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RESUMO

Campos, Tadeu José Fontenele Leite. Avaliacao dos aspectos moleculares e sua relevancia
na resposta terapéutica e prognoéstico de pacientes com cincer de bexiga submetidos a

quimioterapia com cisplatina [Disserta¢ao]. Sao Paulo; Fundagdao Antonio Prudente; 2023.

INTRODUCAO: O cancer de bexiga ¢ a 10* neoplasia maligna mais comum no mundo. O tipo
musculo-invasivo tem como tratamento padrao-ouro combinagdes de quimioterapia e cirurgia.
Muitos pacientes, no entanto, nao respondem a quimioterapia e sdo submetidos a uma terapia
ineficaz. Identificar quais pacientes ndo irdo se beneficiar da terapia pode reduzir toxicidades e
custos. A base de cisplatina, a quimioterapia no tumor de bexiga age através de dano ao DNA.
Levantamos a hipdtese que pacientes que respondem apresentam mutacdo ou baixa expressao
de genes de reparo ao DNA. OBJETIVO: Comparar os aspectos moleculares entre 2 grupos
de pacientes com tumor de bexiga submetidos a quimioterapia: um que respondeu
adequadamente e outro que nao respondeu. Identificar se os genes diferencialmente expressos
ou mutados estdo associados ao reparo do DNA e, consequentemente, com a resposta
terapéutica. METODOS: O estudo foi realizado através de analise de dados moleculares e
clinicos de pacientes com tumor de bexiga musculo-invasivo submetidos a quimioterapia com
cisplatina. Os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a resposta a
quimioterapia: Respondedores e Nao respondedores. Realizamos comparagdo do perfil de
expressao génica, regulagdo epigenética e mutagdes entre grupos. Os genes diferencialmente
expressos e/ou mutados foram avaliados se estdo associados com as vias de reparo do DNA e,
consequentemente, com a reposta as terapias sistémicas. Por fim, realizamos andlise de
sobrevida a fim de avaliar correlag@o entre expressao dos genes identificados com a sobrevida
global dos pacientes. RESULTADOS: A casuistica foi composta por 63 pacientes. 41
apresentaram resposta a quimioterapia e 22 nao responderam. Apds andlise de expressao génica
diferencial, identificamos expressdo significativamente menor dos genes DDBI1 e PRPF9,
associados as vias de reparo do DNA, no grupo de pacientes respondedores. Na andlise de
sobrevida, identificamos que a alta expressio do gene DDBI esteve significativamente
associada a uma sobrevida global pior. Na comparac¢ao de padrao mutacional, identificamos
uma taxa de mutacao, significativamente maior, do gene CDK 12, associado ao reparo do DNA,
no grupo de pacientes respondedores. Esses padroes de expressao ou mutagdo identificados

nestes 3 genes de reparo de dano ao DNA estiveram fortemente associados a uma resposta



satisfatoria a quimioterapia. Dessa forma, sdo potenciais biomarcadores capazes de predizer
resposta a quimioterapia em cancer de bexiga. CONCLUSOES: Identificamos potenciais
biomarcadores associados com a resposta terapéutica e sobrevida apds uso de cisplatina em
pacientes com tumor de bexiga. Estes, apds validacoes, potencialmente poderdo ser agrupado
em escores capazes de predizer resposta a quimioterapia no cancer de bexiga e auxiliar na

tomada de decisdo, implicando em reducao de toxicidades e custos.

Palavras-chave: Cancer da Bexiga; Quimioterapia; Expressao génica; Imuno-Histoquimica.



ABSTRACT

Campos, Tadeu José Fontenele Leite. Evaluation of molecular aspects and their relevance
in therapeutic response and prognosis of patients with bladder cancer undergoing

chemotherapy with cisplatin [Dissertation]. Sao Paulo; Fundagao Antonio Prudente; 2023.

INTRODUCTION: Bladder cancer is the 10th most common malignancy in world. The gold
standard treatment for muscle-invasive type is combinations of chemotherapy and surgery.
Many patients, however, do not respond to chemotherapy and are subjected to ineffective
therapy. Identifying which patients will not benefit from therapy can reduce toxicities and costs.
Cisplatin-based chemotherapy in bladder tumors acts through DNA damage. We hypothesize
that patients who respond have mutation or low expression of DNA repair genes.
OBJECTIVE: To compare the molecular aspects between 2 groups of patients with bladder
tumors undergoing chemotherapy: one that responded adequately and other that did not
respond. Identify whether differentially expressed or mutated genes are associated with DNA
repair and, consequently, with therapeutic response. METHODS: The study was carried out
through the analysis of molecular and clinical data from patients with muscle-invasive bladder
tumors undergoing chemotherapy with cisplatin. Patients were divided into two groups
according to their response to chemotherapy: Responders and Non-responders. We compared
gene expression profile, epigenetic regulation and mutations between groups. Differentially
expressed and/or mutated genes were assessed whether they are associated with DNA repair
pathways and, consequently, with response to systemic therapies. Finally, we performed a
survival analysis in order to evaluate the correlation between the expression of the identified
genes and the overall survival of the patients. RESULTS: The sample consisted of 63 patients.
41 responded to chemotherapy and 22 did not respond. After differential gene expression
analysis, we identified significantly lower expression of the DDB1 and PRPF9 genes,
associated with DNA repair pathways, in Responders group. In survival analysis, we identified
that high expression of the DDB1 gene was significantly associated with worse overall survival.
When comparing the mutational pattern, we identified a significantly higher mutation rate in
the CDK12 gene, associated with DNA repair, in Responders group. These expression or
mutation patterns identified in these 3 DNA damage repair genes were strongly associated with
a satisfactory response to chemotherapy. Therefore, they are potential biomarkers capable of

predicting response to chemotherapy in bladder cancer. CONCLUSIONS: We identified



potential biomarkers associated with therapeutic response and survival after the use of cisplatin
in patients with bladder tumors. These, after validation, could potentially be grouped into scores
capable of predicting response to chemotherapy in bladder cancer and assisting in decision-

making, resulting in a reduction in toxicities and costs.

