISUP 4, a deteccéo
ocorreu em 1 de 1 amostra tumoral (100%) e em 2 de 2 urinarias (100%) (Fig. 6).
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Figure 6 - Detecgédo da fusdo génica TMPRSS2-ERG por NGS segundo o grau
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Legenda: Distribuigdo do numero de amostras com fusédo detectada (em verde) e fusdo ausente (em
vermelho), de acordo com o escore ISUP, nas analises realizadas por sequenciamento de nova

geragao (NGS) em (A) urina pés-ejaculatoria e (B) tecido tumoral.

Entre os 9 pacientes com analise técnica viavel em ambas as matrizes,

observou-se concordancia total entre os resultados. A fusdo TMPRSS2-ERG foi

detectada simultaneamente em 4 pacientes, enquanto os demais 5 apresentaram

resultados negativos em ambas as amostras. O coeficiente kappa estimado para

essa comparacao foi de 1,0, indicando concordancia perfeita entre as matrizes

avaliadas.
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5 DISCUSSAO

A presente tese investigou o cancer de prostata por meio da urina pos-
ejaculatéria, proposta aqui como matriz alternativa para caracterizagdo molecular da
doenga. Foram conduzidas duas abordagens independentes: a analise protedmica
por espectrometria de massas com aquisicdo dependente de dados e a deteccdo da
fusdo génica TMPRSS2-ERG por sequenciamento de nova geragédo. Até onde se
tem conhecimento, trata-se do primeiro estudo a aplicar essas metodologias a urina
pos-ejaculatéria, contribuindo com dados originais sobre a viabilidade técnica e a

relevancia exploratoria dessa matriz.

5.1 Analise protedmica da urina pés-ejaculatéria

Para a etapa protedmica, utilizou-se espectrometria de massas acoplada a
cromatografia liquida de alta resolugao (LC-MS/MS), com aquisicdo dependente de
dados (DDA), aplicada a urina pos-ejaculatoria. Essa combinagdo permitiu a
identificacdo e quantificagdo de centenas de proteinas, com ampla cobertura do
proteoma urinario, compativel com estudos de alta complexidade.

Estudos anteriores com amostras urinarias em cancer de prostata utilizaram
metodologias variadas e, na maioria dos casos, envolveram tamanhos amostrais
semelhantes e menor cobertura protedmica global. Davalieva et al., por exemplo,
aplicaram 2D-DIGE acoplado a LC-MS/MS em urina pds-toque retal, com analise de
36 casos (76). Fujita et al. analisaram vesiculas extracelulares urinarias por iTRAQ-
LC-MS/MS, com apenas 18 amostras na fase de descoberta (87). De forma
semelhante, Bergamini et al. investigaram 37 pacientes com cancer de proéstata,
utilizando pools de urina espontanea submetidos a analise por 2D-E acoplada a
espectrometria de massas, com abordagem limitada pelo uso de amostras
agrupadas (88). Ja Frantzi et al. avaliaram uma coorte maior, de 543 pacientes,
porém com foco restrito a peptideos de baixo peso molecular por CE-MS, sem
explorar o proteoma completo (89). Considerando esses aspectos, o presente
estudo reuniu ndo apenas um numero amostral competitivo no contexto de
investigacbes protebmicas urinarias, como também adotou delineamento

individualizado e abordagem analitica de maior abrangéncia.
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A analise da urina pos-ejaculatoria identificou 51 DAPs entre pacientes com
bidpsia positiva para cancer de prostata (CP+) e individuos controle, das quais 21
apresentaram abundéancia aumentada e 30 reduzida. Esse total supera o observado
em estudos anteriores com matriz urinaria. Davalieva et al., por exemplo,
identificaram 23 DAPs em urina pés-toque retal utilizando 2D-DIGE seguido de LC-
MS/MS (76). Ja Fujita et al., embora tenham quantificado mais de 3.500 proteinas
em vesiculas extracelulares urinarias, selecionaram apenas 11 como
diferencialmente expressas entre pacientes com céncer e biopsia negativa (87).
Apesar das diferengas metodologicas, esses dados reforgam que a abordagem
utilizada nesta tese foi capaz de capturar um numero expressivo de alteracdes
protedmicas.

Além da comparagdo entre CP+ e controle, o presente estudo revelou
diferengas relevantes em subgrupos com caracteristicas prognosticas distintas.
Foram identificadas 114 DAPs entre pacientes de risco clinico baixo versus
intermediario-desfavoravel ou alto, e 51 DAPs entre tumores ISUP 1 e ISUP 2>2.
Comparagbes urinarias com estratificacdo clinica e histolégica s&o raras na
literatura.

Um dos poucos estudos com essa proposta foi conduzido por Bergamini et
al., que analisaram pools de urina espontanea por espectrometria 2D-E/MS com o
objetivo de distinguir grupos com diferentes riscos clinicos de progressao tumoral
(88). Embora o estudo ndo tenha quantificado o numero total de DAPs, os autores
relataram alteragbes qualitativas no perfil protebmico entre os grupos, validadas
parcialmente por Western blot. Apesar de limitagdes metodolégicas, como o uso de
amostras agrupadas e tamanho amostral reduzido, o estudo forneceu evidéncias
preliminares de que a urina pode ser util para diferenciagao progndstica. A presente
anadlise, ao adotar delineamento individualizado e comparacdes estratificadas,
amplia esse escopo e oferece uma abordagem complementar.

Estratégias similares de estratificagdo protebmica tém sido aplicadas a
tecidos prostaticos. Zhong et al., por exemplo, identificaram 143 DAPs entre tumores
com diferentes graus histolégicos, das quais 35 foram selecionadas com base em
consisténcia e relevancia biologica. A partir desse subconjunto, os autores
desenvolveram uma assinatura de 18 proteinas com valor progndstico para
recorréncia bioquimica (90). Embora baseada em tecido, tal achado reforga o
potencial das assinaturas moleculares derivadas da estratificagdo protedmica.
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Em sintese, embora o numero de DAPs varie conforme a metodologia e o
delineamento dos estudos, os achados desta tese se destacam pela combinacao
entre tecnologia de alta cobertura (LC-MS/MS com DDA), uso inovador da urina pos-
ejaculatoria e analises estratificadas por critérios clinicos e histologicos.

Revisbes da literatura tém alertado para a elevada frequéncia de
identificacbes protebmicas sem relevancia clinica comprovada, muitas vezes
relacionadas a proteinas de fungdo inespecifica, envolvidas em processos
inflamatérios ou metabdlicos, ou ainda representando artefatos decorrentes das
matrizes biologicas analisadas (75,91,92). Esse cenario reforga a necessidade de
uma abordagem seletiva e critica na escolha dos alvos discutidos em maior
profundidade. Desta forma, optou-se por restringir a discussdo a proteinas
diferencialmente abundantes selecionadas com base em maior magnitude de
variagédo (log,FC) e/ou maior frequéncia de detecgdo em um dos grupos. A partir
desse recorte, foram incluidas na discussdo apenas as proteinas que atendiam a
pelo menos um dos seguintes critérios: exclusividade de deteccdo; evidéncia
funcional prévia de envolvimento no cancer de prostata; ou achado potencialmente
inédito, com plausibilidade bioldgica e interesse exploratorio.

Seis proteinas foram identificadas exclusivamente nos grupos com indicagao
clinica de bidpsia, sem qualquer detecgdo nas amostras do grupo controle: Miosina-
9 (MYH9), Fator de crescimento semelhante a EGF ligado a heparina (HBEGF),
Sintase de espermina (SMS), Protease de lectina ligadora de manose 1 (LMAN1),
Fosfo-histidina fosfatase de 14 kDa (PHPT1) e Beta-defensina 121 (DEFB121).

Entre elas, MYH9, HBEGF e SMS ja foram associadas ao cancer de prostata
em estudos prévios, estando envolvidas em processos como adesao celular,
ativagdo do receptor androgénico, proliferagdo tumoral e vias de transigdo epitélio-
mesenquimal (93-95). Ja LMAN1 e PHPT1, apesar de nao relacionadas diretamente
a prostata, foram descritas em neoplasias como célon, rim e pulmao, com possiveis
papéis na instabilidade gendmica ou agressividade tumoral (96,97). A DEFB121, por
sua vez, é predominantemente expressa no epididimo humano, com provavel fungéo
na imunidade local, sem vinculos estabelecidos com carcinogénese (98). A detecgao
restrita dessas proteinas aos grupos com suspeita clinica reforga seu potencial como
alvos exploratérios.

Diversas DAPs identificadas neste estudo ja foram previamente associadas
ao cancer de prostata, reforgando a validade biolégica da matriz analisada. No grupo
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CP+ em comparagao ao controle, observou-se aumento da Hidrolase de ubiquitina
C-terminal 22 (USP22), desubiquitinase ligada a progressédo tumoral e resisténcia
terapéutica (99). A tiorredoxina 5 (TXNDCS5), por outro lado, apresentou abundéancia
reduzida, em contraste com dados teciduais que descrevem sua superexpressio em
doenga resistente a castragdo (100). A Caderina 11 (CDH11), relacionada a
metastase 6ssea em modelos experimentais, também esteve aumentada neste
grupo (101,102).

Na comparagao CP+ vs. CP—, destacou-se a Testicana-1 (SPOCK1), proteina
da matriz extracelular associada a transigao epitélio-mesenquimal e invasividade
tumoral, aqui identificada com abundéncia aumentada na urina pods-ejaculatoria
(103). Entre os pacientes com ISUP = 2, observou-se abundancia reduzida de
Proteina semelhante a SPARC 1 (SPARCL1), Fosfolipase A2 do grupo IIA
(PLA2G2A) e Distroglicano 1 (DAG1), proteinas associadas a preservagao da
integridade epitelial e a regulagdo de vias antiproliferativas, cuja perda tem sido
relacionada a maior agressividade e pior prognostico no cancer de préstata (104—
107). No grupo de maior risco clinico, observou-se aumento da Transcetolase (TKT),
associada a reprogramacdo metabdlica tumoral, e abundéncia diminuida de
Calicreina-3 (KLK3), Proteassoma subunidade alfa tipo 7 (PSMA7), Aminopeptidase
Xaa-Pro 2 (XPNPEP2) e Beta-microglobulina 2 (B2M). Essas proteinas participam
de vias relevantes na biologia do cancer de préstata, incluindo sinalizagao
androgénica, protedlise, modulagdo imune e progressdo metastatica, sendo
previamente relacionadas a fenotipos clinicos mais agressivos (108-112).

Outras DAPs neste estudo, embora ndo associadas diretamente ao cancer de
préstata, ja foram implicadas em neoplasias de diferentes origens, incluindo rim,
pulméo, figado, cdlon e bexiga. Entre elas, destacam-se Fosfo-histidina fosfatase 1
(PHPT1), Endo-alfa-manosidase (MAN1B1), Glicoproteina rica em histidina (HRG),
Aminoacilase-1 (ACY1) e Proteina semelhante a Seizure 6 tipo 2 (SEZ6L2), cujos
papeéis descritos incluem regulagdo de vias de sinalizag&o celular, metabolismo de
aminoacidos, modulagao imune e angiogénese (96,113-117). A identificacdo dessas
proteinas relacionadas a outras neoplasias reforca a plausibilidade biolégica da
matriz analisada e sua capacidade de refletir alteragdes moleculares associadas a
oncogénese.

