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Lista de Abreviaturas

ADN - Acido desoxirribonucleico;

BCG - Bacilo de Calmette e Guérin;

CGH - Comparative Genomic Hybridization;

clAP1 - Proteina inibidora da apoptose celular 1;

clAP2 - Proteina inibidora da apoptose celular 2;

Cis - Carcinoma in situ;

COX2 - Cicloxigenase 2;

EN2 - Engrailed-2;

EORTC - Organizacdo Europeia para Investigacdo e Tratamento do Cancro;
FISH - Hibridizacdo fluorescente in situ;

HIP/PAP - Proteina associada ao hepatocarcinoma-intestino-pancreas/pancreatite;
IAP - Proteinas inibidoras da apoptose;

miRNA — MicroRNAs;

Nampt - Enzima Nicotinamida fosforilbosiltransferase;

RBX1 - Proteina Ring box 1;

RTU - Ressecao transuretral;

SPAG9 - Antigénio associado ao esperma 9;

TMIB - Tumores musculo invasivos da bexiga;

TNMIB - Tumores ndo-musculo invasivos da bexiga;

VPN - Valor preditivo negativo;

VPP - Valor preditivo positivo.



Resumo

O cancro da bexiga € uma doenca heterogénea, que se apresenta em cerca de 75% das
vezes sob a forma de tumores ndo-musculo invasivos. Estes tumores apresentam altas taxas de
recorréncia e cerca de 10 a 15% progridem para formas musculo invasivas. Atualmente, as
estratégias de diagnostico e seguimento baseiam-se na realizacdo de cistoscopias e citologias
urinarias. Nos ultimos anos varios marcadores moleculares tém sido investigados, de forma a
esclarecer 0 seu envolvimento no processo neoplasico vesical, bem como a sua possivel
utilizacdo como marcadores de diagndstico, recorréncia ou progressdo no cancro da bexiga. O
presente trabalho teve como objetivo principal sumariar os marcadores moleculares mais

recentemente investigados e propostos para validacéo.

Foi realizada uma pesquisa com base na PubMed, centrada em trabalhos publicados de
Agosto de 2010 a Agosto de 2015, escritos em Portugués e Inglés e utilizando as palavras-

chave “bexiga”, “ndo-musculo invasivo” e “marcadores”.

Vérios marcadores moleculares foram descritos como potenciais candidatos a
utilizacdo na prética clinica (P53, Survivin, Ki-67,...), alguns apresentando caracteristicas
como facilidade de analise, baixo custo ou capacidade para melhorar a estratificacdo de risco
usada atualmente. No entanto os estudos apresentam maioritariamente baixa forca estatistica,
ndo sdo reprodutiveis e alguns apresentam resultados distintos para 0 mesmo marcador

molecular.

Perante a evidéncia atual, continua a ndo ser aceite a utilizacdo de marcadores
moleculares na prética clinica. Estudos com maior forca estatistica terdo que ser realizados
para que ocorra a validacdo destes marcadores moleculares. No futuro poderdo ser
introduzidos marcadores moleculares na préatica clinica, para utilizagdo em conjunto com as

tabelas de estratificagcdo de risco disponiveis atualmente.



Abstract

Bladder cancer is a heterogeneous disease that presents in about 75% of the time in the
form of non-muscle invasive tumors. These tumors have high rates of recurrence and
approximately 10 to 15% progress to muscle invasive forms. Currently, the strategies for
diagnosis and monitoring are based on performing cystoscopy and urine cytology. In recent
years many molecular markers have been investigated in order to clarify its involvement in
the bladder neoplastic process, as well as its possible use as diagnostic, progression or
recurrence markers of bladder cancer. This study aimed to summarize the most recently

investigated and proposed for validation molecular markers.

A research based on PubMed was conducted, focusing on works published from
August 2010 to August 2015, written in Portuguese and English and using the keywords

"bladder"”, "non-muscle invasive" and "markers".

Several molecular markers have been described as potential candidates for use in
clinical practice (P53, Survivin, Ki-67, ...), some of them presenting characteristics such as
ease of analysis, low cost and ability to enhance the risk stratification currently used.
However, most studies have low statistical power, are not reproducible and some have distinct

results for the same molecular marker.

Given the current evidence is still not accepted the use of molecular markers in
clinical practice. Studies with higher statistical power will have to be made to occur the
validation of molecular markers. In the future molecular markers may be introduced in

clinical practice for use in conjunction with the risk stratification tables currently available.



Introducéo

O cancro da bexiga apresenta-se atualmente como o 5° mais comum no mundo
Ocidental[1], sendo o 11° mais diagnosticado a nivel mundial[2]. A sua incidéncia e
mortalidade variam globalmente devido a diferengas nos fatores de risco, préticas de
diagndstico e tratamentos disponiveis[2]. Na Unido Europeia, a incidéncia padronizada para a
idade (por 100,000 pessoas-ano) € de 27 no homem e 6 na mulher, enquanto a taxa de
mortalidade padronizada para a idade (por 100,000 pessoas-ano) é de 8 no homem contra 3 na
mulher[2]. Estas taxas situam-se bem acima dos numeros globais, com taxa de incidéncia
mundial de 8,9 no homem e 2,2 na mulher, bem como taxa de mortalidade de 3,3 contra 0,9

no homem e mulher, respetivamente[2].