Keywords: Bladder cancer; Chemotherapy; Gene expression; Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O cancer de bexiga (CB) ¢ a décima neoplasia mais comum no mundo, com uma
incidéncia aproximadamente quatro vez maior nos homens, em decorréncia, em parte, da maior
exposicao destes aos fatores de risco ja bem definidos para essa patologia, tais como o
tabagismo e as exposi¢des ocupacionais as aminas aromaticas. 2

Essa neoplasia maligna pode ser subdividida em dois grandes grupos, com progndsticos
e tratamentos bem distintos: tumor de bexiga ndo musculo-invasivo e tumor de bexiga musculo-
invasivo. Este Ultimo representa, aproximadamente, 25% de todos os casos e determina a
necessidade de tratamentos mais agressivos, normalmente, com combinagdes de cirurgia de
grande porte e terapia sistémica.

O cancer de bexiga musculo-invasivo (CBMI) tem como tratamento cirargico padrao-
ouro, atualmente, a cistectomia radical com linfadenectomia pélvica. Diversos estudos
randomizados ¢ revisoes sistematicas demonstraram beneficio em sobrevida da utilizacao de
quimioterapia em adi¢do a cirurgia para estes pacientes, podendo ser neoadjuvante ou
adjuvante. *>©

A quimioterapia neoadjuvante em tumor de bexiga musculo-invasivo apresenta diversas
vantagens para o paciente, tais como: administracdo da terapia sistémica mais precoce quando
o volume de micrometastases ¢ esperado que seja menor, maior tolerabilidade pelo paciente
antes do trauma cirurgico e redug¢do do volume tumoral com consequente, maior chance de
obtencdo de margens cirlirgicas negativas. ’

Os estudos em quimioterapia neoadjuvante para tratamento do tumor de bexiga
musculo-invasivo demonstram beneficio em termos de sobrevida global, com ganho absoluto
de sobrevida em 5 anos de 8% (45-53%), correspondendo a um numero necessario para tratar
(NNT) de 12,5. Atualmente, o uso de quimioterapia neoadjuvante no tumor de bexiga musculo-
invasivo ¢ uma recomendacdo forte para pacientes elegiveis a terapia com combinagdes de
cisplatina, sendo o tratamento padrdo-ouro. *

A quimioterapia adjuvante também ¢ considerada, segundo os guidelines da sociedade
europeia de urologia, recomendacao forte para pacientes com tumores de bexiga com massas

de crescimento extravesical ou disseminacgdo locorregional, ou seja, estadiamentos T3, T4 ou

N+. As principais vantagens da quimioterapia neste cenario sdo a realizacdo da cirurgia mais
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precocemente, sem atrasos e a utilizagdo da terapia sistémica apenas apds um estadiamento
patolégico acurado. ®

Tendo em vista a natureza agressiva do CBMI, em muitos casos, ocorre recidiva e/ou
progressao de doenga apds o tratamento primario. Para estes casos, em geral, ha indicacao de
uso de quimioterapia com objetivo de retardar a progressdo da doenga e aumentar a sobrevida
dos pacientes. Considerada paliativa, a quimioterapia neste cenario também deve,
preferencialmente, ser realizada a base de cisplatina. 7°

O grande obstaculo relacionado ao uso da quimioterapia nos pacientes com tumor de
bexiga ¢ que ndo hé ainda métodos confidveis e reprodutiveis para prever quais pacientes nao
irdo se beneficiar da terapia e, consequentemente, quais deveriam ser submetidos apenas a
cirurgia de cistectomia radical.

Identificar o paciente que provavelmente nao ird se beneficiar da quimioterapia ¢ de
grande valia, tendo em vistas que isto implica diretamente em reducdo de custos, além de
otimizacdo do tratamento do paciente, ndo expondo-os a toxicidade desnecessaria da
quimioterapia.

A quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante no tratamento do tumor de bexiga musculo-
invasivo deve ser administrado através de combinagdes de quimioterapicos a base de cisplatina.
A cisplatina, da classe das platinas, ¢ considerada uma droga anticancer citotdxica. Consiste em
um agente destruidor do DNA, que age, em parte, pela formagao de adutos do DNA que estio
associados tanto com a eficicia terapéutica da droga como aos seus efeitos colaterais. ° '°

Alguns tumores de bexiga ndo respondem de forma satisfatoria a quimioterapia a base
de cisplatina, possivelmente por mecanismos de resisténcia inerentes ao proprio tumor. Esses
mecanismos se devem a alteracoes especificas, tais como alteragdes genéticas que aumentam a
capacidade de reparo do DNA, aumentando o reparo das lesdes do DNA induzidas pela
cisplatina. !

Os recentes avangos das técnicas de sequenciamento genético e dos estudos que visam
ampliar os conhecimentos acerca dos aspectos moleculares das células tumorais tém
possibilitado identificar e avaliar alteracdes genéticas especificas que podem estar diretamente
relacionadas a maior ou menor resisténcia dos tumores aos tratamentos sistémicos com
quimioterapicos, terapias alvo ou imunoterapicos. Por exemplo, dois estudos seminais do
consorcio Atlas de genoma do cancer (TCGA, do inglés The Cancer Genome Atlas) realizaram
uma ampla caracterizagdo molecular do cancer de bexiga invasivo muscular de 412 pacientes.
Nesse estudo, foram detectados genes frequentemente mutados envolvidos no ciclo celular,

regulacdo da cromatina e em vias de sinalizacdo reguladas pelas quinases, além de ampliar os
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grupos Luminal e Basal em 5 subgrupos considerando o perfil de expressdo génica e que
estavam associados a sobrevida. Por outro lado, a avaliagao da resposta a tratamentos sistémicos

permanece ainda a ser explorada. '> 13

Nesse sentido, identificar, previamente, as alteracdes genéticas para posterior avaliagdo
via imuno-histoquimica, que estdo relacionadas com a resisténcia a cisplatina, tem potencial
impacto na pratica clinica para selecdo dos pacientes que irdo ou ndo se beneficiar de
quimioterapia.

Dessa forma, objetivamos comparar o perfil de expressdo génica e de mutagdes entre
um grupo de pacientes com tumor de bexiga submetidos a quimioterapia que demonstrou
resposta e um grupo de pacientes que ndo respondeu a terapia. Em seguida, avaliaremos, se 0s
genes diferencialmente expressos e/ou mutados estdo relacionados ao mecanismo de reparo do

DNA e, consequentemente, com a resposta e sensibilidade a quimioterapia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Investigar a apresentacdo dos aspectos moleculares no momento da bidpsia através de

ressecc¢do transuretral de tumores de bexiga e sua associagdo com a resposta a quimioterapia.