A analise funcional das proteinas diferencialmente expressas revelou ativagao

recorrente de processos bioldgicos relacionados a imunidade inata, inflamagéo,
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remodelamento da matriz extracelular, metabolismo e sinalizagdo celular. Esses
padroes foram especialmente evidentes na comparagao entre pacientes com biopsia
positiva para cancer de prdstata e controles, assim como nas comparagdes grau
histologico e entre grupos de maior risco clinico — alto e intermediario-desfavoravel —
em relagdo ao baixo risco. Embora os perfis protebmicos tenham variado entre os
grupos analisados, o conjunto das vias enriquecidas aponta para eixos funcionais
convergentes, compativeis com a biologia tumoral prostatica. A interpretacao
funcional foi conduzida com base na combina¢do de bases complementares (GO e
Reactome), o que ampliou a abrangéncia descritiva e a especificidade bioquimica da
analise, permitindo comparag¢des integradas entre diferentes grupos clinicos e
histoldgicos.

O enriquecimento funcional das vias relacionadas ao sistema imune, a
imunidade inata e a degranuacéo de neutrdéfilos obtiveram destaque na comparagéao
entre pacientes com cancer de préstata ISUP = 2 e aqueles com ISUP 1. Esse
padrao pode refletir ativacdo de componentes inflamatérios e imunolégicos em
tumores de maior grau histologico, compativel com estados funcionais mais
pronunciados. Embora estudos prévios tenham apontado modulagdo imunoldgica
em perfis urinarios de pacientes com cancer de prostata, a presente analise amplia
esse achado ao demonstrar sua associagdo com a estratificacdo histologica da
doenga (87,118).

A identificagcdo de vias relacionadas a organizagdo e degradagao da matriz
extracelular aponta para o envolvimento de mecanismos de remodelamento tecidual
no microambiente tumoral. O predominio de proteinas associadas a esses
processos nos grupos com cancer pode refletir fenbmenos de protedlise e
reorganizagao estromal — previamente descritos em analises de urina esponténea e
de tecido prostatico no contexto da progressao neoplasica (89,119,120).

Vias relacionadas a sinalizagao intracelular, modificagdo pds-traducional e
sintese proteica — como fosforilacdo, traducdo e transporte de fatores de
crescimento — também se destacaram entre os processos enriquecidos, sobretudo
nas comparagdes entre tumores ISUP = 2 e ISUP 1 e entre grupos de maior risco
clinico em relagédo ao baixo risco. Esse padrdo sugere maior atividade funcional em
tumores mais agressivos, com aumento da tradu¢do e da modificagado covalente de

proteinas. Estudos anteriores conduzidos com tecido tumoral e urina espontanea



57

também demonstraram o enriquecimento de proteinas ribossomais e vias
biossintéticas em casos de cancer de prostata de alto grau (89,119).

Apesar dos resultados obtidos refletirem aspectos relevantes da biologia
tumoral prostatica, € importante reconhecer que as analises de enriquecimento
funcional baseadas em GO e Reactome apresentam limitacbes. Entre elas,
destacam-se a redundancia semantica entre termos, a curadoria desigual entre
processos bem descritos e vias pouco exploradas, e a auséncia de anotacao
funcional para proteinas ainda n&o caracterizadas experimentalmente, o que pode
comprometer a interpretacdo de determinados achados.

A analise das redes de interagao proteina-proteina (PPI) revelou arquiteturas
moleculares progressivamente mais organizadas e interconectadas quando os
grupos de risco clinico foram comparados, especialmente entre tumores de maior e
menor agressividade. Essas redes foram compostas por DAPs com elevado grau de
conectividade funcional. Esse padrao indica uma reconfiguragdo gradual da rede
proteica ao longo do espectro de risco clinico do cancer de préstata, acessivel por
meio da urina pos-ejaculatoria.

Na comparacao entre pacientes de alto risco e intermediario-desfavoravel
versus baixo risco clinico, a rede gerada (70 nos e 288 interagbes) destacou a
haptoglobina (HP), Apolipoproteina A1 (APOA1) e Clusterina (CLU) como os
principais hubs. Essas proteinas ja foram previamente reportadas como
diferencialmente abundantes na urina de pacientes com cancer de prostata por
estudos como os de Davalieva et al. (HP e APOA1) e Dong et al. (CLU) (118,121).
No entanto, sua caracterizagdo como elementos centrais em redes de interacao
proteina-proteina, associadas a grupos de maior risco clinico, representa um
aspecto adicional e inédito.

Na comparagdo entre alto risco e intermediario-desfavoravel versus
intermediario-favoravel, a rede (64 nos e 219 interagdes) novamente apontou a CLU
como elemento central, juntamente com a Beta-microglobulina 2 (B2M) e
Plasminogénio (PLG). A B2M ja foi associada, tanto em soro quanto em urina, a
formas mais agressivas, avangadas e metastaticas do cancer de prostata, incluindo
evidéncias de regulacdo por androgenos em modelos celulares (112,122,123). Em
uma coorte de pacientes com metastases Osseas, niveis urinarios elevados de B2M
também se correlacionaram com menor sobrevida global (124). Sua posigao central
nas redes de interacdo proteina-proteina observadas refor¢ca sua participacdo na
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organizagdo molecular associada a progressao tumoral prostatica. O PLG, por sua
vez, foi previamente associado a suscetibilidade genética ao cancer de prostata, e
seu achado nesta matriz contribui para ampliar o conhecimento sobre esse eixo
biolégico (125).

Esses achados se alinham aos principios estruturais da biologia de redes
descritos por Barabasi et al. e Jeong et al., segundo os quais proteinas com alta
conectividade (hubs) tendem a desempenhar fungbes essenciais, reguladoras e
sensiveis a perturbacgdes funcionais. Redes PPl com essa arquitetura refletem uma
organizacdo modular e hierarquica que responde ao estado fisiopatologico do
sistema biolégico analisado (126,127). De forma complementar, conforme
demonstrado por Yu et al., os hubs atuam como pontos de convergéncia entre
diferentes modulos funcionais em redes bioldgicas (128). Essa propriedade
estrutural é compativel com a integracdo de vias inflamatorias, metabdlicas e
imunologicas, processos amplamente implicados na biologia do cancer de prostata e
corroborados pelo presente estudo.

Entre as limitagdes da avaliacdo protedmica realizada nesta tese, destaca-se
0 numero reduzido do grupo controle, dos subgrupos clinicos e histologicos, o que
compromete a realizagdo de inferéncias estatisticas mais robustas. Houve
dificuldade no recrutamento e na adesédo dos pacientes a coleta pos-ejaculatoria,
possivelmente relacionada a barreiras pessoais ou constrangimentos associados a
coleta da matriz. Tais fatores podem restringir a aplicabilidade ampla da técnica em
etapas subsequentes de validagcdo, cenarios de rastreamento populacional ou
pratica clinica cotidiana. Cabe ainda destacar a auséncia de pacientes negros na
amostra, o que limita a representatividade em relacdo a populagdo brasileira e
reflete predominantemente o perfil da saude suplementar. Adicionalmente, a
auséncia de analise paralela com urina espontanea restringe a interpretagcdo sobre o
impacto especifico da ejaculagdo no perfil protedbmico. Ainda assim, os resultados
obtidos oferecem base experimental solida e original, com potencial para orientar
futuras validagdes funcionais e o desenvolvimento de estratégias ndo invasivas de

caracterizagdo molecular no cancer de prostata.
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5.2 Deteccao da fusao TMPRSS2-ERG por sequenciamento de nova geragao
(NGS)

A fusdo génica TMPRSS2-ERG é um dos eventos moleculares mais
frequentes no cancer de proéstata, descrita inicialmente por Tomlins et al. (2005) em
aproximadamente 50% dos casos. Sua relevancia biolégica decorre da ativagao
transcricional do oncogene ERG sob o controle do promotor do gene TMPRSS2,
induzida por estimulo androgénico, resultando em alteragbes na diferenciagéao
epitelial, aumento da invasividade e progressao tumoral (129,130). A avaliagao
dessa fusdo vem sendo explorada tanto em tecido tumoral quanto em amostras néo
invasivas, como urina e plasma, com potenciais aplicacbes diagndsticas,
prognosticas e terapéuticas. No presente estudo, utilizou-se a plataforma de
sequenciamento de nova geragdo, com o painel Oncomine Focus Fusion, para
investigar a presenga da fusdo TMPRSS2-ERG em amostras pareadas de tecido
prostatico e urina pds-ejaculatéria, com o objetivo de explorar a viabilidade técnica e
a frequéncia de deteccdo em ambas as matrizes.

A analise da fusdo TMPRSS2-ERG por NGS foi realizada com sucesso em
todas as amostras de tecido tumoral disponiveis, sendo a exclusao de alguns casos
decorrente exclusivamente da indisponibilidade de material parafinado, limitacédo
comum em estudos com amostras arquivadas.

Em contrapartida, a analise em urina foi comprometida por falhas técnicas em
12 dos 26 pacientes (46%), principalmente durante as etapas de extragdo ou
amplificacdo do RNA, impactando negativamente o desempenho global do método
nesta matriz. A auséncia de estabilizante de RNA no momento da coleta pode ter
favorecido a degradacdo enzimatica precoce, especialmente diante do intervalo
entre coleta, centrifugagcdo e congelamento, configurando uma limitagao
metodoldgica que pode ter contribuido para esse resultado.

A fusdo TMPRSS2-ERG foi detectada em 5 de 16 casos (31%) na matriz
tumoral. Ja nas amostras de urina pdés-ejaculatéria com processamento bem-
sucedido, a deteccdo ocorreu em 6 de 14 pacientes (43%). Esses resultados sao
comparaveis as taxas relatadas por Tomlins et al., que detectaram a fuséo
TMPRSS2-ERG em 46% a 72% das amostras urinarias com RNA informativo,
utilizando RT-gPCR padronizado em urina pds-toque retal, com controle interno
baseado na expressdao de PSA (132). Embora a metodologia empregada no
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presente estudo seja distinta, os achados reforgam a viabilidade da urina poés-
ejaculatéria como fonte ndo invasiva para analise transcricional da fusdo génica,
desde que condigbes pré-analiticas adequadas sejam asseguradas.

A fusdo TMPRSS2-ERG foi detectada em amostras tumorais e urinarias de
pacientes com diferentes graus histolégicos, com frequéncia crescente nos grupos
ISUP mais elevados, sugerindo uma possivel associagdo entre a presencga da fuséo
e tumores mais agressivos. Esse padrdo foi descrito por Hagglof et al., que
identificaram maior frequéncia da fusdao em tecidos tumorais de neoplasias
prostaticas agressivas (133). Os achados do presente estudo contribuem para o
entendimento preliminar do comportamento da fusdo TMPRSS2-ERG ao longo do
espectro histolégico do cancer de prostata, com base em uma matriz ndo invasiva.

Foi observada concordancia total entre os resultados obtidos nas nove
amostras com analise técnica viavel em ambas as matrizes: a fusdo TMPRSS2-
ERG foi simultaneamente detectada em quatro casos e ausente em cinco. O
coeficiente kappa estimado foi de 1,0, indicando concordancia perfeita entre urina
poOs-ejaculatéria e tecido tumoral na detecgdo da fusdo génica. Esse achado sugere
que, sob condi¢des técnicas adequadas, o sequenciamento de nova geragédo da
urina pos-ejaculatéria pode refletir com fidelidade a presenga da fusdo génica
observada no tecido prostatico.