Clinicamente esta neoplasia caracteriza-se pela presenca de hematuria, sendo este o
sintoma de apresentacdo predominante. A dor vesical e os sintomas de aramazenamento do
trato urinario podem ocorrer, especialmente no Cis. O exame objetivo por norma nédo fornece
dados de relevo para o diagnostico, em fases iniciais, tendo para isso de se recorrer a exames
imagioldgicos (tomografia computorizada e ecografia), citologia urinaria e cistoscopia com

andlise histopatoldgica das bidpsias recolhidas[2].

De todos os doentes com cancro da bexiga, cerca de 75% apresentam lesfes
superficiais confinadas a mucosa e submucosa (graus Ta/Cis e T1, respetivamente), com
elevada taxa de sobrevivéncia devido a sua baixa mortalidade especifica[2]. Os tumores ndo-
musculo invasivos da bexiga (TNMIB) apresentam a mais alta taxa de recorréncia de todos 0s
carcinomas[3], até 60% apds 5 anos da primeira ressecdo transuretral (RTU)[1], sendo
também o carcinoma mais caro por paciente desde 0 momento do diagnostico até a morte[3].
Por outro lado, cerca de 10-20% dos TNMIB progridem para tumor muasculo invasivo da
bexiga (TMIB)[4], caracterizado por ter taxas de mortalidade muito superiores e cuja

abordagem necessita de maior agressividade. De facto, apesar da cistectomia radical,
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radioterapia e quimioterapia a que estes doentes sdo submetidos, o resultado em termos de
prognostico é desencorajador, o que reforca a necessidade de um diagndstico precoce[4].
Assim, torna-se evidente a necessidade de implementar as melhores técnicas de diagnostico e

seguimento.

O protocolo estabelecido para o diagndstico e seguimento dos doentes com TNMIB
baseia-se na cistoscopia (sensibilidade de 80%) e na citologia urinéria (sensibilidade de
30%)[2,3]. Durante o seguimento, sdo realizadas cistoscopias e citologias urinarias 3 meses
apos a ressecdo da lesdo, bem como: de 3 a 12 meses, no periodo minimo de 5 anos, nos casos
de tumores com classificacdo de baixo risco; ou até a morte, nos tumores com classificagdo de
meédio/alto risco[2]. Contudo, a cistoscopia & um procedimento caro, invasivo, desconfortavel
e com riscos iatrogénicos[3,4]. Das cistoscopias realizadas durante o seguimento, inimeras
sdo negativas, podendo a sua realizacdo ser evitada[3]. Atualmente, nenhum marcador
molecular é usado clinicamente para prever a progressao ou recorréncia de TNMIBJ[1], nem

pode ser utilizado para diminuir a frequéncia de cistoscopias no seguimento dos doentes[2].

Por estas razles, trata-se de uma area em constante investigacdo, com maultiplos
estudos e artigos publicados anualmente. E importante sumariar toda a informacdo que vai
sendo publicada, tendo este trabalho como objetivo principal esclarecer quais os marcadores
moleculares que mais recentemente tém vindo a ser investigados e propostos para validacao,
de forma a tornarem-se um apoio ou mesmo uma alternativa viavel aos métodos de

diagndstico e seguimento considerados atualmente.



Materiais e Métodos

De forma a realizar este artigo de revisdo foi consultada a base eletronica PubMed,
limitando a pesquisa a artigos de Agosto de 2010 até Agosto de 2015, sendo incluidos artigos
de revisdo, artigos originais, ensaios clinicos, entre outros. A pesquisa foi ainda orientada para
artigos em Portugués e Inglés, sendo restringida utilizando as seguintes palavras-chave:
“bexiga”, “nao-musculo invasivo”, “marcadores”. O trabalho de pesquisa foi realizado pelo
Servico de Documentacdo do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra. Foram ainda

pesquisadas manualmente guidelines internacionais e estudos com potencial interesse para a

realizacdo do artigo de reviséo.

A selecdo dos artigos iniciou-se pela anélise dos titulos e abstracts obtidos na pesquisa
original, de forma a identificar estudos com interesse potencial para o trabalho.
Posteriormente, foi feita a analise de todo o conteldo dos artigos selecionados na primeira
fase como relevantes. Caso a totalidade do artigo ndo estivesse disponivel, este era excluido

do trabalho.



