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RESUMO

Introducao: O cancro da bexiga ¢ uma das neoplasias malignas mais prevalente no mundo e ao
diagnostico 75-80% dos doentes apresentam um cancro da bexiga ndo-musculo invasivo. Estes
doentes necessitam de um follow-up ad aeternum porque mesmo apdés uma RTU com remogao
tumoral completa, 50-70% tém recidiva tumoral e 10-30% progridem para um tumor musculo
invasivo. O gold-standard para a detecdo do cancro da bexiga € a cistoscopia, sendo também
realizada como adjunto a citologia urinaria. Impulsionados pela baixa sensibilidade da citologia
urinaria e pela morbilidade e elevado 6nus financeiro associados a cistoscopia, foram realizados
diversos estudos com o objetivo de desenvolver um biomarcador com a mesma eficacia ou
idealmente superior, que possa colmatar o das técnicas standard.

Objetivo: Revisdo sobre os biomarcadores existentes para o cancro da bexiga assim como, a
verificacdo das suas eficacias a luz dos estudos atuais na tentativa de se depreender a sua
aplicabilidade na atualidade.

Metodologia: Pesquisa bibliografica de artigos em lingua inglesa dos tltimos 24 anos, realizada nas
bases de dados Pubmed, ScienceDirect ¢ Cochrane Libraries. Redigida com base em artigos
cientificos originais e revisdes bibliograficas. As palavras de pesquisa usadas foram uma combinagao
dos termos bladder, cancer, biomarkers, diagnosis, surveillance ¢ efficacy.

Desenvolvimento: Os biomarcadores t€ém cinco possiveis fun¢des primarias: o diagndstico inicial
de cancro da bexiga, com prioridade para doentes sintomaticos; o follow-up para a detecdo de
recidivas ou progressdo da doenga; a identificacdo de tumores ndo visiveis pela cistoscopia; a
estratificag@o de risco para aferir probabilidade de recorréncia e progressdo; e a implementacio de
um rastreio populacional para o cancro da bexiga. De forma a fazer-se uma revisdo sobre os
biomarcadores existentes e aferir se as suas eficacias podem suplantar as das técnicas standard sdo
descritos os seus papeis no diagndstico inicial e no follow-up do cancro da bexiga. Foi dado enfase
aos biomarcadores ja aprovados pela FDA, aos que ndo tém aprovacdo mas sdao atualmente
comercializados e as promissoras descobertas recentemente publicadas.

Conclusio: Apesar de haver um grande niimero de biomarcadores promissores ndo existe nenhum
que permita a comutacdo com as técnicas standard de diagnostico na atualidade. No futuro ¢
necessaria uma validagao por estudos multicéntricos prospetivos para concluir a sua verdadeira
aplicabilidade. Atualmente, o seu papel continua a ser, meramente, um vislumbre de uma possivel

revolugdo futura no que concerne a esta assoberbante doenca.

Palavras Chave: Bladder; Cancer; Biomarkers; Diagnosis; Surveillance; Efficacy.

i



ABSTRACT

Introduction: Bladder cancer is one of the most prevalent malignancies in the world and at diagnosis
75-80% of patients present non-muscle invasive bladder cancer. These patients require a follow-up
ad aeternum because even after an TURP with complete tumor removal, 50-70% have tumor
recurrence and 10-30% progress to an invasive muscle tumor. The gold-standard for the detection of
bladder cancer is cystoscopy and is also performed as an adjunct to the urinary cytology. Driven by
the low sensitivity of urinary cytology and by the morbidity and high financial burden associated
with cystoscopy, several studies were carried out with the objective of developing a biomarker with
the same or ideally superior biomarker that could meet the standard techniques.

Objective: Review of existing biomarkers for bladder cancer as well as the verification of their
efficacy in the light of current studies in an attempt to understand its current applicability.
Methodology: Bibliographic research of articles in english of the last 24 years, carried out in
Pubmed, ScienceDirect and Cochrane Libraries databases, written on the basis of original scientific
articles and bibliographic reviews. The search words used were a combination of bladder, cancer,
biomarkers, diagnosis, surveillance and efficacy.