A etapa de avaliacdo da fusdo TMPRSS2-ERG por NGS nesta tese
apresenta limitagdes. O tamanho amostral reduzido, especialmente apds a exclusao
de casos inviaveis por limitagbes técnicas ou logisticas, restringe o poder estatistico
e a possibilidade de generalizagdo dos resultados. Além disso, a inclusdo exclusiva
de pacientes com bidpsia positiva para adenocarcinoma da préstata introduz viés de
selecao e impede a avaliacdo da especificidade da técnica frente a individuos sem
neoplasia. Adicionalmente, a detec¢cdo da fusdo nao foi acompanhada de validagao
com métodos alternativos previamente consolidados, como FISH, RT-gPCR ou
imuno-histoquimica, o que limita a comparacdo direta com plataformas
convencionais. Também n&o foram realizadas coletas de urina basal ou pés-toque
retal, impossibilitando avaliar isoladamente o impacto da ejaculagdo sobre a
liberacao urinaria do RNA prostatico.

Apesar dessas restrigbes, as dificuldades técnicas enfrentadas ao longo do
processo — especialmente na manipulacdo do RNA urinario — proporcionaram

aprendizado pratico relevante, contribuindo para o aperfeicoamento de protocolos
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laboratoriais e para o acumulo de expertise institucional na conducédo de analises

moleculares em matrizes bioldgicas alternativas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados desta tese demonstram que a urina pos-ejaculatoria pode
refletir alteragdes funcionais e moleculares associadas ao cancer de préstata. Trata-
se de um estudo inédito ao aplicar espectrometria de massas e NGS a essa matriz,
com delineamento individualizado e comparacdes estratificadas. A analise
protedbmica por LC-MS/MS com aquisi¢do dependente de dados (DDA) revelou um
conjunto expressivo de proteinas diferencialmente abundantes, enquanto a detecg¢ao
da fusdo TMPRSS2-ERG por NGS mostrou viabilidade técnica e alta concordancia
com o tecido tumoral. Apesar das limitagdes amostrais e logisticas, os achados
fornecem base experimental solida e inovadora para futuras validagdes e para o
desenvolvimento de estratégias ndo invasivas de caracterizagdo molecular no

cancer de prostata.
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APENDICES

Apéndice A - Lista de DAPs identificadas na comparacao entre o grupo com

bidépsia positiva e o grupo controle

Accession Gene name | logFC| AveExpr t P-Value | Adjusted p-value B

Q96C86 DCPS -3,40 19,43 |-2,62] 0,01 0,80 -2,81
P02452 COL1A1 -3,35 20,27 1-3,55] 0,00 0,25 -0,89
Q8NBS9 TXNDC5 -2,21 18,18 1-3,83] 0,00 0,25 -0,25
P13671 C6 -1,87 17,92 |1-2,58] 0,01 0,80 -2,88
AOAVF 1 IFT56 -1,81 18,86 |-2,70] 0,01 0,80 -2,66
Q16849 PTPRN -1,81 18,59 [-2,42( 0,02 0,83 -3,16
P81605 DCD -1,80 21,13 |-2,29] 0,03 0,83 -3,38
Q86Y38 XYLTA1 -1,75 19,36 | -2,11 0,04 0,83 -3,68
P14780 MMP9 -1,73 19,07 |-2,45[ 0,02 0,83 -3,11
P33908 MAN1A1 -1,63 21,64 |-262| 0,01 0,80 -2,81
P05783 KRT18 -1,56 22,89 [-2,03[ 0,05 0,83 -3,81
Q9H336 CRISPLD1 | -1,53 18,21 -2,04| 0,05 0,83 -3,78
P54753 EPHB3 -1,52 18,10 |-2,07( 0,04 0,83 -3,74
P05060 CHGB -1,48 22,80 [-2,36] 0,02 0,83 -3,27
P50502 ST13 -1,45 17,37 1-243] 0,02 0,83 -3,15
AOA087WSY6 IGKV3D-15 | -1,44 2540 [-2,13] 0,04 0,83 -3,65
P01127 PDGFB -1,37 18,81 -2,28| 0,03 0,83 -3,40
Q6UXI9 NPNT -1,36 17,73 |-2,41 0,02 0,83 -3,17
Q9ULB1 NRXN1 -1,35 19,38 1-2,19] 0,03 0,83 -3,56
Q03591 CFHR1 -1,31 19,92 [-2,07( 0,04 0,83 -3,74
P19971 TYMP -1,30 18,74 1-2,23| 0,03 0,83 -3,48
Q02224 CENPE -1,28 17,88 |1-2,60] 0,01 0,80 -2,85
Q5T1S8 NCMAP -1,24 19,563 |-2,02] 0,05 0,83 -3,82
P00966 ASS1 -1,23 19,16 |-2,08| 0,04 0,83 -3,72
Q9BS26 ERP44 -1,17 17,06 |-2,75( 0,01 0,80 -2,57
Q9UMX5 NENF -1,14 18,63 1-2,14] 0,04 0,83 -3,63
Q9Y4CO0 NRXN3 -1,10 17,84 1-213] 0,04 0,83 -3,65
P19021 PAM -1,07 19,66 |-2,05| 0,05 0,83 -3,78
Q99715 COL12A1 -1,05 21,31 -2,36| 0,02 0,83 -3,27
P61970 NUTF2 -0,83 23,33 [-2,04[ 0,05 0,83 -3,78
P62937 PPIA 0,92 21,47 2,19 0,03 0,83 -3,55
075351 VPS4B 1,17 17,94 2,18 0,03 0,83 -3,57
P63000 RAC1 1,24 19,29 2,10 0,04 0,83 -3,70
Q9Y2E5 MAN2B2 1,28 19,76 2,16 0,04 0,83 -3,60
P08603 CFH 1,40 19,27 2,23 0,03 0,83 -3,49
P04216 THY1 1,41 21,14 2,02 0,05 0,83 -3,83
P06681 Cc2 1,45 17,79 2,40 0,02 0,83 -3,20
P50395 GDI2 1,46 19,94 2,10 0,04 0,83 -3,70
P06870 KLK1 1,65 23,40 2,08 0,04 0,83 -3,72
P24593 IGFBP5 1,68 19,12 2,55 0,01 0,80 -2,93
P42702 LIFR 1,69 18,23 2,21 0,03 0,83 -3,562
P02763 ORM1 1,81 26,94 2,08 0,04 0,83 -3,72
P04196 HRG 1,98 19,00 2,73 0,01 0,80 -2,60
P20933 AGA 2,01 19,30 2,71 0,01 0,80 -2,63
P49327 FASN 2,04 18,85 2,33 0,02 0,83 -3,32
P55287 CDH11 2,07 22,80 2,95 0,00 0,76 -2,17
P04180 LCAT 2,29 20,92 3,66 0,00 0,25 -0,64
Q9UPT9 USP22 243 19,44 2,28 0,03 0,83 -3,41
Q8WVNG6 SECTMA1 2,77 22,59 2,37 0,02 0,83 -3,24
P10153 RNASE2 2,93 25,42 3,38 0,00 0,31 -1,27
P25092 GUCY2C 3,62 20,50 2,92 0,01 0,76 -2,23




biépsia negativa e o grupo controle

Accession Gene name |logFC| AveExpr| t | P-Value[ Adjusted p-value| B

Q96C86 DCPS -3,66 | 19,43 [-2,80( 0,01 0,98 -3,36
P49221 TGM4 -3,54 | 22,02 [-2,62] 0,01 0,98 -3,54
Q9HC84 MUC5B -290 | 20,62 [-2,31] 0,03 0,98 -3,81
P02452 COL1A1 -2,85| 20,27 [-3,00{ 0,00 0,72 -3,17
Q8N4F0 BPIFB2 -284 | 20,62 [-2,23] 0,03 0,98 -3,87
P00738 HP -2,74 | 25,30 [-2,71] 0,01 0,98 -3,45
P05783 KRT18 -2,06 | 2289 [-2,68] 0,01 0,98 -3,48
AOAVF 1 IFT56 -2,04 | 1886 [-3,02] 0,00 0,72 -3,15
P21333 FLNA -1,77 1 19,59 [-2,25] 0,03 0,98 -3,86
P81605 DCD -1,67 1 21,13 [-2,12] 0,04 0,98 -3,96
P14780 MMP9 -1,61 19,07 [-2,27] 0,03 0,98 -3,85
P54753 EPHB3 -1,58 | 18,10 [-2,14| 0,04 0,98 -3,95
AOAO087WSY6 [ IGKV3D-15]-1,48| 2540 |-2,18[ 0,03 0,98 -3,92
Q6UXI9 NPNT -1,41 17,73 1-2,49] 0,02 0,98 -3,65
Q8NBS9 TXNDC5 [-1,38| 18,18 [-2,38] 0,02 0,98 -3,75
P98160 HSPG2 -0,96 | 27,50 [-2,06] 0,04 0,98 -4,01
Q9BRK3 MXRAS8 1,08 2288 12,09]| 0,04 0,98 -3,99
075351 VPS4B 1,11 17,94 [2,05] 0,05 0,98 -4,02
Q9UNNS PROCR 1,18 23,89 |2,06( 0,04 0,98 -4,01
075144 ICOSLG 1,33 19,91 12,02 0,05 0,98 -4,04
P78324 SIRPA 1,42 22,87 12,13[ 0,04 0,98 -3,96
075594 PGLYRP1 | 1,44 24,39 |12,03[ 0,05 0,98 -4,04
Q9UGT4 SUSD2 1,62 18,48 |[2,33| 0,02 0,98 -3,79
P06870 KLK1 1,75 23,40 |2,21( 0,03 0,98 -3,89
P20933 AGA 1,82 19,30 |1 2,45| 0,02 0,98 -3,68
P04180 LCAT 2,20 20,92 |3,50( 0,00 0,72 -2,66
P55287 CDH11 2,25 22,80 |3,19( 0,00 0,72 -2,98
P01023 A2M 2,28 20,88 | 2,10 0,04 0,98 -3,98
P10153 RNASE2 2,76 2542 13,16 0,00 0,72 -3,01
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Apéndice B - Lista de DAPs identificadas na comparacao entre o grupo com



bidépsia positiva e bidépsia negativa

Accession [ Gene name |logFC| AveExpr| t |P-Value| Adjusted p-value | B

Q03154 ACY1 -1,62 [ 19,89 [-2,95[ 0,00 0,998 -4,45
Q6UXD5 SEZ6L2 -1,31 17,86 [-2,40( 0,02 0,998 -4,50
P08582 MELTF -1,13 [ 19,25 [-2,20( 0,03 0,998 -4,52
Q12860 CNTN1 -1,02 ] 19,36 |-2,17] 0,03 0,998 -4,52
014818 PSMA7 -0,98 [ 17,80 [-2,26[ 0,03 0,998 -4,51
P16422 EPCAM -0,90| 18,47 |-2,10] 0,04 0,998 -4,52
043895 XPNPEP2 | -0,82 | 17,23 [-2,24] 0,03 0,998 -4,51
Q9BRK3 MXRA8 -0,82 22,88 |[-2,21[ 0,03 0,998 -4,52
Q9BS26 ERP44 -0,65[ 17,06 [-2,12[ 0,04 0,998 -4,52
P02748 C9 0,94 22,18 2,26 0,03 0,998 -4,51
P24593 IGFBP5 1,03 19,12 |12,18| 0,03 0,998 -4,52
P30044 PRDX5 1,05 19,09 |2,06| 0,05 0,998 -4,53
Q9UBX7 KLK11 1,44 2246 2,31 0,03 0,998 -4,51
Q66K66 TMEM198 | 1,54 19,13 12,33| 0,02 0,998 -4,50
P00738 HP 1,54 25,30 |2,12] 0,04 0,998 -4,52
P06727 APOA4 1,55 20,92 |12,10| 0,04 0,998 -4,52
P19823 ITIH2 1,56 18,21 |1 2,08| 0,04 0,998 -4,53
Q08629 SPOCK1 1,63 20,67 2,73 0,01 0,998 -4,47
P05164 MPO 1,65 19,48 |12,25| 0,03 0,998 -4,51
P29401 TKT 1,89 18,60 |2,55| 0,01 0,998 -4,48
P49221 TGM4 2,10 22,02 |12,15] 0,04 0,998 -4,52
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Apéndice C - Lista de DAPs identificadas na comparacao entre o grupo com
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Apéndice D - Lista de DAPs identificadas na comparacao entre o grupo com