Resultados

A literatura publicada nos Gltimos anos, particularmente nos quais esteve centrada a
presente investigacdo, surgiu a elevado ritmo, demonstrando a importancia que este assunto
apresenta e a urgéncia de encontrar métodos alternativos eficazes para o diagndstico e
seguimento dos doentes com carcinoma da bexiga. A investigacdo efetuada e sobre a qual este

trabalho se baseia, dedicou-se a trés grandes grupos de marcadores moleculares:

I.  Os marcadores moleculares urinarios e plasmaticos para diagndstico de carcinoma da
bexiga, mais concretamente TNMIB,;
ll. ~ Os marcadores moleculares urinarios, tecidulares (em pecas de bidpsia/RTU) e
plasmaticos de recorréncia de TNMIB, ap0s ressecdo transuretral (RTU);
. Os marcadores moleculares urinarios, tecidulares (em pecas de bidpsia/RTU) e

plasmaticos de progressao de TNMIB para tumores musculo invasivos.

. Marcadores moleculares para efeitos de diagnéstico de TNMIB

De maneira a desenvolver testes acessiveis € minimamente invasivos para 0
diagndstico de carcinomas da bexiga, bem como diminuir o nimero de cistoscopias realizadas

no seguimento de doentes com TNMIBJ3], tém sido efetuados e publicados diversos estudos.

Devido ao conhecimento mais aprofundado das vias moleculares envolvidas na
carcinogénese, foram desenvolvidas técnicas de analise molecular que podem ser utilizadas
em células presentes na urina e mais concretamente no seu ADN[3]. Assim, através da
andlises de mutacBes pontuais, zonas de metilacdo, perda de heterozigotia e estrutura
cromossémica, foi possivel identificar varias alteracdes presentes de forma mais comum no

carcinoma da bexiga e que podem ser potenciais alvos de diagndstico[3]. As alteracdes mais



comuns surgem nos bragos cromossomicos 9p, 9q, 8p, 3q, 7p e 17q[5,3]. Em 2013, O.
Cussenot et al.[3] desenvolveu o primeiro teste para potencial uso clinico, utilizando a
tecnologia de Comparative Genomic Hybridization (CGH) em amostras de urina, esta
tecnologia permite analisar as alteragfes cromossémicas mais comuns (9p, 99 e 8p)
(Figural). Este teste demonstrou uma sensibilidade de 95% e especificidade de 51%, valor
preditivo positivo (VPP) de 45% e valor preditivo negativo (VPN) de 96%, considerando uma
amostra de 134 doentes analisados. Além disso, demonstrou que as alteragfes cromossomicas
sdo maiores em tumores de alto grau e que 100% desses tumores foram diagnosticados. Desta
forma séo necessarios ensaios com maior forca estatistica e com comparacdo a outros
marcadores moleculares disponiveis, para que o teste desenvolvido possa ser aprovado e
utilizado num futuro préximo[3].
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Figura 1 Exemplo de perfil normal no cromossoma 1, um ganho no cromossoma 8q e uma dele¢do no cromossoma 9p,
utilizando a tecnologia CGH [3].

Outro método de estudo aplicado aos tumores da bexiga teve por base a
metaboldmica, uma area cientifica que se dedica ao estudo dos metabolitos presentes nos

fluidos bioldgicos. O cancro da bexiga surge como ideal para este tipo de estudo devido ao
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contacto direto da urina com as lesfes tumorais, bem como a colheita comoda e ndo invasiva
da amostra que se pretende analisar[4]. Guiado por este principio, X. Jin et al.[4] realizou em
2013 o estudo com o maior numero de participantes até a data (138 doentes com diagndstico
estabelecido e 121 controlos). No estudo foram ainda incluidos doentes com hematuria, de
forma a testar a interferéncia desta variavel de confundimento. Os resultados traduziram uma
diferenca clara no perfil de metabolitos entre o grupo controlo e o grupo de doentes com
cancro da bexiga (tendo o grupo de doentes niveis bastante elevados de acetil-coenzima A e
carnitina, entre outros), bem como entre os doentes com TNMIB e com carcinoma musculo
invasivo. Ao avaliar a capacidade do teste diagnosticar os doentes com carcinoma obteve-se
uma sensibilidade de 91,3% e uma especificidade de 92,6%. A estes valores positivos associa-
se a facilidade do teste e o valor da amostra, a maior utilizada até & data, tornando-o num

possivel teste com interesse clinico a curto prazo[4].