2.2 Especificos:

Elaborar uma revisao integrativa sobre os fatores moleculares preditores de resposta a
quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante para tratamento do tumor de bexiga musculo
1nvasivo;

Montar uma base de dados com informag¢des clinicas, moleculares ¢ de tratamento a
partir de estudos conduzidos por consoércios, especificamente 0 TCGA;

Estratificar dois grupos de pacientes de acordo com a resposta a quimioterapia;
Comparar o perfil de expressao génica e o padrdo mutacional entre os dois grupos;
Identificar, neste estudo, quais fatores moleculares do tumor podem estar relacionados
com a resposta a quimioterapia e com a sobrevida global dos pacientes

Discutir os resultados obtidos e as potenciais aplicagdes e implicagdes destes na pratica

clinica e tomada de decisdo em pacientes com tumor de bexiga.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica
3.1.1 Critérios de inclusao

Pacientes com tumor de bexiga musculo-invasivo submetidos a quimioterapia
neoadjuvante, adjuvante ou paliativa a base de cisplatina, que tenham disponiveis o laudo
histopatoldgico da resseccao transuretral, avaliacdo de resposta a quimioterapia e dados de

sobrevida.

3.1.2 Critérios de exclusao

- Pacientes com tumor de bexiga nao musculo-invasivo;

- Pacientes sem laudo histopatologico disponivel da resseccao transuretral;
- Pacientes sem critérios de avaliacdo de resposta a quimioterapia;

- Pacientes que ndo completaram todos os ciclos de cisplatinas propostos;

- Pacientes que foram submetidos a qualquer terapia sistémica diferente dos esquemas padrdes

a base de cisplatina.

3.2 Base de Dados

O estudo foi realizado de forma retrospectiva com base em andlise de dados
histopatoldgicos das resseccoes transuretrais de tumor de bexiga disponiveis nas bases de dados
publica, de acesso livre, do TCGA. Foram incluidos os pacientes com tumor de bexiga misculo-
invasivo que foram submetidos a quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante apenas a base de

cisplatina e que se enquadraram nos critérios de inclusdo e exclusdo supracitados. '

Inicialmente, os pacientes foram divididos em dois grupos: os que responderam a
quimioterapia € os que ndo responderam. A avaliagdo desta resposta foi realizada por
comparacao de estadiamento local inicial do tumor ao diagndstico com o estadiamento local da

peca cirargica apds a cistectomia radical ou através de comparacdo de exames de imagem antes
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e apos a quimioterapia. Esse dado consta na coorte de pacientes com tumor de bexiga musculo-

invasivo do banco de dados do TCGA.

3.3 Analise Estatistica

As médias das variaveis quantitativas foram comparadas pelos testes ndo-paramétricos
Mann Whitney, ou t test. O estimador Kaplan-Meier foi utilizado para anélise de sobrevida, em
conjunto com o teste Log-Rank para comparagao entre as curvas. As linguagens de programagao
R e Python foram utilizadas durante as analises quantitativas, calculos estatisticos e outros tipos

de andlise que utilizam grande quantidade de dados.

3.4 Analise de expressido génica

Os niveis de expressdo génica (RNA-Seq) foram utilizados para detectar os genes
diferencialmente expressos (DEG, do inglés Differentially Expressed Genes) entre os grupos,
contendo as amostras classificadas como respondedores (RE) e os ndo respondedores (NR).
Essa etapa foi realizada por meio do pacote DESeq2 (Lve et al., 2014). Ao final, somente genes
com FoldChange > 1 e p-value ajustado < 0.05 foram considerados diferencialmente expressos.
Em seguida, com a lista de genes diferencialmente expressos, foi realizada uma analise de
enriquecimento de conjunto genético (GSEA, do inglés Gene Set Enrichment Analysis) a fim
de identificar classes de genes que estdo super-representadas em um grande conjunto de genes

ou proteinas e podem ter uma associagdo com fenétipos de doenca. ' 1°
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4. RESULTADOS

Na base de dados do TCGA consta uma coorte de 412 pacientes com tumor urotelial de
bexiga musculo-invasivo, de alto grau. Destes pacientes, 120 (cento e vinte) foram submetidos
a algum tipo de terapia sistémica, incluindo esquemas diversos de quimioterapia e
imunoterapia, neoadjuvante ou adjuvante.

A partir desta coorte, aplicamos os critérios de inclusdo e exclusao definidos para nosso
estudo. Dessa forma, e baseado nos que ainda sdo considerados os tratamentos padrao-ouro
atualmente em CBMI, selecionamos apenas os pacientes que foram submetidos a quimioterapia
a base de cisplatina. 8

Dos pacientes excluidos deste estudo, temos trés pacientes que foram submetidos a
imunoterapia e que vinte e nove que foram submetidos a quimioterapia, porém sem uso de
cisplatina e, em sua maioria, usando esquemas alternativos a base de carboplatina. Outros
pacientes também foram excluidos pelos seguintes motivos: auséncia de dados sobre a terapia
utilizada, auséncia de anatomo-patoldgico disponivel da resseccdo transuretral (RTU) de
bexiga e auséncia de dados para avaliacdo da resposta terap€utica a quimioterapia.

Dessa forma, ao final da aplicagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, chegamos a uma
casuistica composta por 63 (sessenta e trés) pacientes com tumor de bexiga musculo-invasivo
que foram submetidos a quimioterapia, neoadjuvante, adjuvante ou paliativa, a base de
cisplatina. Destes, doze pacientes foram submetidos a quimioterapia no cenario neoadjuvante e
cinquenta e um no cendrio adjuvante por doencga residual apos a cirurgia ou cenario paliativo
em caso de recidiva de doencga apos o tratamento primario cirargico.

Inicialmente, realizamos uma analise demografica dos pacientes selecionados em nosso
estudo, a fim de de conhecermos o perfil destes pacientes e compararmos futuramente com
pacientes da nossa realidade local.

A 1dade média dos pacientes no momento do diagnostico foi de 63,04 anos, variando
de 45 a 79 anos. A grande maioria dos pacientes sdo da raga branca (60) e apenas trés (03)
negros, correspondendo a 4,76% do total. Nesta amostra, vinte e um pacientes (21) sdo do sexo
feminino, correspondendo a 33,3% do total, e quarenta e dois (42) sdo do sexo masculino.