bidpsia positiva e os grupos com biépsia negativa e controle

Accession | Gene name | logFC | AveExpr t P-Value | Adjusted p-value B
Q03154 ACY1 -1,305] 19,885 [-2,704| 0,009 0,992 -4,451
Q6UXD5 SEZ6L2 -1,269| 17,855 [-2,526| 0,015 0,992 -4,471
Q8NBS9 TXNDC5 |-1,196| 18,179 |-2,952| 0,005 0,992 -4,423
P08582 MELTF -1,120| 19,248 [-2,373| 0,022 0,992 -4,487
P13671 C6 -1,038| 17,917 [-2,100| 0,041 0,992 -4,514
P33908 MAN1A1 -0,969| 21,638 [-2,286| 0,027 0,992 -4,496
014818 PSMA7 -0,933| 17,803 [-2,336| 0,024 0,992 -4,490
Q12860 CNTN1 -0,922| 19,359 [-2,135]| 0,038 0,992 -4,510
P50502 ST13 -0,882| 17,370 [-2,179] 0,034 0,992 -4,506
P02649 APOE -0,843 | 21,747 |[-2,283| 0,027 0,992 -4,496
Q9BS26 ERP44 -0,789| 17,058 [-2,739| 0,009 0,992 -4,447
P14384 CPM -0,764 | 21,269 [-2,068| 0,044 0,992 -4,517
043895 XPNPEP2 [-0,708| 17,235 |-2,075( 0,043 0,992 -4,516
P61970 NUTF2 -0,573| 23,332 [-2,110] 0,040 0,992 -4,513
P02748 C9 0,808 | 22,179 | 2,097 [ 0,041 0,992 -4,514
P06681 Cc2 0,906 | 17,788 | 2,216 [ 0,031 0,992 -4,502
P04196 HRG 1,025 | 18,997 | 2,062 | 0,044 0,992 -4,517
P07478 PRSS2 1,082 [ 17,996 | 2,047 | 0,046 0,992 -4,519
Q71U36 TUBA1A 1,166 | 20,201 | 2,027 | 0,048 0,992 -4,521
P24593 IGFBP5 1,202 | 19,120 | 2,723 | 0,009 0,992 -4,449
Q08629 SPOCK1 1,289 [ 20,665 | 2,291 0,026 0,992 -4,495
P02675 FGB 1,313 [ 19,161 | 2,010 | 0,050 0,992 -4,522
Q66K66 TMEM198 | 1,424 | 19,133 | 2,341 0,023 0,992 -4,490
P05164 MPO 1,434 | 19,476 | 2,116 | 0,039 0,992 -4,512
P49327 FASN 1,470 | 18,847 | 2,507 | 0,015 0,992 -4,473
P19823 ITIH2 1,668 [ 18,215 | 2,409 | 0,020 0,992 -4,483
P29401 TKT 1,902 | 18,598 | 2,774 | 0,008 0,992 -4,444
P25092 GUCY2C | 2,016 [ 20,496 | 2,369 | 0,022 0,992 -4,487




1elISUP 22
Accession | Gene name | logFC | AveExpr t P-Value | Adjusted p-value B
P14555 PLA2G2A |[-1,893| 20,835 |-2,206( 0,036 0,738 -3,682
Q9HB40 SCPEP1 |-1,767| 20,188 [-2,930| 0,007 0,738 -2,799
Q14515 SPARCL1 |[-1,741| 22024 |-3,372| 0,002 0,619 -2,216
P34059 GALNS -1610| 18,997 [-3,229| 0,003 0,648 -2,406
Q14118 DAG1 -1,598 | 20,447 [-2,489| 0,019 0,738 -3,351
P55268 LAMB2 -1441| 19523 (-2,182| 0,038 0,738 -3,709
Q13477 MADCAM1 |-1,366| 18,891 [-2,092| 0,045 0,792 -3,809
P25774 CTSS -1,366| 18,463 [-2,282| 0,030 0,738 -3,595
P00491 PNP -1,338| 19,004 (-2605| 0,014 0,738 -3,209
Q53RD9 FBLN7 -1,267| 18,814 [-2,401| 0,023 0,738 -3,456
Q14507 EDDM3A |-1,260( 19490 |-2,065| 0,048 0,792 -3,840
P48745 CCN3 -1,195| 23,729 (-2,338| 0,027 0,738 -3,5630
Q16706 MAN2A1 | -1,159| 17,544 (-2,337| 0,027 0,738 -3,532
Q12794 HYAL1 -1,114| 17,493 [-2,060| 0,049 0,792 -3,844
P05067 APP -1,108| 20,483 [-2,195| 0,037 0,738 -3,695
Q9H665 IGFLR1 -1,085| 18486 |-2,056| 0,049 0,792 -3,848
P40925 MDH1 -1,024| 20,683 |[-2,063| 0,048 0,792 -3,842
P06865 HEXA -0,867 | 20,907 |[-2,225| 0,034 0,738 -3,661
P02743 APCS 0819 | 21559 | 2049 | 0,050 0,792 -3,856
095445 APOM 1,157 | 19,653 | 2,071 | 0,048 0,792 -3,832
P02748 Cc9 1,192 | 22491 | 2248 | 0,033 0,738 -3,635
P01824 IGHV4-39 | 1213 | 22066 | 2,388 | 0,024 0,738 -3,472
P02647 APOA1 1241 | 24522 | 2404 | 0,023 0,738 -3,452
P02652 APOA2 1275 | 21,808 | 2281 0,030 0,738 -3,596
Q5T750 KPLCE 1,286 | 18,201 | 2,255 | 0,032 0,738 -3,626
P08185 SERPINAG | 1,298 | 23,043 | 2,103 [ 0,045 0,792 -3,798
Q13561 DCTN2 1298 | 17,734 | 2655 0,013 0,738 -3,148
P51149 RAB7A 1332 | 17659 | 2279 | 0,030 0,738 -3,599
P01701 IGLV1-51 | 1,431 | 20960 | 2,183 | 0,037 0,738 -3,709
P01703 IGLV1-40 | 1443 | 18578 | 2629 | 0,014 0,738 -3,180
P20290 BTF3 1528 | 18,711 | 2,204 | 0,036 0,738 -3,685
P43652 AFM 1532 | 23,181 | 2231 | 0,034 0,738 -3,655
AOAODC4DH35 | IGHV3-35 | 1,570 | 18845 | 2612 | 0,014 0,738 -3,200
Q8HD89 RETN 1,582 | 20,187 | 2,394 | 0,024 0,738 -3,465
ADAD75BBK4 IGLV3-10 [ 1,749 | 21,089 | 2743 | 0,010 0,738 -3,037
P80748 IGLV3-21 [ 1812 | 19964 | 2264 | 0,031 0,738 -3,617
Q86UP8 GTF2IRD2 | 1,878 | 23,103 | 2434 | 0,021 0,738 -3,417
Q66K66 TMEM198 | 1,891 | 19,947 (2524 | 0,017 0,738 -3,309
P01130 LDLR 1,903 | 20,341 | 2,392 | 0,024 0,738 -3,467
P01714 IGLV3-19 [ 1937 | 20,041 | 2298 | 0,029 0,738 -3,577
P05164 MPO 1960 | 20,324 | 2274 | 0,031 0,738 -3,605
AOADB7WSY4 | IGHV4-30-2 | 2062 | 18,735 | 2,981 | 0,006 0,738 -2,732
P29401 TKT 2115 | 19470 | 2,059 [ 0,049 0,792 -3,846
Q96HU8 DIRAS2 2175 | 19,320 | 2,200 | 0,036 0,738 -3,690
P06702 S100A9 2208 | 23190 |[2671| 0,012 0,738 -3,127
P02675 FGB 2360 | 19,922 | 3,359 | 0,002 0,619 -2,233
P01593 IGKV1D-33 | 2437 | 18,941 | 2376 | 0,024 0,738 -3,485
P19823 ITIH2 2544 | 19,132 | 2435 | 0,021 0,738 -3,416
P01768 IGHV3-30 | 2613 | 20436 | 2737 | 0,011 0,738 -3,045
P01599 IGKV1-17 | 2,802 | 22848 | 2899 | 0,007 0,738 -2,838
P01602 IGKV1-5 2929 | 19774 | 4216 [ 0,000 0,190 -1,078
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Apéndice F - Lista de DAPs identificadas na comparagao entre os grupos

alto/intermediario-desfavoravel e baixo risco

Accession Gene name | logFC | AveExpr t P-Value | Adjusted p-value B
P03973 SLPI -2,699( 25483 [-2,717| 0,011 0,199 -2,789
P61769 B2M -2,672| 27,092 [-2,776[ 0,010 0,193 -2,669
P20155 SPINK2 -2494| 21,610 [-2,354( 0,026 0,271 -3,488
Q14118 DAG1 -2,429 | 20,486 [-3,370( 0,002 0,127 -1,407
P07288 KLK3 -2,355[ 29,092 [-2,659( 0,013 0,210 -2,903
P01033 TIMP1 -2,295( 24924 [-2,446| 0,021 0,245 -3,315
Q9BRK5 SDF4 -2,252 | 19,447 |-2,866( 0,008 0,186 -2,485
P40925 MDH1 -2,251| 20,621 [-3,814( 0,001 0,111 -0,409
P14555 PLA2G2A [-2,200( 20,948 [-2,061( 0,049 0,363 -4,005
Q9HC38 GLOD4 -2,120| 18,269 [-2,916( 0,007 0,179 -2,381
P01034 CST3 -2,088[ 25,131 [-2,321| 0,028 0,281 -3,548
P08118 MSMB -2,071| 28,881 [-2,357( 0,026 0,271 -3,482
P61916 NPC2 -1,979( 26,650 [-2,362( 0,026 0,271 -3,474
Q14515 SPARCL1 |-1,898| 21,993 |-2,737| 0,011 0,193 -2,748
P10909 CLU -1,882( 28,110 [-2,431[ 0,022 0,246 -3,345
P60022 DEFB1 -1,877| 25,376 [-2,595[ 0,015 0,219 -3,031
P05060 CHGB -1,853 [ 22,526 [-2,775( 0,010 0,193 -2,672
P45877 PPIC -1,834 [ 20,118 [-2,979[ 0,006 0,175 -2,250
Q06828 FMOD -1,828 [ 19,643 [-2,525( 0,018 0,237 -3,165
Q9HB40 SCPEP1 -1,813 [ 20,227 [-2,307( 0,029 0,287 -3,575
PODP57 SLURP2 -1,765| 23,144 [-2,338( 0,027 0,276 -3,518
P00491 PNP -1,707 | 18,932 [-2,605[ 0,015 0,219 -3,010
P00558 PGK1 -1,706 | 21,661 [-2,610( 0,015 0,219 -3,001
P54108 CRISP3 -1,705[ 23,901 [-2,215[ 0,035 0,324 -3,739
P14384 CPM -1,702| 20,829 [-2,560( 0,016 0,228 -3,097
P07900 HSP90AA1 [-1,697 | 21,947 [-2,056| 0,050 0,363 -4,015
Q8N114 SHISAS -1,659 [ 23,770 [-2,335( 0,027 0,276 -3,523
P16870 CPE -1,567 | 25,778 [-2,383[ 0,024 0,264 -3,435
P06733 ENO1 -1,549 22,872 [-2,465( 0,020 0,245 -3,281
P34059 GALNS -1,514 [ 19,035 [-2,584( 0,015 0,221 -3,052
Q15828 CST6 -1,507 [ 23,024 ([-2,382( 0,025 0,264 -3,437
P08637 FCGR3A [-1,505( 21,176 [-2,117( 0,044 0,346 -3,911
P48745 CCN3 -1,423 | 23,732 [-2,174( 0,039 0,332 -3,812
Q8IWU5 SULF2 -1,416| 24,898 |-2,084( 0,047 0,351 -3,968
043505 B4GAT1 -1,369 [ 20,763 [-2,443| 0,021 0,245 -3,321
Q9BRK3 MXRAS8 -1,333[ 22,609 [-2,500( 0,019 0,243 -3,214
P30041 PRDX6 11771 21,791 [-2,255( 0,032 0,306 -3,667
P42785 PRCP -1,040( 21,588 [-2,184( 0,038 0,328 -3,795
Q7KYR7 BTN2A1 1,139 | 25,428 | 2,151 0,041 0,334 -3,851