Ainda na andlise de marcadores urinarios, Y. Nitta et al.[6] investigou a possibilidade
da proteina associada ao hepatocarcinoma-intestino-pancreas/pancreatite (HIP/PAP) servir de
marcador molecular para o diagndstico de cancro da bexiga. Esta proteina secretora tem um
papel ativo na regeneracdo tecidular e inflamacdo dos o6rgdos digestivos, mas também é
expressa em Vvarios tipos de carcinomas.[6] Neste estudo ficou provado o aumento da
concentracdo desta proteina nas amostras urinarias colhidas de doentes com cancro, face a sua
concentracdo no grupo controlo. Ficou ainda demonstrada a sua expressao, atraves de western
blot, em vaérias linhas celulares de cancro da bexiga (Figura 2). A sensibilidade do teste

urinario realizado, através de um teste ELISA, foi de 80,2% e a especificidade de 78,2%][6].
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Figura 2 Expressdo da proteina HIP/PAP através de western blot. (A) Expressio da proteina HIP/PAP em tecido de bexiga
normal e em tecidos com carcinoma da bexiga. (B) Expressdo da proteina HIP/PAP em linhas celulares de cancro da
bexiga.[6]

O fator de transcricdo Engrailed-2 (EN2) foi recentemente associado ao cancro da
mama e da prostata, sendo um fator de expressdo e libertacdo especifica tumoral[7]. R.
Morgan et al. demonstrou que este fator também se encontra aumentado no carcinoma da
bexiga, tendo obtido uma sensibilidade e especificidade global para o diagnostico através da
medicdo da concentracdo urinaria de EN2 de 82 e 75%, respetivamente. Assim, o fator de
transcricdo EN2 apresenta-se como candidato a marcador molecular para diagndstico de
carcinoma da bexiga, sendo que estudos de maior validade ainda serdo necessarios e a sua

utilizacdo a curto prazo ndo e expetavel[7].

Recentemente foi descoberta uma nova categoria de antigénios tumorais, os Cancer-
testis, que sdo considerados alvos de detecdo tumoral e com potencial imunoterapéutico[8].
Dentro desta categoria foi identificado o antigénio associado ao esperma 9 (SPAGY) e
provada a sua colaboragdo na ativacdo da mitose celular[8]. Assim, D. Kanojia et al.[8]
investigou com sucesso a expressdo de SPAGY9 em pecas histologicas de doentes com
carcinoma da bexiga e em linhas celulares de cancro da bexiga. Mais ainda, demonstrou que a
expressdo esta aumentada nas fases iniciais do desenvolvimento tumoral, provando a sua

relagdo com o processo carcinogénico[8]. Apesar desta descoberta, a utilizacdo do SPAG9
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como marcador para utilizacdo clinica ndo parece provavel, tendo apenas interesse

investigacional.

A nivel de marcadores séricos, foi investigada a possibilidade da enzima Nicotinamida
fosforilbosiltransferase (Nampt), j& implicada na literatura como aumentada em casos de
cancro do pulmao, de cancro colo-retal, de cancro da mama e de cancro da préstata[9], se
apresentar também com concentragdo sérica aumentada no carcinoma da bexiga. K. Zhang et
al.[9] demonstrou que o nivel sérico de Nampt aumentou de um valor médio de 6,46 ng/ml no
grupo de controlo, para o valor de 16,02 ng/ml no grupo de doentes (Figura 3) [9]. Assim
sugere-se 0 uso potencial desta enzima como marcador molecular de carcinoma da bexiga,

sendo que o seu papel neste processo necessita ainda de maior investigacdo|[9].

P <0.0001
60-

20+

Nampt(ng/mL)

—

G T 1
BC Control

Figura 3 Concentragdo sérica de Nampt em individuos com carcinoma da bexiga versus grupo de controlo.[9]

Il.  Marcadores moleculares de recorréncia de TNMIB

Os TNMIB apresentam altas taxas de recorréncia ap6s a RTU do tumor (60% aos 5
anos) tornando-se num dos carcinomas mais dispendiosos por paciente. Por essa razéo tem de
ser mantido um seguimento apertado com realizacdo periddica de cistoscopias e citologias
urinarias. Os seguintes trabalhos tiveram como objetivo apresentar futuras alternativas a este

seguimento.
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O antigénio Ki-67 apresenta-se descrito na literatura como um marcador de
proliferacdo celular associado a varias fases do ciclo celular, estando ja descrita a sua relacéo
com a recorréncia de TNMIB.[10] D. Weihong et al.[10] tentou demonstrar o valor preditivo
da expressdo deste antigénio e melhorar a estratificacdo dos doentes com TNMIB, associando
as tabelas de risco da EORTC com o status de Ki-67. Dos 332 doentes em estudo, 108
expressaram Ki-67, havendo uma relacdo entre esta expressdo e a presenca de lesdes
multifocais, Cis e tumor de grau mais elevado. O autor provou no seu estudo que o Ki-67 é
um indicador significativo de recorréncia de lesdes (Figura 4), bem como demonstrou que a
associacdo do Ki-67 com as tabelas de risco da EORTC melhora a estratificacdo de doente e o
estabelecimento de progndstico. Adicionalmente, L. Wang et al.[11] observou outra
correlacdo envolvendo o Ki-67: quando a sua expressdo estd aumentada juntamente com a
expressao do gene P53 (gene supressor tumoral envolvido em maultiplos processos
cancerigenos), ocorre um aumento significativo na recorréncia de TNMIB[11]. A expressdo
deste antigénio tem condicdes para se tornar um marcador com interesse clinico a curto prazo,

mais precisamente para utilizagdo em conjunto com as tabelas de risco da EORTC.
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Figura 4 Estimativa de sobrevivéncia livre de recorréncia (A) e de progressao (B) através de analise Kaplan-Meier, em 332
doentes. Pacientes com expressdo de ki-67 negativa (cor azul), apresentam melhor prognéstico do que os doentes com
expressao positiva (cor verde).[10]