O tabagismo, principal fator de risco para o desenvolvimento do tumor de bexiga, foi
identificado em quarenta e seis (46) pacientes, correspondendo a 73% do total de pacientes. Em

dez pacientes, foi identificado exposi¢ao ocupacional a agentes como diesel e produtos de
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industriais téxteis, o que corresponde ao segundo fator de risco mais comum no cancer de
bexiga. Os dados acerca do perfil demografico dos pacientes da nossa casuistica estdo

sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados demograficos dos 63 pacientes da casuistica deste estudo.

Média Variacao
IDADE (anos) 63,0 45-79
Masculino Feminino
SEXO (n (%)) 42 (66,6%) 21 (33,3%)
Branco Negro
RACA (n (%)) 60 (95%) 3 (5%)
Tabagismo Exposicao
FATOR DE RISCO (n (%)) | 46 (73%) 10 (16%)

Fonte: Autoria propria.

Tabela 2 — Analise comparativa da taxa de resposta a quimioterapia entre pacientes tabagistas

e ndo-tabagistas.

Respondedores Nao-respondedores
NAO-TABAGISTA (17) 14 (82%) 3 (18%)
TABAGISTA (46) 27 (58%) 19 (42%)

Fonte: Autoria propria.

O proximo passo foi a divisdo dos pacientes, de acordo com a resposta terap€utica a
quimioterapia, em dois grupos: 0s que obtiveram resposta a € 0s que ndo tiveram resposta.
Quinze pacientes apresentaram progressao da doenca na vigéncia da quimioterapia e sete
pacientes apresentaram doenca estavel, contabilizando vinte e dois pacientes como ndo-
respondedores. Trinta € um pacientes apresentaram resposta completa a quimioterapia e dez
pacientes apresentaram resposta parcial, totalizando quarenta e um pacientes como
respondedores. (Figura 1)

Interessante notar que no grupo de pacientes tabagistas, a porcentagem de pacientes que
respondeu a quimioterapia foi de 58%, em contraste com uma taxa de 82% nos pacientes nao
tabagistas, sugerindo que o tabagismo pode estar associado a uma pior resposta a quimioterapia

no tumor de bexiga.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 1 — Divisdo dos pacientes em grupos de acordo com a resposta a quimioterapia.

Em seguida, realizamos andlise de expressdo génica diferencial entre os grupos de
pacientes respondedores e ndo-respondedores. Foram, entdo, identificados 363 genes com
expressao diferencial estatisticamente significativa entre os dois grupos.

Os genes diferencialmente expressos foram submetidos a andlise de enriquecimento
funcional através do Gene Ontology. Essa andlise destacou que pacientes respondedores
apresentam alta expressdo de genes que se encontram associados a ativagdo de resposta imune.
Especificamente, entre os genes de alta expressao diferencial no grupo de pacientes nao-
respondedores, identificamos, entre os mais relevantes, alguns associados as vias de reparo do
DNA incluindo a via de reparo de excisdo de base e de ribonucleotideos, como os genes DDB1

(p-value 0,018) e PRPF19 (p-value 0,03). (Figura 2)
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Fonte: Autoria propria.
Figura 2 — Analise de enriquecimento funcional e vias enriquecidas a partir da analise de

expressao diferencial.

Em um segundo momento, estendemos a caracterizagdo molecular por meio da
avaliag@o do padrao mutacional nos dois grupos de pacientes. Nessa analise, buscamos detectar
os genes mais frequentemente mutados em cada grupo. Adicionalmente, foram avaliados os
tipos de mutagdes mais comuns em cada grupo e as interagdes somaticas. Nesta andlise,
identificamos o gene TP53 como o com maior numero de mutagdes tanto nos pacientes
respondedores (53%) como nos nao-respondedores (48%). Nao identificamos, portanto, uma
diferencga significativa na taxa de mutacao deste gene entre os dois grupos de pacientes.

No grupo dos respondedores, os genes mais comumente mutados, em ordem
decrescente, foram: TP53, KMT2D, ARID1A, PIK3CA ¢ AKAP9. (Figura 3A) Nos pacientes
ndo-respondedores, os genes mais comumente mutados, em ordem decrescente, foram: TP53,

KMT2D, KDM6A, CDKN1A e RBI. (Figura 3B)
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Figura 3 — (A): Genes mais comumente mutados no grupo de pacientes respondedores.
(B): Genes mais comumente mutados no grupo de pacientes nao-respondedores.
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Podemos identificar dois genes significativamente mais mutados no grupo de pacientes
ndo-respondedores: o CDKNIA e AMTSI8. Ja o gene AKAP9 e o CDKI2 estdo

significativamente mais mutados nos pacientes respondedores. (Figura 4)
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Figura 4 — Andlise comparativa das taxas de muta¢des dos genes entre os dois grupos de

pacientes.

O gene CDK12 foi identificado como mutado em 20% dos pacientes respondedores,
correspondendo a 8 (oito) casos. Em contrapartida, no grupo de pacientes nao-respondedor, nao
identificamos nenhuma mutag@o neste gene, conforme ilustrado no gréafico forestplot abaixo.

(Figura 5)
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Fonte: Autoria propria.
Figura 5 — Gréafico forestplot comparativo do nimero de mutacdes de alguns genes, entre os

grupos de pacientes respondedores e ndo-respondedores.

Adicionalmente, apds analise da relagdo da expressdao génica diferencial e do padrao
mutacional com a resposta terapéutica a quimioterapia, avaliamos a correlacdo entre a
expressdo diferencial de genes do reparo do DNA e a sobrevida dos pacientes. Nesta andlise,
identificamos que ha associacdo forte entre os sobrevida global dos pacientes € o padrao de
expressdao do gene DDBI1. Especificamente, pacientes que apresentam alta expressdo do gene

DDBI no tumor demonstraram uma sobrevida significativamente menor. (Figura 6)
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Figura 6 — Curva de Kaplan-Meier com associag@o entre sobrevida global e expressao do gene
DDBI.