AOA075B6S2 | IGKV2D-29 | 1,247 | 25,298 | 2,091 0,046 0,349 -3,955
Q8WXW3 PIBF1 1,256 | 22,886 | 2,098 | 0,045 0,349 -3,943
P02790 HPX 1,370 | 25,921 | 2,464 | 0,020 0,245 -3,282
P37837 TALDO1 1,421 17,815 | 2,133 | 0,042 0,337 -3,883
P01024 C3 1,436 | 26,237 | 2,289 | 0,030 0,294 -3,606
P01703 IGLV1-40 1,442 18,548 | 2,091 0,046 0,349 -3,954
P02743 APCS 1,490 | 21,549 | 3,185 | 0,004 0,148 -1,812
Q13561 DCTN2 1,494 17,614 | 2,231 0,034 0,319 -3,712
P06312 IGKV4-1 1,496 | 22,322 | 2,147 | 0,041 0,334 -3,858
P02652 APOA2 1,578 | 21,802 | 2,206 | 0,036 0,324 -3,756
P05543 SERPINA7 | 1,588 | 23,879 | 2,743 | 0,011 0,193 -2,737
P02647 APOA1 1,655 | 24,527 | 2,531 0,017 0,237 -3,153
P07360 C8G 1,667 17,954 | 2,510 | 0,018 0,241 -3,194
P05783 KRT18 1,674 | 22,861 | 2,097 | 0,046 0,349 -3,945
P04216 THY1 1,704 | 21,389 | 2,153 | 0,040 0,334 -3,848
P05109 S100A8 1,735 | 23,726 | 2,163 | 0,040 0,332 -3,830
095445 APOM 1,736 19,691 | 2,636 | 0,014 0,218 -2,949
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P01700 IGLV1-47 | 1,764 | 22,087 | 2,439 | 0,022 0,245 -3,329
P01857 IGHG1 1,769 | 28,749 | 3,707 | 0,001 0,111 -0,654
P00747 PLG 1,781 | 23,246 | 2,480 | 0,020 0,245 -3,252
P00450 CP 1,800 | 25,292 | 2,847 | 0,008 0,189 -2,525
P01859 IGHG2 1,817 | 27,415 [ 2,672 | 0,013 0,210 -2,877
Q9BYX2 TBC1D2 1,840 | 18,997 | 2,659 | 0,013 0,210 -2,905
AQAO075B610 IGLV8-61 1,844 | 21,065 | 2,112 | 0,044 0,346 -3,919
P30622 CLIP1 1,902 | 23,615 [2,191 | 0,037 0,326 -3,782
P02748 C9 1,907 | 22,489 |2944 | 0,007 0,179 -2,325
P01861 IGHG4 1,949 | 22,823 | 2,204 | 0,036 0,324 -3,758
Q14289 PTK2B 1,985 | 20,253 | 2,134 | 0,042 0,337 -3,882
P01834 IGKC 1,986 | 29,567 | 2,556 | 0,017 0,228 -3,105
AOAQC4DH25 | IGKV3D-20 | 2,016 | 21,994 | 2,209 | 0,036 0,324 -3,749
P19652 ORM2 2,020 | 26,950 | 2,998 | 0,006 0,173 -2,211
P02787 TF 2,028 | 29,273 | 3,007 | 0,006 0,173 -2,192
QINZHO0 GPRC5B | 2,063 | 18,775 | 2449 | 0,021 0,245 -3,310
P01780 IGHV3-7 12,073 | 23,366 | 3,209 | 0,003 0,148 -1,761
P08185 SERPINA6 | 2,086 | 23,044 | 2,745 | 0,011 0,193 -2,731
Q9HD89 RETN 2,094 | 20,184 | 2,598 | 0,015 0,219 -3,025
AOAQOAOMS15 [ IGHV3-49 | 2,097 | 19,227 | 2,759 | 0,010 0,193 -2,703
AOCA0B4J1X5 IGHV3-74 [ 2,101 [ 21,779 | 2,447 | 0,021 0,245 -3,315
P01824 IGHV4-39 | 2,136 [ 22,062 | 3,618 [ 0,001 0,111 -0,855
AQAO075B619 IGLV7-46 | 2,155 | 20,906 | 2,199 | 0,037 0,324 -3,768
AOAO75B6R9 | IGKV2D-24 | 2,210 [ 20,031 | 2,398 | 0,024 0,262 -3,407
AQAQ075B6K4 IGLV3-10 | 2,279 | 21,065 | 2,762 | 0,010 0,193 -2,699
AOAOB4J2HO | IGHV1-69D | 2,401 [ 20,044 | 3,036 | 0,005 0,170 -2,131
P01701 IGLV1-51 | 2,405 | 20,952 | 3,070 [ 0,005 0,169 -2,059
060635 TSPAN1 2416 | 18,719 | 2,786 | 0,010 0,193 -2,649
AOAOB4J1Y9 IGHV3-72 [ 2,481 [ 21,157 | 2,940 [ 0,007 0,179 -2,331
P23083 IGHV1-2 | 2,484 | 20,107 | 2,869 | 0,008 0,186 -2,479
P20160 AZU1 2,503 | 18,952 | 2,169 | 0,039 0,332 -3,821
P01782 IGHV3-9 2524 | 19,655 | 2,925 | 0,007 0,179 -2,364
AOAO0B4J1U7 IGHV6-1 2,624 | 20,650 | 2,824 | 0,009 0,193 -2,571
P43652 AFM 2,677 | 23,183 | 3,277 | 0,003 0,142 -1,612
P02763 ORM1 2,726 | 27,538 | 3,127 | 0,004 0,160 -1,937
AOAOC4DH35 | IGHV3-35 | 2,748 [ 18,823 | 4,072 [ 0,000 0,111 0,184
P02675 FGB 2,828 | 19,796 | 2,905 | 0,007 0,179 -2,405
P00738 HP 2,883 | 25,769 | 2,676 | 0,013 0,210 -2,871
Q9H497 TOR3A 2,889 | 19,217 | 2,279 | 0,031 0,297 -3,625
P06702 S100A9 2931 | 23,192 2,793 | 0,009 0,193 -2,635
P04899 GNAI2 2939 | 22,410 | 3,071 | 0,005 0,169 -2,057
P01599 IGKV1-17 [ 2964 [ 22,820 | 2,275 | 0,031 0,297 -3,633
Q9UPTY uspP22 3,036 | 19,802 | 2,474 | 0,020 0,245 -3,264
P01602 IGKV1-5 3,172 | 19,814 | 3,665 | 0,001 0,111 -0,749
P05164 MPO 3,233 | 20,097 | 2617 | 0,014 0,219 -2,987
P80748 IGLV3-21 | 3,296 [ 19,850 | 3,398 | 0,002 0,127 -1,346
Q86UP8 GTF2IRD2 | 3,336 [ 23,047 | 3,335 | 0,002 0,131 -1,485
AOAO087WSY4 | IGHV4-30-2 | 3,344 [ 18,601 | 4,041 [ 0,000 0,111 0,113
P01130 LDLR 3,402 | 20,306 | 3,649 | 0,001 0,111 -0,784
P01768 IGHV3-30 | 3,435 20,587 | 3,186 | 0,004 0,148 -1,810
Q66K66 TMEM198 | 3,462 | 19,730 | 3,394 | 0,002 0,127 -1,354
Q96KQ4 PPP1R13B | 3,623 [ 19,155 | 3,176 [ 0,004 0,148 -1,830
P19823 ITIH2 3,770 | 19,206 | 3,049 | 0,005 0,170 -2,103
P29401 TKT 4,013 | 19,494 | 3,401 | 0,002 0,127 -1,340
Q9H6NG6 MYH16 4,046 | 19,872 | 3,838 | 0,001 0,111 -0,354
P25092 GUCY2C 14310 | 21,568 | 3,583 | 0,001 0,111 -0,933
P01593 IGKV1D-33 | 4,402 | 18,879 | 3,511 | 0,002 0,121 -1,094
Q96HU8 DIRAS2 4483 | 19,339 | 4,320 | 0,000 0,111 0,760
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intermediario-favoravel e baixo risco

Apéndice G - Lista de DAPs identificadas na comparagao entre os grupos

Accession | Gene name [ logFC | AveExpr t P-Value | Adjusted p-value B
Q13477 MADCAMI [-1,813| 18,782 |-2,467| 0,020 0,997 -4,544
P55268 LAMB2 -1,755] 19,440 |[-2,276 | 0,031 0,997 -4,552
Q14515 SPARCL1 [-1,690| 21,993 [-2,759] 0,010 0,997 -4,531
P15289 ARSA -1,626 | 20,007 |-2,212( 0,036 0,997 -4,554
Q53RD9 FBLN7 -1,576 | 18,846 |-2,708 | 0,012 0,997 -4,534
QI9HB40 SCPEP1 -1,572 | 20,227 |-2,265| 0,032 0,997 -4,552
P34059 GALNS -1,522 ] 19,035 |-2,940| 0,007 0,997 -4,523
P08236 GUSB -1,505] 21,287 |-2,702| 0,012 0,997 -4,534
Q14507 EDDM3A |[-1,490| 19,486 [-2,215] 0,035 0,997 -4,554
P25774 CTSS -1,489 | 18,598 |-2,160| 0,040 0,997 -4,557
P10153 RNASE2 -1,462 | 25,823 |-2,299( 0,029 0,997 -4,551
P35052 GPCl1 -1,308 | 18,137 |-2,125[ 0,043 0,997 -4,558
P00491 PNP -1,280 | 18,932 |-2,212| 0,036 0,997 -4,554
015230 LAMAS -1,224 1 19,559 |-2,264| 0,032 0,997 -4,552
P11047 LAMCI -1,116 ] 19,790 |[-2,149| 0,041 0,997 -4,557
P56537 EIF6 1,028 18,820 [ 2,065 | 0,049 0,997 -4,560
Q15907 RABI11B 1,160 18,416 | 2,423 | 0,022 0,997 -4,546
Q9HOU4 RABIB 1,203 18,813 [ 2,065 | 0,049 0,997 -4,560
P01703 IGLV1-40 | 1,361 18,548 [ 2,233 | 0,034 0,997 -4,554
P25789 PSMA4 1,467 18,149 [ 2,305 | 0,029 0,997 -4,551
P51149 RAB7A 1,596 17,763 [ 2,548 | 0,017 0,997 -4,540
Q13561 DCTN2 1,878 17,614 [ 3,175 ] 0,004 0,997 -4,513
P02675 FGB 1,901 19,796 [ 2,211 0,036 0,997 -4,555
P01040 CSTA 2,094 18,944 [2,243 | 0,033 0,997 -4,553
P01602 IGKV1-5 2,479 19,814 [ 3,242 | 0,003 0,997 -4,510
P01599 IGKVI1-17 [2,829 | 22,820 | 2,458 | 0,021 0,997 -4,544
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Apéndice H - Lista de DAPs identificadas na comparagao entre os grupos