Discussion: Biomarkers have five potential primary functions: the initial diagnosis of bladder cancer,
with priority for symptomatic patients; follow-up for the detection of recurrences or disease
progression; the identification of tumors not visible by cystoscopy; risk stratification to measure
likelihood of recurrence and progression; and the implementation of population screening for bladder
cancer. In order to review existing biomarkers and assess whether their efficacy can outperform
standard techniques, their roles are described in the initial diagnosis and follow-up of bladder cancer.
Emphasis was placed on the biomarkers already approved by the FDA, those not approved but
currently marketed and promising findings recently published.

Conclusion: Although there are many promising biomarkers, there is no one that allows switching
with standard diagnostic techniques today. In the future, a validation by prospective multicenter
studies is required to conclude its true applicability. Today, its role remains merely a glimpse of a

possible future revolution with regard to this overwhelming disease

Keywords: Bladder; Cancer; Biomarkers; Diagnosis; Surveillance; Efficacy.
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LISTA DE ABREVIATURAS
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CDK1 - Cyclin Dependent Kinase 1

CXCR2 — Chemokine Receptor 2
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FGFR3 — Fibroblast Growth Factor Receptor 3

TERT - Telomerase Reverse Transcriptase
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TWIST1 — Twist-related protein 1

UPKI1B - Uroplakin 1B

IGF2 — Insulin-like Growth Factor 2

CRH - Corticotropin-Releasing Hormone

ANXA10 — Annexin A10

ABL — Abelson murine leukemia viral oncogene homolog
PCR - Polymerase Chain Reaction

UBC - Urinary bladder cancer

VEs — Vesiculas extracelulares

AURKA - Aurora Kinase A

ADN - Acido Desoxirribonucleico

HS3ST2 — Heparan Sulfate-Glucosamine 3-Sulfotransferase 2
PIK3CA - Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase Catalytic subunit Alpha
RAS - Rat Sarcoma

RB1 - Retinoblastoma 1

TSC1 - Tuberous Sclerosis 1

HER?2 — Human Epidermal growth factor Receptor 2
PTEN - Phosphatase and Tensin homolog

APC — Adenomatous Polyposis Coli

RARSP — Retinoic Acid Receptor Beta

RASSF1 — Ras association domain family member 1
BRCAT1 - Breast Cancer 1

SFRP — Secreted Frizzled-Related Protein 1

BCL2 - B-Cell Lymphoma 2

NID2 - Nidogen 2

SSRs — Simple Sequence Repeats

miRNAs — MicroRNAs

qRT-PCR - Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
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CyPRIT - Cytokine Panel for Response to Intravesical Therapy
IL - Interleukin