Uma analise adicional incluindo todos os genes diferencialmente expressos, identificou
dois conjuntos distintos de genes: um associado a resposta a quimioterapia e outro associado
com a sobrevida global dos pacientes. Esta andlise mostrou uma grande intersecdo de genes
entre os dois conjuntos, sugerindo que grande parte dos genes que estdo associados a resposta

terapéutica a quimioterapia, também estdo relacionados com a sobrevida global dos pacientes.
(Figura 7)
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Figura 7 — Diagrama de Venn identificando grande intersecao de genes relacionados com a

resposta terapéutica a quimioterapia e com a sobrevida global dos pacientes.
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5. DISCUSSAO

O CBMI, responsavel por aproximadamente 25% de todos os tumores de bexiga, ¢
considerado uma doenga potencialmente agressiva e, comumente, de prognostico ruim. A
cirurgia de cistectomia radical isoladamente, além de bastante agressiva, estd associada a uma
sobrevida global baixa, de apenas, aproximadamente, 50% em 5 anos. *

Dessa forma, estudos foram conduzidos com intuito de avaliar o papel de terapias
multimodais na melhoria da sobrevida destes pacientes, como a adicdo de quimioterapia a
cirurgia. Esses estudos demonstraram beneficio em sobrevida com o uso de quimioterapia a
base de cisplatina nos cenarios neoadjuvante e adjuvante. "

A despeito dos recentes avangos no diagnostico e tratamento do CMBI, esta doenca
permanece com consideravel taxa de diagndstico em estadios avangados e sem possibilidade
terapéutica curativa. Além disto, em decorréncia da agressividade da doenca, muitos pacientes
tratados com proposta curativa, apresentam recidivas incuraveis. Para estes dois tipos de
pacientes, ha indicagdo e beneficio do uso de quimioterapia paliativa. *

A quimioterapia neoadjuvante, realizada antes da cirurgia, deve ser administrada sempre
a base de cisplatina em combinagdo com outros quimioterapicos, normalmente, em 4 ou 6
ciclos. Tem indicagdo em pacientes com estadiamento local de T2 a T4a e ndo metastaticos.
Apresenta as vantagens de administragcdo da terapia sistémica mais precoce quando o volume
de micrometéstases ¢ esperado que seja menor, maior tolerabilidade pelo paciente antes do
trauma cirargico e reducdo do volume tumoral, com maior chance de obten¢do de margens
cirirgicas negativas. ’

Os estudos em quimioterapia neoadjuvante para tratamento do tumor de bexiga
musculo-invasivo demonstram beneficio em sobrevida global, com ganho absoluto de
sobrevida em 5 anos na ordem de 8% (45-53%), correspondendo a um NNT de 12,5. Dessa
forma, a cada cem pacientes submetidos a quimioterapia neoadjuvante, oito pacientes a mais,
em comparac¢ao com pacientes submetidos apenas a cirurgia, atingem uma sobrevida de 5 anos.
Atualmente, o uso de quimioterapia neoadjuvante no tumor de bexiga muisculo-invasivo ¢ uma
recomendacio forte para pacientes elegiveis a cisplatina, sendo o tratamento padrio-ouro. ®

A quimioterapia adjuvante deve ser administrada apds a cirurgia e indicada para
pacientes que nao foram submetidos a terapia neoadjuvante e que demostraram estadiamento

patoldgico T3 ou T4 e/ou N+. Também deve ser administrada sempre a base de cisplatina. As
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principais vantagens da quimioterapia neste cenario sdo a realizagdo da cirurgia mais
precocemente, sem atrasos decorrentes da neoadjuvancia, ¢ a utilizagdo da terapia sistémica
apenas apds um estadiamento patologico acurado. 8

Apesar de apresentar menor nivel de evidéncia que a quimioterapia neoadjuvante, em
virtude do menor nimero de estudos randomizados, a quimioterapia adjuvante também ¢
considerada recomendacao forte segundo os guidelines das principais sociedades de urologia,
como o da sociedade europeia de urologia. Uma coorte retrospectiva, incluindo 3974 pacientes,
demonstrou ganho de sobrevida global do uso da quimioterapia adjuvante em pacientes com
doenga localmente avancada e/ou acometimento linfonodal. Da mesma forma, uma grande
analise retrospectiva a partir do National Cancer Data Base, incluindo 15397 pacientes,
demonstrou beneficio de sobrevida global para pacientes com doenga T3, T4 e/ou N+. 1617

A natureza agressiva do CBMI pode ser corroborada pelas altas taxas de recidiva de
doencga apos o tratamento primario com inten¢do curativa. Neste cendrio, para pacientes com
recidiva ou progressao de doenga, locorregional ou a distancia, ha indicacdo de uso de
quimioterapia paliativa com objetivo de retardar a progressdo da doenga e aumentar a sobrevida
do paciente. A quimioterapia neste cenario também deve, preferencialmente, ser realizada a
base de cisplatina. °

O tratamento dos tumores de bexiga incuraveis mudou pouco nas ultimas duas décadas.
Ap6s os estudos que evidenciaram ganho de sobrevida global a estes pacientes com o uso da
quimioterapia a base de platina, este tornou-se o tratamento padrao-ouro neste cendrio e assim
persiste até hoje. Mais recentemente, foram conduzidos estudos avaliando o papel da
imunoterapia neste cendrio, porém estas drogas estdo aprovadas, atualmente, apenas para as
ultimas linhas de tratamento. Dessa forma, a quimioterapia a base de cisplatina persiste como
o tratamento padrdo-ouro em pacientes com tumores incuraveis e/ou recidivados. °

O uso da cisplatina apresenta algumas contraindicagdes, sao elas: insuficiéncia renal
com clearance de creatinina menor que 50 ml/min, performance status maior que 2,
insuficiéncia cardiaca congestiva classe III ou IV da New York Heart Association, perda
auditiva moderada e neuropatia periférica grau 2 ou superior. '8

A recomendagdo atual dos guidelines € que todos os pacientes que apresentam
estadiamento que indique o uso de quimioterapia e que ndo possuem contraindicacdo a
cisplatina, devem ser submetidos a terapia sist€émica. Nao hd, portanto, at¢ o momento,
nenhuma indicagdo para uso de biomarcadores ou outros métodos para avaliagdo prévia de

resposta a quimioterapia. Dessa forma, muitos pacientes sao submetidos a quimioterapia, porém
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ndo apresentam resposta satisfatoria e sofrem as consequéncias da toxicidade de um tratamento
ineficaz. °

Atualmente, entdo, as terapias neoadjuvante, adjuvante e paliativa padrio-ouro no
tratamento do tumor de bexiga musculo-invasivo sao administradas a partir de combinagdes de
quimioterapicos a base de cisplatina. Esta é considerada uma droga anticancer citotoxica que
consiste em um agente destruidor do DNA, agindo, em parte, pela formagao de adutos do DNA.
10

As combinagdes de quimioterapicos utilizados em cancer de bexiga, devem, segundo os
guidelines, ser administradas conforme um dos seguintes esquemas: metotrexato, vimblastina,
doxorrubicina e cisplatina (MVAC) ou gencitabina e cisplatina (GC). Até recentemente, os dois
esquemas eram considerados equivalentes em termos de eficacia, ndo havendo orienta¢do para
uso de um em detrimento do outro.