alto/intermediario-desfavoravel e intermediario-favoravel

Accession Gene name | logFC | AveExpr t P-Value | Adjusted p-value B
P03973 SLPI -3,837| 25,483 |-3,784| 0,001 0,296 -0,721
P20155 SPINK2 -3,335| 21,610 |-3,084( 0,005 0,296 -2,066
P01040 CSTA -3,176 | 18,944 |-2,944| 0,007 0,321 -2,324
P61769 B2M -2,860| 27,092 |-2,911[ 0,007 0,321 -2,384
P08118 MSMB -2,778| 28,881 |-3,097( 0,005 0,296 -2,041
P60022 DEFB1 -2,411| 25,376 |-3,264( 0,003 0,296 -1,727
P07288 KLK3 -2,115] 29,092 |-2,340| 0,027 0,376 -3,371
P02765 AHSG -2,111| 26,913 |-2,124| 0,043 0,410 -3,711
P19971 TYMP -2,061| 18,266 |-2,761| 0,010 0,339 -2,654
P10909 CLU -2,036| 28,110 |-2,575( 0,016 0,339 -2,978
P01033 TIMP1 -2,030| 24,924 |-2,119( 0,043 0,410 -3,719
Q969E1 LEAP2 -2,019| 24,412 |-2,449| 0,021 0,339 -3,191
P07900 HSP90AA1 [-1,995| 21,947 |-2,368[ 0,025 0,376 -3,326
Q5T749 KPRP -1,972| 18,181 |-2,275| 0,031 0,389 -3,475
P05452 CLEC3B [-1,970| 22,187 |-2,564| 0,016 0,339 -2,997
P08637 FCGR3A |-1968| 21,176 [-2,711] 0,012 0,339 -2,741
P54108 CRISP3 -1,963| 23,901 |-2,498( 0,019 0,339 -3,109
075015 FCGR3B |-1,960| 18,928 [-2,152| 0,040 0,401 -3,668
P40925 MDH1 -1,910| 20,621 |-3,171| 0,004 0,296 -1,902
Q9BRK5 SDF4 -1,846 | 19,447 |-2,301| 0,029 0,376 -3,433
Q9HC38 GLOD4 -1,839| 18,269 |-2,479| 0,020 0,339 -3,141
P00558 PGK1 -1,761] 21,661 |-2,639( 0,014 0,339 -2,868
P06733 ENO1 -1,758 | 22,872 |-2,740| 0,011 0,339 -2,690
P10451 SPP1 -1,750| 25,938 |-2,213[ 0,036 0,394 -3,574
Q6EMK4 VASN -1,679| 25,566 |-2,158| 0,040 0,401 -3,659
P31949 S100A11 -1,655| 20,389 |-2,058( 0,049 0,419 -3,812
P16870 CPE -1,645| 25,778 |-2,449| 0,021 0,339 -3,191
PODP57 SLURP2 -1,632| 23,144 |-2,117[ 0,044 0,410 -3,722
P00338 LDHA -1,631] 20,797 |-2,198( 0,037 0,394 -3,596
P05060 CHGB -1,620| 22,526 |-2,376[ 0,025 0,376 -3,311
P21810 BGN -1,600| 18,906 |-2,061[ 0,049 0,419 -3,807
P62258 YWHAE -1,697 | 21,860 |-2,174( 0,039 0,401 -3,635
P45877 PPIC -1,664| 20,118 |-2,488( 0,019 0,339 -3,126
Q14118 DAG1 -1,543| 20,486 |-2,096 [ 0,046 0,411 -3,754
Q8N114 SHISA5 -1,624 | 23,770 |-2,101| 0,045 0,411 -3,746
P07737 PFEN1 -1,623| 21,158 |-2,232( 0,034 0,393 -3,5644
P62979 RPS27A | -1,469| 25,748 |-2,204| 0,036 0,394 -3,687
Q9BRK3 MXRAS8 -1,377| 22,609 |-2,528| 0,018 0,339 -3,058
P30041 PRDX6 -1,253 | 21,791 |-2,352( 0,026 0,376 -3,352
P61970 NUTF2 -1,245| 23,049 |-2,403[ 0,023 0,364 -3,267
P02743 APCS 1,101 21,549 [ 2,305 | 0,029 0,376 -3,427
P07602 PSAP 1,195 | 26,125 [ 2,109 | 0,044 0,410 -3,735
POCOL5 C4B 1,218 | 25,223 [ 2,083 | 0,047 0,411 -3,775
P54802 NAGLU 1,247 | 23,048 [ 2,304 | 0,029 0,376 -3,429
P02790 HPX 1,269 | 25,921 [ 2,234 | 0,034 0,393 -3,541
P11279 LAMP1 1,286 | 23,058 [ 2,186 | 0,038 0,396 -3,616
P08195 SLC3A2 1,333 | 20,494 [ 2,904 | 0,007 0,321 -2,396
P19440 GGT1 1,375 | 22,269 [ 2,251 0,033 0,393 -3,5614
Q8TCTS8 SPPL2A 1,395 | 17,501 [ 2,089 [ 0,046 0,411 -3,765




Q16348 SLC15A2 1,494 | 17,553 | 2,212 | 0,036 0,394 -3,576
P00450 CP 1,506 | 25,292 | 2,334 | 0,027 0,376 -3,381
P01824 IGHV4-39 | 1,517 | 22,062 | 2,517 | 0,018 0,339 -3,078
P05543 SERPINA7 | 1,540 [ 23,879 | 2,605 | 0,015 0,339 -2,926
Q9Y5Y7 LYVE1 1,692 | 23,817 | 2,194 | 0,037 0,394 -3,604
P08236 GUSB 1,594 | 21,287 | 2,477 | 0,020 0,339 -3,145
P02787 TF 1,619 | 29,273 | 2,351 | 0,026 0,376 -3,353
Q54837 NHLRC3 1,672 | 19,257 | 2,322 | 0,028 0,376 -3,399
Q92956 TNFRSF14 | 1,680 | 19,673 | 2,129 | 0,042 0,410 -3,703
P17900 GM2A 1,685 | 26,512 | 2,443 | 0,021 0,339 -3,202
P01857 IGHG1 1,730 | 28,749 | 3,550 | 0,001 0,296 -1,178
P04216 THY1 1,748 | 21,389 | 2,164 | 0,039 0,401 -3,650
P01780 IGHV3-7 1,824 | 23,366 | 2,766 | 0,010 0,339 -2,645
P10153 RNASE2 1,877 | 25,823 | 2,553 | 0,017 0,339 -3,015
AOAOB4J2HO | IGHV1-69D | 1,879 | 20,044 | 2,327 | 0,028 0,376 -3,392
P43652 AFM 1,883 | 23,183 | 2,258 | 0,032 0,393 -3,503
P01782 IGHV3-9 1,933 | 19,655 | 2,194 | 0,037 0,394 -3,604
P80188 LCN2 1,964 | 22,787 | 2,086 | 0,047 0,411 -3,769
P01861 IGHG4 2,022 | 22,823 | 2,241 | 0,033 0,393 -3,530
P06312 IGKV4-1 2,040 | 22,322 | 2,868 | 0,008 0,333 -2,462
P80748 IGLV3-21 | 2,042 | 19,850 | 2,062 [ 0,049 0,419 -3,805
P00747 PLG 2,078 | 23,246 | 2,834 | 0,009 0,339 -2,522
P01859 IGHG2 2,000 | 27,415 | 3,011 ] 0,006 0,313 -2,201
P01834 IGKC 2,093 | 29,567 | 2,638 | 0,014 0,339 -2,869
P19652 ORM2 2,107 | 26,950 | 3,062 | 0,005 0,296 -2,106
AOAOC4DH35 [ IGHV3-35 | 2,110 | 18,823 | 3,063 | 0,005 0,296 -2,105
Q07075 ENPEP 2,117 | 22,704 | 2,574 | 0,016 0,339 -2,980
Q86UP8 GTF2IRD2 | 2,153 | 23,047 | 2,108 | 0,044 0,410 -3,736
QINZHO GPRC5B [ 2,244 | 18,775 | 2,609 [ 0,015 0,339 -2,919
AOAOB4J1Y9 IGHV3-72 | 2,259 | 21,157 | 2,623 | 0,014 0,339 -2,896
P30622 CLIP1 2,268 | 23,615 | 2,559 | 0,016 0,339 -3,005
ADAO0B4J1X5 IGHV3-74 | 2,297 | 21,779 [2,621| 0,014 0,339 -2,898
060635 TSPAN1 2,302 | 18,719 | 2,600 | 0,015 0,339 -2,935
Q14289 PTK2B 2,327 | 20,253 | 2,450 | 0,021 0,339 -3,190
P00738 HP 2,367 | 25,769 | 2,152 | 0,040 0,401 -3,669
QG66K66 TMEM198 [ 2,393 | 19,730 | 2,299 [ 0,029 0,376 -3,437
P01130 LDLR 2,422 | 20,306 | 2,545 | 0,017 0,339 -3,029
P04899 GNAI2 2,467 | 22,410 | 2,525 | 0,018 0,339 -3,063
AOA075B6R9 | IGKV2D-24 | 2,489 | 20,031 | 2,645 | 0,013 0,339 -2,856
AOA087WSY4 [ IGHV4-30-2 | 2,621 18,601 | 3,102 [ 0,004 0,296 -2,031
P15289 ARSA 2,790 | 20,007 | 3,284 | 0,003 0,296 -1,688
P02763 ORM1 2,816 | 27,538 | 3,163 | 0,004 0,296 -1,917
Q9UPT9 usp22 2,820 | 19,802 | 2,251 | 0,033 0,393 -3,514
Q96KQ4 PPP1R13B | 2,952 | 19,155 | 2,535 | 0,017 0,339 -3,046
P29401 TKT 3,006 | 19,494 | 2496 | 0,019 0,339 -3,113
P01593 IGKV1D-33 | 3,133 | 18,879 | 2,448 | 0,021 0,339 -3,192
Q9HG6NG MYH16 3,206 | 19,872 | 2,979 | 0,006 0,317 -2,259
AQAOB4J1U7 IGHV6-1 3,631 | 20,650 | 3,828 | 0,001 0,296 -0,634
Q96HU8 DIRAS2 3,753 | 19,339 | 3,543 | 0,001 0,296 -1,192
P25092 GUCY2C [3,820 | 21,568 | 3,110 | 0,004 0,296 -2,016

79



80

ANEXO

Anexo A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

A.C.Camargo FUNDACAO ANTONIO
Cancer Center  PRUDENTE - A.C. CAMARGO %”MM ke
CANCER CENTER

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo protedmica de sémen e de urina pés ejaculagéo e sequenciamento de nova
geracdo do painel génico Oncomine Focus Fusion Panel para identificacdo da fusédo
TMPRSS2-ERG em pacientes suspeitos para cancer de prostata.