14



Um importante mecanismo envolvido na carcinogénese é o silenciamento de genes
supressores tumorais, nomeadamente atraves de metilacdo aberrante dos seus promotores[12].
O CDH13 é um desses genes supressores tumorais que recentemente foi associado ao cancro
da bexiga. Posto isto, Y. Lin et al.[12] estudou a presenca de metilacdo deste gene em pecas
de bidpsia de TNMIB e colocou a hipétese desta se relacionar com a recorréncia de lesdes.
Apbs a analise de 178 doentes e 38 controlos foi possivel observar a metilacdo em 44,9% dos
doentes e 0% do grupo controlo. Mais ainda, 0s doentes com esta caracteristica apresentaram
menor sobrevivéncia livre de recorréncia e maior progressdo para carcinoma mausculo
invasivo[12]. Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer se 0 CDH13 é um possivel

marcador molecular para utilizaco clinica, ou o seu interesse sera apenas investigacional.

Outro grupo de genes bem estudado consiste nos inibidores da apoptose, nos quais se
incluem as proteinas Livin e Survivin. Estas proteinas sdo expressas em variados processos
neoplésicos como o cancro do pulmédo, cancro da bexiga, ou melanoma, aumentando a sua
resisténcia a radio e quimioterapia e prejudicando o prognostico[13]. A sua atividade anti-
apoptose relaciona-se com a interacdo com a Caspase 3 (proteina integrante da cascata
apoptética) e por esse motivo J. Wang et al.[13] averiguou a expressdo destas trés proteinas
em pecas de RTU de TNMIB, a sua correlacdo e possivel valor prognostico. O autor
demonstrou neste trabalho que a recorréncia € mais frequente em doentes com elevada
expressao de Livin e Survivin e baixa expressdo de Caspase 3, enquanto os doentes com baixa
expressao de Livin e Survivin e elevada expressdo de Caspase 3 apresentam maior tempo de
sobrevivéncia sem recorréncia[13]. Concluiu-se que a Livin, Survivin e Caspase 3 apresentam
um efeito combinado no comportamento dos TNMIB, sendo que o seu status pode fornecer
informacdes de elevado interesse clinico e prever a recorréncia de lesdes[13], tornando-as

marcadores de possivel interesse clinico a curto prazo.
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Embora ndo seja expressa na maioria dos tecidos em ambiente de normalidade, a
cicloxigenase 2 (COX2) apresenta-se aumentada em diversas condi¢cbes malignas devido a
sua ativacdo por fatores de crescimento e inflamacdo[14]. T. Tadin et al.[14] estudou a
possibilidade da expressdo aumentada de COX2 se relacionar com o aumento da recorréncia
de TNMIB (Figura 5). Adicionalmente também estudou a implicacéo da presenca ou auséncia
de linfocitos infiltrados tumorais na sobrevivéncia livre de recorréncia destes doentes. Dos
doentes em estudo, 71% revelou expressdo de COX2 e 59% a presenca de linfocitos.
Contrariamente ao que era previsto demonstrou-se que os doentes que ndo expressam COX2
apresentam maior taxa de recorréncia. Também os doentes que ndo apresentam linfocitos
infiltrados apresentam maior taxa de recorréncia. Assim concluiu-se que os doentes com
menor expressdo de COX2 e auséncia de linfocitos infiltrados tumorais necessitam de

seguimento mais apertado pela sua elevada taxa de recorréncia esperada[14].
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Figura 5 Coloragao imunohistoquimica de COX2 em tecidos de tumor vesical. (A) ampliagdo de 20X; Coloragdo forte (B),
moderada (C) e ligeira (D) em ampliagdo de 100X.[14]
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No ano de 2014, T. Todenhofer et al.[15] colocou a hipdtese de que 0 uso de varios
marcadores moleculares de forma combinada ou passo a passo, aumentasse a detecdo de
recorréncias de TNMIB. Assim, elaborou um estudo onde aplicou quatro reconhecidos
marcadores (citologia urinaria, hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), imunocitologia
(uCyt+) e NMP22 Elisa) de forma combinada e em degrau, numa amostra de 483 doentes em
seguimento por TNMIB. No estudo obteve-se elevada sensibilidades com a aplicacdo de dois
ou mais marcadores, no caso da citologia+FISH atingiu o valor de 80,5%, com sensibilidade
para tumores de alto grau de 94%. Ao analisar a aplicacdo de marcadores de forma combinada
foram feitas andlises de duas formas distintas: a primeira, considerando o teste positivo
guando apenas um dos marcadores € positivo, levou a obtencao de elevadas sensibilidades e
baixas especificidades; a segunda, considerando o teste positivo apenas quando os dois
marcadores sdo positivos, originou elevadas especificidades mas baixas sensibilidades.
CombinacBes de 3 marcadores conseguiram atingir sensibilidades de 95%, mas apenas uma
das 4 possiveis obteve especificidade acima de 50%. O elevado custo da aplicacdo destes
marcadores implica uma utilizacdo racional dos mesmos, nomeadamente utilizando
estratégias em degrau. O estudo concluiu que os testes aplicados permitem identificar tumores
com elevada sensibilidade, sugerindo-se a realizacdo de estudos prospetivos, de forma a