Pfister et al. ', no estudo VESPER, comparou os dois esquemas e objetivou avaliar qual
deve ser considerado o padrao-ouro. Este estudo randomizou 500 pacientes para uso de 6 ciclos
de MVAC dose-densa ou 4 ciclos de GC e identificou uma consideravel maior sobrevida livre
de progressao em 3 anos em favor do grupo MVAC no cendrio neoadjuvante. No cendrio
adjuvante, o estudo ndo atingiu o desfecho primario, possivelmente, pelo pequeno niimero de
pacientes do estudo neste cenario. Dessa forma, devemos, para uma analise futura, levar em
considerag¢do a diferente taxa de uso do esquema MVAC no cendrio neoadjuvante entre os
grupos de pacientes respondedores e ndo respondedores, pelo risco de ser um potencial fator
confundidor na identificagdo de biomarcadores de resposta a quimioterapia. '

Conforme sugerido anteriormente e embasado pela literatura, muitos pacientes
submetidos a quimioterapia a base de cisplatina para tratamento do tumor de bexiga nao
respondem satisfatoriamente. Na analise desta coorte, podemos ver que 35% dos pacientes
apresentaram progressao ou estabilidade da doenga durante a administragao da quimioterapia,
configurando pacientes ndo-respondedores. Nossos achados, portanto, corrobora a necessidade
de identificarmos potenciais biomarcadores que possam predizer a resposta a quimioterapia nos
pacientes com cancer de bexiga. ®

A identificagdo de biomarcadores que possam predizer a resposta terapéutica a
quimioterapia ¢ de grande interesse. Estes podem identificar, previamente, quais pacientes
provavelmente ndo responderdo a terapia. Dessa forma, podem auxiliar na tomada de decisao,
implicando diretamente em redug¢do de custos e de toxicidades de uma terapia sistémica

ineficaz.
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Teo et al. ?° avaliou a correlagio entre alteracdes em genes de reparo de dano do DNA
e sobrevida de pacientes com tumor de bexiga avancado submetidos a tratamento com
quimioterapia exclusiva a base de cisplatina. Este estudo demonstrou que o grupo de pacientes
com mutacao nos genes de reparo do DNA apresentaram melhor sobrevida global e livre de
progressdo de doenca. A grande limitacdo deste e de outros estudos semelhantes, segundo o
proprio autor, ¢ que a avaliacao de sobrevida pode sofrer influéncia de outros fatores como o
proprio progndstico da biologia tumoral e, consequentemente, ndo retratar diretamente o efeito
a resposta terapéutica a quimioterapia. O autor conclui, neste artigo, que mais estudos sao
necessarios para avaliar a relagdo direta entre genes de reparo do DNA e resposta a
quimioterapia. 2

Tran et al. 2!

produziu uma revisdo sobre os avangos recentes na biologia do tumor de
bexiga e seus tratamentos. Nesta, o autor mostra a importancia do sequenciamento genético e
da caracterizagdo molecular dos tumores para estratificacdo prognostica e predicdo de resposta
a terapias sist€émicas. Destacam os comportamentos bastante distintos dos diferentes tipos de
tumor no que diz respeito a resposta a quimioterapia e outras terapias sistémicas. Ao final da
revisdo, os autores citam, como um dos objetivos futuros, o desenvolvimento de biomarcadores
que possam predizer resposta a quimioterapia no tratamento do tumor de bexiga. 2!

Em nosso estudo, apos andlise de expressao génica diferencial e de enriquecimento
funcional, identificamos que no grupo de pacientes nao-respondedores, as vias biologicas mais
comumente associadas aos genes de maior expressao estdo relacionadas as vias de reparo de
dano do DNA, com destaque para as vias relacionadas ao reparo de excisdo de base e de
ribonucleotideos. Em destaque, temos os genes DDB1 e PRPF19.

O gene DDBI1 codifica a grande subunidade da proteina de ligacdo ao dano do DNA.
Este gene, por sua vez, encontra-se associado a uma via especifica de reparo de dano do DNA,
conhecida como via de reparo de excisao de nucleotideos. Considerando que a cisplatina age
causando danos ao DNA, podemos esperar que alteragdes em genes associados as vias de reparo
do DNA devem interferir na resposta do tumor a quimioterapia. Nao obstante, nossos resultados
reforcam achados anteriores. Por exemplo, Somuncu et al. > demostraram e corroboraram que
a capacidade de reparo de excisdo de base, um dos mecanismos de reparo do DNA, encontra-
se aumentada nos tumores de bexiga e estd diretamente associada ao prognostico e,
possivelmente, a resposta as terapias citotoxicas. O autor sugere que novos estudos sdo

necessarios para avaliar o papel da capacidade total de reparo de excisdo de base como um

possivel biomarcador em predizer resposta a terapias sistémicas no tumor de bexiga. >
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O gene PRPF19 codifica uma proteina, o fator de processamento de pré-mRNM 19, que
tem fungdes na recombinagdo e¢ no reparo do DNA. De acordo com a nossa hipdtese, a
hiperexpressdao deste gene deve estar associado com resisténcia a quimioterapia, fato
corroborado em nosso estudo onde identificamos este gene significativamente mais expresso
no grupo de pacientes nio respondedores. Um estudo realizado em tumores de lingua, por He
et al.?, demonstrou que a hiperexpressdo deste gene esteve associada a um pior progndstico
deste tumor e com uma maior resisténcia a quimioterapia e radioterapia. 2

Na avaliagdo comparativa do padrao mutacional entre os dois grupos de pacientes do
nosso estudo, detectamos os genes mais frequentemente mutados em cada grupo. Nesta analise,
podemos identificar que o gene TP53 esteve fortemente mutado, de forma similar, nos dois
grupos de pacientes. Identificamos também dois genes significativamente mais mutados no
grupo de pacientes ndo-respondedores: o CDKN1A e AMTS18. Ja os genes AKAP9 e CDK12
estiveram significativamente mais mutados nos pacientes respondedores.