Pesquisador: Sténio de Céassio Zequi

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 37985220.8.0000.5432

Instituicao Proponente: FUNDACAO ANTONIO PRUDENTE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.806.720

Apresentacao do Projeto:

As informagdes elencadas nos itens "Apresentacdo do Projeto", "Objetivo da Pesquisa", "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do documento
"PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1598948", gerado pela Plataforma Brasil em 23/03/2021.

Desenho:

Neste estudo seréo analisados 20 pacientes em investigacdo de cancer de préstata que tenham indicagéo
de biopsia e acompanhados no Nucleo de Urologia do A.C. Camargo Cancer Center. Participaréo do estudo
outros cinco controles (pacientes sadios), que ndo devem apresentar queixas STUI, provenientes do
Ambulatério de Disfuncéo Miccional da Disciplina de Urologia da Escola Paulista de Medicina/Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

Resumo:

O cancer de prostata (CP) é a segunda neoplasia maligna mais comum entre homens e responsavel por alta
mortalidade na populagdo masculina. O diagnéstico é realizado principalmente com a dosagem do antigeno
prostatico especifico (PSA) e exame digito retal (EDR), com sensibilidade e especificidade limitada. Como
consequéncia do rastreamento com utilizacdo do PSA, uma
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porcentagem significativa dos pacientes & submetida a investigagdo diagnéstica invasiva do CP e
tratamentos desnecessarios, estando expostos aos efeitos colaterais genitourinarios destes procedimentos.
E necessario a identificagdo de biomarcadores sensiveis e especificos para detecgéo precoce do CP, e que
possibilitem estimar sua agressividade. Investigacdo de alteracdes moleculares através de analise
transcriptdmica e protedmica sao ferramentas promissoras na identificacdo de novos biomarcadores
diagnoésticos e prognésticos do CP, porém necessitam de estudos confirmatoérios para demonstrar a
acuracia dos resultados até agora obtidos. A urina e 0 sémen destacam-se como fonte abundante de
material para pesquisa ndo invasiva e representativas do microambiente prostatico. Biomarcadores como o
microRNA PCAS3 e a fusdo TMPRSS2:ERG, especificos para cancer de prostata, foram identificados na
urina coletada apds massagem prostatica. A presenga de um profissional da area de saude capacitado é
necessaria para a realizacdo da massagem prostatica, onerando a coleta. Além disso, este procedimento
provoca desconforto ao paciente e fornece secrecéo prostatica limitada a face posterior da glandula. Tais
limitagdes nos motivaram a pesquisar a urina pés ejaculacdo que, em teoria, representaria globalmente o
microambiente prostatico, com maior potencial para identificagdo de biomarcadores, além de promover
coleta de material de forma menos invasiva, mais reprodutivel e com menor custo. Neste estudo,
realizaremos andlise protedmica do sémen e urina pés ejaculacdo de pacientes com suspeita de cancer de
préstata e pacientes com hiperplasia prostatica benigna. Realizaremos também analise da fuséo
TMPRSS2:ERG por sequenciamento de nova geragdo na urina pés ejaculacdo e tecido prostatico, em
pacientes diagnosticados com cancer de prostata.

Hipotese:

O CP apresenta a alta incidéncia e prevaléncia, comportamento heterogéneo, déficits no diagnéstico e
tratamentos moérbidos. A frequente concomitéancia com a HPB, com elevagao de marcadores como o PSA,
comum a ambas afecgdes, motivam bidpsias de prostata desnecessarias. Mesmo testes mais modernos,
descritos acima, podem sofrer alterages decorrentes a HPB ou outras situagdes beningas. A identificagao
de biomarcadores sensiveis e especificos expressos no CP pode contribuir para elucidar a fisiopatologia,
aprimorar a acuracia diagnéstica ou mesmo influenciar futuras intervencdes terapéuticas e profilaticas do
desenvolvimento desta afecgdo. A avaliagdo protedmica tem sido utilizada em diversas matrizes com intuito
de esclarecer fisiopatologia, agressividade e progressdo do CP. Porém os estudos apresentam baixa
reprodutibilidade e sdo necessarios estudos com coortes separadas para confirmagdo dos resultados
obtidos até o momento. Acreditamos que a urina coletada apés ejaculagdo seja uma
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opcao a coleta ap6s massagem prostatica, com menos custos e desconforto durante a coleta, sendo
reprodutivel em nosso pais. Além disso, estimamos que seja mais representativa do microambiente
prostatico. Assim como o plasma seminal, poderia ser utilizada como fonte para avaliagéo proteémica e
transcriptdbmica, com alto potencial para identificacdo de biomarcadores do CP.Deste modo, os autores
intencionam realizar um projeto voltado a avaliacdo protedmica e transcriptdmica no plasma seminal e urina
apos a ejaculagdo em pacientes submetidos a bidpsia de prostata por suspeita de cancer de prostata e em
pacientes sadios sem afec¢des prostaticas (grupo controle).

Critério de Incluséo:

3.2 Critérios de inclusao

3.2.1 Grupo suspeito para cancer de prostata.

a)Individuos com idade entre 40 e 60 anos;

b) Pacientes com indicacdo de biépsia de prostata determinado a juizo clinico do urologista responséavel,
considerando alteragdo do PSA (ou de seus derivativos) e/ou exame digito retal com noédulo e/ou
ressonancia multiparamétrica suspeita para lesao clinicamente significativa.e/ou com resultado
anatomopatologico de bidpsia anterior suspeita para CP.

3.2.2 Grupo controle.
a) Individuos com idade entre 40 e 60 anos;
b
c

d

= <

Pacientes assintomaticos em seguimento ambulatorial de rotina;
Exame digito retal sem alteragdes;

= -

Nivel sérico do PSA < 1,0 ng/dl;e) Auséncia de queixas de STUI

Critério de Excluséo:

3.3 Critérios de exclusao.

a)Historia pregressa de procedimentos cirdrgicos prostaticos;

b) Uso de alfa-bloqueadores e inibidores de 5-alfa redutase, ou antiandrogénicos, estrégenos ou
agonistas/antagonistas do LHRH nos ultimos 30 dias;

c) Infeccao de urina ou prostatite aguda vigente;

d) Diagnostico de outro cancer primario, prévio ou em tratamento, exceto cancer de pele ndo-melanoma
(carcinoma espinocelular e carcinoma basocelular);
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e)Portadores de disturbios da ejaculacao devido a neuropatias diversas (clinica, idiopatica, pds-radioterapia,
pbs-operatoéria, medicamentosa);

f) Portadores de disturbios psiquiatricos e/ou cognitivos;

g) incapacidade de masturbagéo e/ou fornecimento da amostra adequada de sémen pelo paciente em até
duas tentativas;

e) Estenose de uretra que impeca ou reduza a eliminagdo do sémen em quantidade adequada para coleta.

Desfecho Primario:

Rastrear e identificar as proteinas presentes no plasma seminal e na urina p6s jaculagdo em pacientes com
bibpsia de préstata positiva para CP, biopsia de prostata negativa e em pacientes controles, sem suspeita
de malignidade.

Desfecho Secundario:

Identificar as proteinas diferencialmente expressas entre os grupos e quais poderiam representar futuros
biomarcadores para CP;- Avaliar a presenca da fusdo TMPRSS2-ERG na urina pés ejaculacdo em
pacientes com cancer de proéstata.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Rastrear e identificar proteinas presentes no plasma seminal e na urina poés ejaculagdo em pacientes com
bidpsia de prostata positiva para CP, biépsia de préstata negativa e em pacientes controles, sem suspeita
de malignidade.

Objetivo Secundario:

Identificar as proteinas diferencialmente expressas entre os grupos e quais poderiam representar futuros
biomarcadores para CP;- Avaliar a presenca da fusdo TMPRSS2-ERG na urina pés ejaculacdo em
pacientes com cancer de proéstata.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador:

Riscos:

A coleta de sémen deve ser realizada por masturbagdo em frasco coletor estéril, fornecido pelo laboratério.
A coleta da urina deve ser realizada no momento da primeira micgdo ap6s a ejaculagéo, em frasco coletor
estéril, fornecido. Este procedimento nédo oferece nenhum risco, mas
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pode causar algum desconforto ou constrangimento. Sua participagéo sera inteiramente voluntaria.

Beneficios:

Contribuir com um estudo de grande importancia para o cancer de préstata, que vai avaliar possiveis
proteinas presentes no sémen e urina apds ejaculagédo que possam estar relacionas ao cancer de prostata e
possivelmente associadas a um novo biomarcador para esta doenga. Caso ele seja encontrado, vocé
podera contribuir para o diagnéstico desse cancer.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Recomendacoes:
Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
Trata-se de uma resposta ao parecer consubstanciado CEP n° 4.725.471 datado em 21/05/2021.

1.3 - Na segéo "VII - DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS" e "VIIl - DESCONFORTOS E RISCOS
ESPERADOS DECORRENTES DO PROCEDIMENTQ" menciona-se que sera aplicado aos participantes
um questionario, no entanto, o mesmo néo foi submetido para avaliagdo deste CEP. Solicita-se que este
documento seja encaminhado para avaliagéo.

*RESPOSTA ANTERIOR: Questionario: Nao sera necessario que o paciente responda questionario para
participacdo no projeto. Dados serdo obtidos em revisdo de prontuario. Corrigido informacdo no TCLE.
*ANALISE ANTERIOR: pendéncia parcialmente atendida. Na pagina 3 de 5, no documento "TCLE.docx",
postado na PB em 18/02/2021, ainda faz-se mencdo ao questionario "O(s) questionario(s) podera(ao)
causar um sentimento de desconforto ou ansiedade frente as perguntas realizadas. Os pesquisadores
estardo disponiveis para conversar e prestar apoio se necessarios, frente a estas situagdes".

* RESPOSTA ATUAL: Retirado mengéo a questionario na pagina 3 do TCLE.

* ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.
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1.5 - Ainda na sec¢é@o "VIl - DESCRIGAO DOS PROCEDIMENTOS", menciona-se que "A coleta de sémen e
urina apés ejaculagéo sera feita no Laboratério de Andrologia e Reprodugdo Humana da Disciplina de
Urologia, localizado na Rua Napole&o de Barros, 628 por masturbagéo". De acordo com (Resolugdo CNS n°
466 de 2012 item IV 3g), solicita-se que seja explicitada a garantia de ressarcimento e como serdo cobertas
as despesas tidas pelos participantes da pesquisa (como seu transporte até o local de coleta).

*RESPOSTA ANTERIOR: Detalhado garantia de ressarcimento com gastos para transporte. "Despesas
referentes ao transporte até o local da coleta serdo ressarcidas mediante a demonstragéo de comprovante
de pagamento do meio de transporte utilizado".

*ANALISE ANTERIOR: pendéncia parcialmente atendida. O TCLE deve assegurar de forma clara e
afirmativa o ressarcimento de todos os gastos que o participante e seu(s) acompanhante(s) terdo ao
participar da pesquisa, sem limitar os itens (ex. transporte) ou valores. RESOLUCAO CNS N° 466 de 2012:
.21, IV.3.g.

RESPOSTA ATUAL: Corrigido orientagdo quanto a ressarcimento de despesas, na secéo “VIl DESCRICAO
DOS PROCEDIMENTO”: “Os pacientes participantes do projeto e acompanhantes terdo direito a reembolso
das despesas realizadas para coleta de exames e atendimentos relacionados ao projeto (Ex: transporte,
alimentacéo, etc.). Isto sera feito diretamente com o pesquisador do estudo que explicara o projeto aos
participantes”.

ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

1.8 - Sobre a secéo "XIl - ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS", solicita-se que nessa
secdo conste esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo direito os
participantes da pesquisa, inclusive considerando beneficios e acompanhamentos posteriores ao
encerramento e/ ou a interrupgéo da pesquisa (Resolugdo CNS n° 466 de 2012 item IV 1c). Ressalta-se que
a informag&o sobre os responsaveis ja consta na segao XlII.

*RESPOSTA ANTERIOR: Esclarecimento sobre assisténcia e acompanhamento em sec¢ao Xll. "O
acompanhamento dos participantes da pesquisa sera realizado pelo urologista titular do A.C. Camargo
Cancer Center pelo qual o paciente ja realizava as consultas previamente. Ndo havera alteragdo do
protocolo de acompanhamento, periodicidade de consultas ou interferéncia nos possiveis tratamentos
indicados. O pesquisador e a equipe envolvida na pesquisa se comprometem a dar informagao atualizada
ao longo do estudo, caso este seja 0 seu desejo".
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*ANALISE ANTERIOR: pendéncia nao atendida. SOLICITA-SE explicitagdo no texto do direito do
participante da pesquisa a assisténcia (Resolugcdo CNS N° 466 de 2012 item 1.6, V.6 - O TCLE deve
assegurar, de forma clara e afirmativa, que o participante de pesquisa recebera a assisténcia integral e
imediata, de forma gratuita (pelo patrocinador), pelo tempo que for necessario em caso de danos
decorrentes da pesquisa.).

RESPOSTA ATUAL: Corrigido esclarecimento quanto a acompanhamento dos participantes do projeto, na
secdo “XIl ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA”: “Em caso de danos decorrentes da pesquisa, os
participantes receberéo assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for necessario.”
ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

4. Solicita-se alterar data de inicio da pesquisa, que consta como 01/10/2020 para data posterior a
aprovacdo do projeto por este CEP.

RESPOSTA ANTERIOR: Alterado data de inicio do projeto.

ANALISE ANTERIOR: pendéncia néo atendida. N&o foi submetido na plataforma brasil para apreciagéo o
cronograma alterado. Solicita-se submissao de arquivo de cronograma atualizado (NORMA OPERACIONAL
CNS N° 001 de 2013: 3.4.1.9).

RESPOSTA ATUAL: Alterado cronograma de inicio do projeto na Plataforma Brasil: Inicio 01/10/2021.
ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

5 - O arquivo ORGAMENTO (arquivo "ORCAMENTO.pdf" postado na Plataforma Brasil em 02/09/20) nao
apresenta detalhamento dos gastos, com informagdes discrepantes daquelas apresentadas no texto do
projeto (arquivo "Projeto_Doutorado_EPM_UNIFESP_ACCCC.docx" postado na Plataforma Brasil em
02/09/20), no arquivo de INFORMACOES BASICAS DO PROJETO (arquivo
"PB_INFORMAQOES_BASICAS_DO_PROJETO_1 598948.pdf" postado na Plataforma Brasil em 11/09/20)
e no FORMULARIO PARA SUBMISSAO DO PROJETO AO CEP (arquivo SUBMISSAO.pdf postado na
Plataforma Brasil em 02/09/20). No arquivo ORCAMENTO consta apenas o gasto com fotocopias, com
custo total 10 reais, o que nédo condiz com a metodologia descrita no projeto.

RESPOSTA ANTERIOR: Corrigido arquivo ORCAMENTO.pdf conforme informagdes contidas na Plataforma
Brasil.
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ANALISE ANTERIOR: pendéncia parcialmente atendida. O documento "Orcamento.pdf' submetido em
18/02/2021 apresenta agora detalhamento dos gastos da pesquisa, mas contém informacgdes discrepantes
daquela presente no documento "PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1598948.pdf" submetido
na PB em 23/03/2021. SOLICITA-SE harmoniza¢do das informag¢des em ambos os documentos e ressalta-
se que deve detalhar os recursos, fontes e destinacéo; (...); apresentar previsdo de ressarcimento de
despesas do participante e seus acompanhantes, quando necessario, tais como transporte e alimentacéo e
compensacdo material nos casos ressalvados no item I1.10 da Resolugéo do CNS 466 de 2012 (NORMA
OPERACIONAL CNS N° 001 de 2013:3.3.e).

RESPOSTA ATUAL: Readequado orgcamento, com adi¢do de valores correspondentes a despesas
reembolsaveis para os participantes do projeto.
ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

7 - Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (referente ao arquivo "TCLE.docx")
postado na Plataforma Brasil em 18/02/2021:

7.1 - SOLICITA-SE incluir o e-mail do Comité de ética em pesquisa da instituicdo:
cep_accamargo@accamargo.org.br, na pagina 5 de 5, juntamente com os dados de endereco e telefone do
CEP. (RESOLUCAO CNS N° 466 de 2012: IV.5.d).

RESPOSTA ATUAL: Adicionado e-mail do CEP no TCLE, péagina 5 de 5.
ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

7.2 - Solicita-se incluir a informagdo de que o prontuario médico sera consultado para fins de coleta de
dados para pesquisa.

RESPOSTA ATUAL: Incluido informagéo sobre a realizagdo de consulta do prontuario médico para coleta
de dados para a pesquisa na se¢do “XIll OBSERVACOES COMPLEMENTARES”.
ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

7.3 - Solicita-se que para os locais de rubrica e assinatura seja utilizada a terminologia preconizada na Res.
466 de 2012 "Participante de pesquisa/ Representante legal" e "Pesquisador" ao invés de somente

"participante" e "pesquisador responsavel". Solicita-se ainda remover o nome
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do pesquisador (Lucas Fornazieri) do local da assinatura. (RESOLUGAO CNS N° 466 de 2012: I1.15, 11.16).

RESPOSTA ATUAL: Corrigido terminologia em locais de rubrica no TCLE, pagina 5 de 5.
ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

7.4 - SOLICITA-SE inserir local apropriado para rubrica do pesquisador e participante da
pesquisa/responsavel no rodapé de todas as paginas do documento "TCLE.docx" de 18/02/2021.
(RESOLUGCAO CNS N° 466 de 2012:11.10, IV.5.d).

RESPOSTA ATUAL: Inserido local para rubrica do participante e pesquisador em todas as paginas do
TCLE.
ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

7.5 - Solicita-se inserir no item X-CONFIDENCIALIDADE quais procedimentos serdo empregados para
assegurar a confidencialidade e a privacidade dos participantes da pesquisa (ex. anonimizagéo dos dados,
uso de siglas, etc) (RESOLUCAO CNS N° 466 de 2012: 111.2.i).

RESPOSTA ATUAL: Inserido procedimento de anonimizacdo dos dados na segédo “X
CONFIDENCIALIDADE” participante e pesquisador em todas as paginas do TCLE.

ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

7.6 - Na pagina 5 de 5 |é-se "Este documento sera elaborado em 2 (duas) vias. O (a) senhor (a) recebera
uma das vias originais e a outra sera arquivada pelo pesquisador em seu arquivo de pesquisa". Solicita-se
adequacédo da frase para: "Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é elaborado em duas vias,
ambas deveréo ser rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a
participar da pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou
pela(s) pessoa(s) por ele delegada(s). O participante da pesquisa ficard com uma das vias, sendo que a
outra ficara arquivada com o pesquisador". (Resolugdo CNS 466 de 2012 1V.5).

RESPOSTA ATUAL: Modificado texto na pagina 5 de 5, conforme Resolugdo CNS 466 de 2012 1V.5): "Este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é elaborado em duas vias, ambas deverdo ser rubricadas em
todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da
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pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s). O participante da pesquisa ficard com uma das vias, sendo que a outra ficara arquivada
com o pesquisador".

ANALISE ATUAL: Pendéncia atendida.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP, de acordo com as atribuigdes definidas na
Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela
aprovagao do protocolo de pesquisa.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O projeto em referéncia (registro CEP n°.2972/20) sera desenvolvido por, Lucas Fornazieri, aluno de
Doutorado.

NOTA: Informagoes a respeito do andamento do referido projeto deverédo ser encaminhadas ao CEP dentro
de 06 meses a partir desta data em relatério (modelo CEP).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 26/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1598948.pdf 08:20:11
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 26/05/2021 |LUCAS FORNAZIERI| Aceito
Assentimento / 08:18:16
Justificativa de
Auséncia
Declaragéo de Submissao.pdf 26/05/2021 |LUCAS FORNAZIERI| Aceito
Pesquisadores 08:18:07
Projeto Detalhado / | ProjetoDoutorado.docx 26/05/2021 |LUCAS FORNAZIERI| Aceito
Brochura 08:17:50
Investigador
Orcamento Orcamento.pdf 26/05/2021 |LUCAS FORNAZIERI| Aceito
08:17:37

Cronograma Cronograma.pdf 26/05/2021 |LUCAS FORNAZIERI| Aceito
08:17:16

Outros CartaResposta.pdf 26/05/2021 |LUCAS FORNAZIERI| Aceito
08:17:07

Folha de Rosto FR_Stenio_assinado.pdf 11/03/2021 [LUCAS FORNAZIERI Aceito
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Folha de Rosto FR_Stenio_assinado.pdf 17:24:09 [LUCAS FORNAZIERI| Aceito
Outros DECLARACAQ_CIENCIA_COMPROME| 18/02/2021 |LUCAS FORNAZIERI[ Aceito
TIMENTO.pdf 08:14:13

Declaragéo de Imagem.pdf 10/09/2020 | Sténio de Céassio Aceito
Pesquisadores 08:44:01 | Zequi

Declaragéo de Patologia.pdf 10/09/2020 | Sténio de Céassio Aceito
Pesquisadores 08:43:34 | Zequi

Declaragéo de TERMO_COMPROMISSO.pdf 02/09/2020 |Sténio de Céssio Aceito
Pesquisadores 12:50:55 [Zequi

Declaragéo de RECRUTAMENTO.pdf 02/09/2020 |Sténio de Céssio Aceito
Pesquisadores 12:50:22 [Zequi

Declaragéo de MATERIAL_BIOLOGICO.pdf 02/09/2020 |Sténio de Céssio Aceito
Pesquisadores 12:50:03 [Zequi

Declaragéo de DECLARACAO_DADOS_BIOBANCO.p [ 02/09/2020 |Sténio de Cassio Aceito
Pesquisadores df 12:49:39  [Zequi

Declaragéo de DADOS_COLETADOS.pdf 02/09/2020 |Sténio de Céssio Aceito
Pesquisadores 12:49:29 [Zequi

Declaragéo de CURRICULOS.pdf 02/09/2020 |Sténio de Céssio Aceito
Pesquisadores 12:49:17 [ Zequi

Declaragéo de CIENCIA_URO.pdf 02/09/2020 |Sténio de Céssio Aceito
Pesquisadores 12:49:06 [ Zequi

Declaragéo de CIENCIA_BIOBANCO.pdf 02/09/2020 | Sténio de Cassio Aceito
Pesquisadores 12:48:37 [ Zequi

Declaragéo de INFRAESTRUTURA.pdf 02/09/2020 | Sténio de Cassio Aceito
Instituicdo e 12:45:37 | Zequi

Infraestrutura

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
N&o

SAO PAULO, 25 de Junho de 2021

Assinado por:
Sandra Caires Serrano

(Coordenador(a))
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