tornar este teste aplicivel a curto prazo[15].

lll.  Marcadores moleculares de progressdo para carcinomas musculo invasivos

Cerca de 10 a 20% dos TNMIB progridem para carcinomas musculo invasivos[4].
Atualmente continua a ndo existir um método preciso para a identificacdo destes casos, sendo
varios os trabalhos desenvolvidos com o intuito de descobrir marcadores capazes de prever a

progressdo dos TNMIB e adequar o seguimento desses doentes.
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Um dos genes mais estudados pelo seu envolvimento no processo tumoral é o gene
supressor tumoral P53. No carcinoma da bexiga ndo € excecdo, encontrando-se sobre-
expresso nas fases inicias de doenca e em 48% dos tumores Cis[5]. Varios estudos
identificaram o P53 como indicador de progressdo de TNMIB, com menores intervalos livres
de progresséao e sobrevivéncia relacionada com o cancro, no entanto ha também estudos com
resultados conflituosos ou sem expressdo estatistica (que se pode dever em grande parte as
técnicas utilizadas pelos diversos estudos)[5]. Para além deste papel preditor de progndstico,
também a expressdo de P53 é indicadora de resposta a terapéutica com bacilo de Calmette e
Guérin (BCG)[5]. Estudos mais homogéneos e com maiores amostras devem ser realizados
tendo em conta o potencial deste marcador molecular, no entanto ja existem estudos com

testes para potencial utilizacdo a curto prazo.

AlteracGes epigenéticas sdo novamente estudadas na area da progressao neoplésica
tendo em conta a sua possivel relacdo com doenca mais agressiva. Neste sentido, R.
Kandimalla et al.[16] investigou o genoma em pecas histolégicas de carcinoma da bexiga,
identificando uma correlacdo com progressao de TNMIB em vérios genes anormalmente
metilados: T-box 2, T-box-3, GATA 2 e membro 4 da familia Zic. A Figura 6 revela o poder
preditivo destas metilagdes, obtido durante o estudo. Mais ainda concluiu que, a adicdo dos
referidos marcadores aos scores de risco da EORTC, levou a um incremento da preciséo de
previsdo para progressao de 23,3% (passando de 72,7 para 96%). O autor sugere que a
pesquisa destes marcadores melhore a estratificacdo dos doentes e leve a melhor adequacéo
do tratamento e seguimento[16], sendo que a realizacdo de estudos adicionais podera levar a

sua utilizacdo clinica a médio prazo.
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Sensitivity Specificity NPV PPV AUC ( p value)

TBX2 100 80 100 78 0.96 (0.0001)
B3 48 96 68 0 0.72 (0.019)
CATAZ 94 71 9 74 0.88 (0.0001)
Zic4 58 3 67 63 0.71 (0.021)

Figura 6 Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN dos 4 marcadores moleculares, para prever a progressao para doenga
invasiva.[16]

Outra via implicada no processo cancerigeno consiste na alteracdo dos MicroRNAs
(miRNA), sequéncias ndo codificantes de RNA que controlam a expressdo génica por
repressdo de alvos de mRNA especificos[17]. Os miRNAs sdo os mais fortes reguladores da
expressao genica a nivel pos-transcripcional e ja foi provada a sua implicacdo no processo
tumoral a nivel da bexiga[18]. Assim, foram varios os estudos publicados que focaram o
papel dos varios tipos de miRNA. X. Wang et al[19] deu sequéncia ao seu trabalho com o
miRNA-141 e avaliou a expressdo deste nos tecidos de bexiga normal, TNMIB e tumores
musculo invasivos, aferindo depois a sua relacdo com os parametros clinicos. No seu estudo
concluiu que os doentes que expressam mais miRNA-141 tém melhor prognostico, sugerindo
este como um bom marcador para estratificacdo individual de risco de progressdo de
TNMIBJ[19]. Noutro estudo, Y Jia et al[17] demonstrou a relacdo do miRNA-126 com a
ADAMY, metaloproteinase implicada na progressdo de varios tumores. Nas amostras com
baixos niveis de miRNA-126, a progressdo para tumor invasivo aumentou. No inverso, 0s
aumentos de miRNA-126 provocaram diminui¢do da expressao de ADAM9 e diminuicdo da
progressdo de TNMIB. Assim foi demonstrado o poder supressivo do miRNA-126, atestado o
seu valor progndstico e sugerida a sua possivel utilizacdo terapéutica[17]. Por Gltimo, M.
Avgeris et al.[18] demonstrou que a associagdo miRNA-143/miRNA-145 apresenta expressao
diminuida nos tecidos afetados por carcinoma da bexiga. A sua dete¢cdo aumenta o valor