O gene TP53 ¢ considerado um gene supressor tumoral que age codificando a proteina
p53 a qual se liga especificamente ao DNA, sendo responsavel pelo reparo deste quando softre
algum dano. Muitos tumores demostram altas taxas de muta¢do neste gene. Alguns estudos
sugerem que a presenca de mutacao deste gene pode ter correlagdo com o prognostico do cancer
em questdo, como no caso do tumor de estdmago. Em nosso estudo, o grupo de pacientes
respondedores demonstrou uma taxa maior de muta¢do no gene TP53, o que seria esperado
pelas nossas hipdteses, visto que se trata de um gene de reparo do DNA. Porém, a taxa de
mutac¢do no grupo de pacientes nao respondedores também foi alta e sem diferenca significativa
com o outro grupo (53% x 48%). 24

O gene CDKI12 apresentou-se mutado em 8 (oito) dos pacientes do grupo de
respondedores, correspondendo a 20% do total de pacientes deste grupo. Em contrapartida,
nenhum dos pacientes do grupo de nao-respondedores apresentou mutagao neste gene. Dessa
forma, chama a ateng¢do esta diferenca bastante significativa na taxa de mutacio deste gene ao
compararmos os dois grupos de pacientes.

Localizado no brago longo do cromossomo 17, o gene CDKI2 esta diretamente
envolvido nos processos de replicagdo, recombinagdo e reparo do DNA, especialmente
relacionado com a resposta ao dano do DNA. Estudos recentes sugerem que tumores que
apresentam mutacao ou baixa expressao deste gene possuem maior potencial de agressividade.
Por outro lado, estes tumores tendem a apresentar maior sensibilidade e melhor resposta a
terapias sistémicas que agem através do dano ao DNA, como no caso da quimioterapia a base

de cisplatina. Dessa forma, temos que o achado do nosso estudo, no qual identificamos uma
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expressiva taxa de mutacao deste gene no grupo de pacientes que responderam a quimioterapia
a base de cisplatina, estd de acordo com nossa hipotese inicial e € corroborado por outros
estudos em outros tipos de tumores. Sendo assim, temos aqui mais um potencial biomarcador
de prognostico e de resposta a quimioterapia a base de cisplatina. 2°

O gene CDKNI1A foi identificado como significativamente mais mutado no grupo de
pacientes ndo respondedores em comparacao aos respondedores (27% x 3%). Este gene codifica
a proteina p21 que possui uma funcdo inibitéria da proliferacdo celular, sendo supressora
tumoral. Dessa forma, este gene tem funcao de reparo de danos ao DNA. De forma inicial, a
mutacdo deste gene, segundo nossa hipotese inicial, deveria estar associada a uma maior
resposta a quimioterapia, porém identificamos um resultado, a principio, contraditorio. No
entanto, ha um estudo de publicado por Sikder et al. 2° que identificou que diferentes tipos de
mutacdes do CDKNIA estdo associadas a perfis diferentes de sensibilidade a quimioterapia,
com um tipo especifico estando associada a resisténcia a quimioterapia, como em nossa analise.
Uma avaliagdo mais profunda deste topico em nosso estudo necessita ser realizada para
avaliarmos esta possivel associa¢do identificada no estudo citado acima. 2°

Até o momento, ndo identificamos correlacdo funcional entre as alteragdes que
identificamos nos genes AKAP9 e AMTS18 com a resposta a terapia sistémica citotoxica, no
caso, a quimioterapia.

Adicionalmente, avaliamos a correlagdo entre expressao de genes de reparo do dano do
DNA e sobrevida dos pacientes. Nesta analise, identificamos que pacientes com hiperexpressao
do gene DDBI1 apresentaram curva de sobrevida significativamente inferior aos demais
pacientes. Esse resultado, a principio, ¢ compativel com o fato de que esses pacientes obtiveram
melhor resposta a quimioterapia e apresentam uma tendéncia a evoluir melhor, com melhor
progndstico e sobrevida.

A sobrevida global destes pacientes, no entanto, pode sofrer influéncias de diversos
outros fatores, além da resposta terapéutica a quimioterapia, como os relacionados com a
propria biologia tumoral. Desta forma, a melhor sobrevida identificada nos pacientes com
hiperexpressao do gene DDBI1 pode ndo retratar diretamente a resposta as terapias sistémicas.
Faz-se, entdo, necessaria uma analise mais profunda e multivariada, considerando variaveis
clinicas e moleculares com possivel impacto no prognéstico dos pacientes. O objetivo ¢
identificar o real impacto da resposta terap€utica a quimioterapia, ¢ da expressao genica do
DDBI, na sobrevida dos pacientes.

Ainda em relacdo a avaliacdo progndstica e de sobrevida, uma andlise adicional,

incluindo todos os genes diferencialmente expressos, identificou dois grupos de genes: um
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associado com a resposta terapéutica a quimioterapia e outro relacionado com a sobrevida
global dos pacientes. Como podemos ver na Figura 7, houve uma grande intersecdo entre os
genes, ou seja, um grande nimero de genes (169) esta presente nos dois grupos, sendo este um
resultado de potencial interesse. Esse dado sugere, fortemente, assim como o resultado da
analise de sobrevida isolada do gene DDB1, que os genes (e seus diferentes perfis de expressao
e mutacdo) relacionados com a resposta a quimioterapia, em grande parte, também tem relagao
direta com a sobrevida global dos pacientes.

Coletivamente, identificamos aqui potenciais biomarcadores que podem estar
associados com a resposta terapéutica a quimioterapia € com a sobrevida de pacientes
portadores de tumor de bexiga musculo-invasivo. Apesar de a maioria dos pacientes desta
coorte terem sido submetidos a quimioterapia adjuvante, os esquemas quimioterapicos
utilizados s@o os mesmos do cenario neoadjuvante. Dessa forma, tais biomarcadores também
devem estar associados a resposta a quimioterapia neoadjuvante. Pretendemos, futuramente,
validar a eficacia destes biomarcadores em predizer resposta a quimioterapia em outras coortes,
incluindo alguma com pacientes submetidos exclusivamente a quimioterapia neoadjuvante.

Por fim, tais biomarcadores poderdo ser avaliados, através de analise de imuno-
histoquimica, no material proveniente da RTU da bexiga (bidpsia). A partir desta analise
direcionada, poderemos identificar quais pacientes poderao se beneficiar mais ou menos do uso
da quimioterapia, auxiliando na tomada de decisdo quanto ao uso ou ndo desta terapia sistémica
em alguns pacientes e, possivelmente, implicando em reducdo de custos aos sistemas de saude
e de toxicidades aos pacientes.