preditivo das tabelas de risco da EORTC, quando utilizadas em conjunto.
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A amplificacdo do gene que codifica a proteina Her2 no cromossoma 17, leva a
expressao aumentada da proteina e estd descrita como implicada no cancro da mama[20].
Varios estudos investigaram a relacdo desta alteracdo com o carcinoma da bexiga, mas a
maioria utilizou tecnologias de imunohistoquimica que gerou resultados controversos. P.
Chen et al.[20] utilizou a FISH para avaliar a amplificacdo do gene HER2 e a expresséo da
proteina, bem como a correlacdo com recorréncias e invasdo, nos TNMIB. Os resultados
demonstraram que a amplificacdo do gene Her2 apenas existe em 9% dos TNMIB de alto
grau, originando neste subgrupo um comportamento muito agressivo, com recorréncias e
progressao mais frequentes. Desta forma os autores sugerem que a detecdo da amplificacdo de
Her2 utilizando a técnica FISH permite a selecdo de um subgrupo de doentes com elevado
risco de recorréncia e progressao, adequando o tratamento necessario (terapéuticas anti-Her2

poderdo ser eficazes)[20].

Outra proteina cuja expressao foi recentemente associado ao processo neoplasico
(pulm&@o, mama, colon) é a proteina Ring box 1 (RBX1), cujo papel se prende com a
ubiquitizacdo de proteinas relacionadas com o ciclo celular[21]. Uma vez que as alteracGes do
ciclo celular estdo associadas ao carcinoma da bexiga, W. Wang et al.[21] investigou a
relacdo da expressdo desta proteina com a evolucdo de TNMIB. Nos seus resultados
demonstrou um aumento da expressdo desta proteina quando comparada com os tecidos
normais, bem como um aumento da progressdo para tumores invasivos nos doentes que a
sobre-expressam (Figura 7). Sugere-se a realizacdo de estudos mais consistentes para
confirmar ou rejeitar a hipOtese desta proteina se tornar um marcador molecular de
progndstico de TNMIB[21], a curto prazo ndo serd& um marcador molecular a ter em

consideracao.
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Figura 7 Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia livre de recorréncia (A), sobrevivéncia livre de progressdo (B) e
sobrevivéncia global, associadas ha expressdao de RBX1.[21]

As proteinas inibidoras da apoptose (IAP) sdo uma familia de proteinas capazes de
bloquear a via apoptotica por inibirem as caspases e antagonizarem a libertacdo de proteinas
pré-apoptoticas mitocondriais[22]. A expressdo exagerada destas proteinas estd relacionada
com a progressao cancerigena e a resisténcia a quimioterapia[22]. X. Che et al. investigou a
expressao das proteinas inibidoras da apoptose celulares 1 e 2 (clAP1 e clAP2) nos TNMIB
versus tecidos normais e a sua implicacéo a nivel de prognostico. Concluiu-se que a expressdo
destas proteinas estd muito aumentada nos casos de TNMIB face ao grupo controlo, bem
como a expressdo nuclear de clAPL1 € preditiva de pior progndstico e doenca avancgada,

tornando este um marcador molecular com interesse clinico[22].

As caderinas, moléculas glicoproteicas transmembranares dependentes de célcio,
desempenham um papel importante na adesdo celular e a sua expressdo anormal estd
associada na literatura a progressdo de varios tumores[23]. P. Wang et al. investigou a relacéo
da expressdo da P-Caderina e o comportamento de TNMIB numa amostra de 110 tecidos,
concluindo que a sobre-expressdo desta proteina esta associada a uma maior taxa de
progressao para tumores invasivos (Figura 8), sendo uma boa candidata a estudo para

validagdo como marcador de prognostico de uso corrente na préatica clinica[23].
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Figura 8 Sobrevivéncia livre de recorréncia e de progressdo, em individuos com baixa e elevada expressido de P-
Caderina.[23]

Com outro tipo de abordagem H. Chung et al.[24] pretendeu aferir as diferencas entre
o perfil de expressdo de proteinas em tecidos normais e em tecidos com carcinoma da bexiga.
Foram encontradas 12 proteinas cuja expressao se encontrava alterada entre doentes e
controlos, sendo que a proteina Cofilin apresentou a diferenca mais significativa[24]. Para ter
atividade, esta proteina precisa de ser fosforilada, essa particularidade foi investigada tendo
sido descoberta maior proporcdo entre proteina fosforilada/proteina ndo fosforilada nas
amostras de TNMIB. Adicionalmente foi descrito o papel que a cofilin desempenha a nivel da
migracdo celular e comprovada a sua participacdo no processo de invasdo do carcinoma da
bexiga[24]. A expressdo desta proteina podera ser tida como marcador de progressdo em
TNMIB, embora sejam necessarios trabalhos adicionais que ndo permitem a sua utilizacdo

num futuro proximo.
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Discussao

Até a data, nenhum marcador molecular pode ser utilizado clinicamente para
estabelecer diagndstico, prever a progressao ou a recorréncia de TNMIBJ[1]. As Guidelines da
Associacdo Europeia de Urologia para o Cancro da Bexiga[2] dedicam uma sec¢édo a previsao
de recorréncia e progressao dos TNMIB, estabelecendo as tabelas de risco da EORTC como o
melhor fator preditor. Estas tabelas sdo baseadas nos seis fatores clinicos e patologicos mais
significantes: nimero de tumores, diametro do tumor, taxa de recorréncia anterior, categoria,
presenca de Cis e grau[2]. Contudo, este continua a ndo ser um sistema preciso e rigoroso,
encontrando-se sugerido nas proprias guidelines a elaboracdo de trabalhos de validacdo de

marcadores moleculares, de forma a aumentar a preciséo das tabelas ja existentes[2].

Recentemente surgem trabalhos cientificos que apresentam evidéncia da capacidade
preditiva de diversos marcadores moleculares, principalmente quando utilizados em conjunto
com as caracteristicas clinicas e patologicas fornecidas pelas tabelas de risco EORTC[5]. Um
marcador molecular sé é Gtil na préatica clinica se aumentar a precisdo diagnostica face aos
elementos ja conhecidos e aprovados, permitindo adequar o tratamento e seguimento de

forma individual[1].

Neste sentido demonstrou-se 0 aparecimento de estudos ligando varios marcadores
moleculares, que vdo desde alteracbes cromossomicas e epigenéticas, reguladores do ciclo
celular, recetores da tirosina-cinase, passando por reguladores da apoptose, entre outros, com
a previsao de recorréncia e progressdo de TNMIB e até mesmo com o estabelecimento do

diagnostico inicial.

Apesar da maioria dos estudos se focar apenas num marcador molecular especifico,
existem alguns trabalhos a focar-se na aplicagdo de marcadores de forma combinada ou em

degrau[15]. Esta abordagem demonstra vantagens a nivel da sensibilidade dos testes aplicados

23



(embora a especificidade seja importante para prevenir falsos positivos, no contexto de
seguimento elevadas sensibilidades demonstram vantagem pelo menor risco de falsos
negativos[15]), bem como a nivel de custos, ao utilizar os marcadores em degrau e evitar

doseamentos desnecessarios.

Contudo ainda um longo caminho separa as evidéncias publicadas, de uma utilizagéo
na prética clinica. Sdo vérias as raz6es que apontam neste sentido, entre as quais: a elevada
heterogeneidade dos estudos apresentados, que leva muitas vezes a ndo reprodutibilidade dos
resultados; a auséncia de processos de validagdo rigorosos, sendo a maioria dos estudos
retrospetivos e de centro Unico (quando idealmente deveriam ser prospetivos e multicentro); a
avaliacdo de risco com base em parametros clinicos e patologicos prontamente disponiveis; e

amostras pouco significativas.

A evidéncia atual demonstra que poderdo ser introduzidos marcadores moleculares a
médio prazo, que funcionem em conjunto com as tabelas de risco da EORTC, aumentando a
precisdo da sua estratificacdo. A sua utilizacdo de forma isolada, quer para estabelecer
diagnostico, quer como alternativa a cistoscopia durante o seguimento, parece muito distante.
Assim, ndo é expetavel que a curto prazo haja a introducdo de marcadores moleculares na
pratica clinica corrente, tendo em conta a auséncia de estudos com forca estatistica suficiente

para os validarem.
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Conclusao

Atualmente continua a ndo ser aceite a utilizacdo de marcadores moleculares para
estabelecimento de diagnostico de carcinoma da bexiga, nem como alternativa a cistoscopia
durante o seguimento dos doentes. Contudo, os tempos de intervalo entre cistoscopias
continuam a ser controversos, 0 metodo continua a ser pouco aceite pelos doentes e 0s custos

sdo consideraveis[15].

Assim ndo se devem desvalorizar os trabalhos que tém vindo a ser apresentados, pelo
contrério é necessario o desenvolvimento de mais estudos, prospetivos, com populacdo
homogénea e de numero estatisticamente significativo, de forma a poder validar
definitivamente alguns destes marcadores como preditores do progndstico e introduzi-los na
prética clinica corrente. Dessa forma podera ser criada uma ferramenta de estratificacdo de
doentes de forma mais precisa, individualizar terapéuticas e tempos de seguimento,

melhorando assim o progndstico do doente com carcinoma da bexiga.
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