Devemos destacar que, apesar de a quimioterapia ainda ser a terapia sistémica padrao-
ouro em todos os cendrios de tratamento do cancer de bexiga musculo invasivo, a imunoterapia
vem ganhando destaque nos ultimos anos. Diversos estudos vém demonstrando que a
imunoterapia, nos cenarios de neoadjuvancia, adjuvancia e de doencga paliativa, apresenta
beneficios em termos de ganho de sobrevida com toxicidade reduzida. Como exemplo, o estudo
CheckMate 274, randomizado e fase III, identificou importante beneficio, em comparagdo ao
placebo, do uso do inibidor de PD-1 (Nivolumabe) no cendrio adjuvante do CBMI em pacientes
com alto risco de recidiva. 2’

Dessa forma, os resultados dos estudos em imunoterapia no CBMI sdo promissores e
existe uma expectativa que, apos estudos mais robustos e de longo prazo, a imunoterapia venha
a suplantar a quimioterapia e tornar-se padrao-ouro. Porém, ainda deve demandar tempo para
que isto aconteca e a quimioterapia vai permanecer sendo padrdo-ouro e largamente utilizada

por consideravel periodo. Em consequéncia disto, ¢ muito importante que continuemos
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dispensando esforcos em otimizarmos as indica¢des do uso da quimioterapia no cancer de
bexiga.

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes que serdo discutidas a seguir.
Primeiramente, devemos levar em consideragdo a natureza retrospectiva do estudo e os vieses
inerentes a este tipo de analise. Segundo, neste estudo, incluimos pacientes que foram
submetidos a quimioterapia neoadjuvante, adjuvante e paliativa. Apesar de os esquemas de
quimioterapia utilizados serem os mesmos, a base de cisplatina, a analise global pode ficar mais
heterogénea. Terceiro, visto que nosso objetivo primordial foi identificar biomarcadores de
resposta a quimioterapia, incluimos, no grupo de pacientes respondedores, pacientes com
resposta completa e também com resposta parcial a quimioterapia. Porém, devemos destacar
que apenas os pacientes com resposta completa realmente apresentam ganho de sobrevida
global. Dessa forma, devemos, em um segundo momento, realizar validacdo desses
biomarcadores em grupos de pacientes respondedores que incluam apenas pacientes com
resposta completa para, também, identificar o potencial dos biomarcadores em predizer
sobrevida destes pacientes.

Por fim, ainda sobre as limitacdes do nosso estudo, temos que as avaliagdes de resposta
a quimioterapia, assim como em outros estudos semelhantes, podem nao ter sido totalmente
precisas, tanto nos casos de avaliagdo por exames de imagem como nos casos de avaliagdo por
resposta patologica. A avaliacdo através de comparag¢do de exames de imagem pode sofrer
interferéncias da propria imprecisdo dos exames e da variacdo de interpretagdo entre
avaliadores. Esta ultima, porém, ¢ minimizada por protocolos e guidelines de avaliacao de
resposta oncologica de tumores s6lidos, como o Critérios de avaliagdo de resposta em tumores
solidos (RECIST, do inglés Response Evaluation Criteria in Solid Tumor).*

A avaliagdo por resposta patologica também pode ser imprecisa. Esta pode ndo retratar
diretamente a resposta a quimioterapia, visto que o downstaging identificado no anatomo-
patologico da pega cirargica final da cistectomia radical, pode decorrer, em parte, da redugdo
tumoral decorrente da ressecgdo transuretral inicial e, consequentemente, ndo ser uma agao
exclusiva da quimioterapia. Apesar de bastante incomum, os casos de auséncia de tumor na
peca da cistectomia radical em pacientes que ndo foram submetidos a quimioterapia,
corroboram o fato de que a RTU de bexiga pode, em parte, contribuir para o downstaging. (29

A despeito destas limitagdes inerentes a este tipo de estudo, identificamos e
apresentamos resultados que corroboraram nossa hipotese inicial e que sdo compativeis com
alguns outros estudos semelhantes em outros tipos de tumores e alguns em tumor de bexiga,

porém com metodologias distintas do nosso. Apesar de resultados animadores e condizentes
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com a com as teorias hipotetizadas para este cenario, precisamos validar nossos resultados em

outras coortes para, finalmente, chegarmos a uma conclusao definitiva.
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6. CONCLUSAO

O cancer de bexiga musculo-invasivo ¢ uma patologia, em geral, agressiva e que
demandada tratamentos multimodais, com combinagdes de cirurgia e terapias sistémicas, para
atingir uma sobrevida aceitavel. Apesar do ganho de sobrevida proveniente da quimioterapia,
muitos pacientes ndo respondem e ndo se beneficiam da terapia sistémica. Este tem sido um
dos maiores empecilhos no manejo destes pacientes e tivemos poucos avangos concretos neste
sentido. 3% 2

Neste estudo, a partir de uma coorte de pacientes com tumor de bexiga musculo-invasivo
submetidos a cirurgia e quimioterapia a base de cisplatina, identificamos potenciais
biomarcadores que podem predizer a resposta a quimioterapia. Tais biomarcadores apresentam
potencial para serem utilizados a fim de identificar pacientes que possuem maior ou menor
chance de responder a esta quimioterapia e, consequentemente, auxiliar na tomada de decisao
quanto a institui¢ao da terapia sistémica, podendo implicar em redugao de custos e toxicidades.

Dando sequéncia a este estudo, pretendemos validar a eficécia destes biomarcadores em
predizer resposta a quimioterapia em outras coortes, incluindo alguma com pacientes
submetidos exclusivamente a quimioterapia neoadjuvante. Devemos também realizar um
levantamento de pacientes do Hospital AC Camargo que preenchem os nossos critérios e,
posteriormente, realizar, nestes pacientes, avaliagdo imuno-histoquimica dos genes
identificados nesta nossa analise, com o objetivo de realizar mais uma validagdo dos resultados
deste estudo.

Apos validacdo dos nossos resultados, pretendemos produzir um escore a partir dos
genes selecionados e confirmados como preditores de resposta a quimioterapia identificados.
O objetivo ¢ desenvolvermos um escore onde serdo alocados, em um algoritmo, os genes
selecionados, a fim de estratificar os pacientes quanto a sensibilidade a quimioterapia,

auxiliando na tomada de decisdo quanto a indicag¢do desta terapia.
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