VEGF —Vascular Endothelial Growth Factor

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

BLCA1 — Human Bladder Cancer Antigen 1

BLCA4 — Human Bladder Cancer Antigen 4

ANG - Angiopoietin

APOE - Apolipoprotein E

CA9 — Carbonic anhydrase 9

MMP9 - Matrix metallopeptidase 9

MMP10 — Matrix metallopeptidase 10

SDC1 - Syndecan 1

SERPINAL1 - Serpin family A member 1

SERPINE1 - Serpin family E member 1

VEGFA - Vascular Endothelial Growth Factor A

MCMS — Minichromosome Maintenance Complex Component 5



INDICE

AGRADECIMENTOS ...ttt ettt sttt s sttt e e seebestenseneeneas i
LR 011 [ USRS i
ABSTRACT ..ottt ettt b st ettt s e bt st et et s bt e bt et st ne bt e s s e il
LISTA DE ABREVIATURAS . .....oot ettt ettt sttt v
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt sttt sb ettt be et st e s e ene et vii
INTRODUGAO........ooooieeeeeeeeeeee et snaeen 1
OBJIETIVOS ...ttt ettt a e sttt s e bt et e st e st e b e e b e e et eneeseebenbenneneenenaens 4
METODOLOGIA......ccotititeeteeeeee ettt ettt sttt ae st s b et et s e st s b e e eneeseesenteseneenesaens 5
DESENVOLVIMENTO ..ottt ettt ettt st ettt st st sa e eseesesseseneenenaens 6
Biomarcadores aprovados pela FDA ......c.cccoooiiiiiiiieeececeee e 6
BT A et b et n bttt n st b et en bt b te et enenaens 6
INIMIP22 ..ttt ettt b et et b ekttt a bttt n bt st e et et ne et enen 7
IMIMUNOCYE ..ottt s et sesa s s s s saeaeses s s et eses s sassesessesanansesnas 8
UTOVYSION  .eeeteeeceeee et s st et s s sae et s s et et nasasaeses s s s teses s sassesessananaesesnas 9
Biomarcadores comercialmente disponiveis (Nao aprovados pela FDA) .......cccocevvevvenveninennen. 11
CXBLAAAET ™ ...ttt ettt n e s s eaenanan 11
ASSUTE MIDIX ™ ..ottt ettt enneneen 12
XPert® Bladder Cancer MONITOT ..............ooveeiviveerieeeeeeeeeseeesessesseseesesesesesesssessesessesssssesessans 13
UBC™ .ottt ettt 13
Biomarcadores em iNVESTIZAGAD........eevuierieerieiierieerieesieesteesteesseesseesseesseesseessaessaessaessaesseesseesseessees 14
Biomarcadores ENOMICOS ........ccvveriieriieriieiierieesieesteesteeteesseesseesseesseesseesseessaesseesseesseesseesseessees 14
Biomarcadores EPIZENELICOS . ...vevieriieriieriierieerieesieesieesteeteesseesseesteesseesseesseessaesseesseesseesseesseesses 15
Biomarcadores inflamatOrios...........vecveeriierieriienieereeseeseeseesieesieesieesseesseesseesseesseessaesseenseensens 17
Biomarcadores MetabOliCOS.......ccveriieriieriieiierieerieesieesieeitesie et esieesre et esseesseesseesseessaesseeseesees 17
Biomarcadores PrOtEICOS. ......ueuieriieriietietierteerieesieerieesteeteesseesseesseesseesseesseesseesseesseessaesseenseessees 17
Vesiculas eXtraCelULATES. ........ccuviriierieiieiieeee ettt se ettt et e e re e sa e seeseesees 18
CONCLUSAO. ...t 20
BIBLIOGRAFTA ...ttt ettt sttt s et b et et et beebenbe s eneeneeneas 21
ANEXOS ..ottt bttt b et n st b et et et se et et e s entene et 32

vi



LISTA DE TABELAS

Tabela I — Sensibilidade e especificidade no diagnostico e no seguimento com o marcador BTA.

Tabela II — Sensibilidade e especificidade no diagnostico e no seguimento com o biomarcador
NMP22.

Tabela I1I — Sensibilidade e especificidade no diagnostico e no seguimento com o marcador uCyt+" .

Tabela IV — Sensibilidade e especificidade no diagnostico € no seguimento com o marcador
UroVysion' .

Tabela V — Comparacio da eficacia diagnéstica do NMP22 test kit® e do BTA Stat®.
Tabela VI — Comparacio da eficacia diagndstica do ImmunoCyt™ e e da UroVysion' .

Tabela VII — Sensibilidade e especificidade =80% nos biomarcadores proteicos.

vii



INTRODUCAO

Os cancros urologicos representam cerca de 25% de todos os cancros humanos,"” sendo que
o cancro da bexiga (CaB) é o 10° mais comum no mundo, sendo o 6° mais prevalente no sexo
masculino e corresponde a 9* causa de morte por neoplasia maligna mundialmente.® E trés a quatro
vezes mais comum em homens?® e afeta caucasianos cerca do dobro que etnias negra ou hispanica.
Aquando do diagnéstico 90% dos doentes tem idades superiores a 55 anos.®> O envelhecimento da
populagdo e o sexo masculino sdo considerados os fatores de risco, ndo modificaveis, mais
relacionados com a doenga.”” O que se verifica na literatura é que a maioria dos tumores da bexiga
estdo associados a exposi¢do carcinogénica adquirida € que a sua evicgdo pode diminuir
significativamente a incidéncia da doenga. O tabaco ¢ assim considerado o principal fator de risco,”
aumentando-o 2.5 vezes,® estimando-se que 50% dos casos de CaB, em ambos os sexos, sejam
atribuidos ao seu consumo.”®® A exposicio a certas substincias quimicas foi também relacionada
como importante para a carcinogénese, estimando-se que representa cerca de 10 a 20% de todos os
casos.'"®D A incidéncia a nivel mundial de CaB parece refletir que as regides com maior
associacdo aos fatores de risco sdo aquelas que demonstram também uma maior incidéncia da
doenga,'” sendo assim concordante que os paises desenvolvidos sejam os que tenham o maior
ntiimero de casos diagnosticados.?"”) De ressalvar que isto se deve também as diferengas em termos
de sistema de saude, protocolos e acesso a instalagdes de diagnoéstico, justificando assim que em
paises com niveis de desenvolvimento de recursos superiores haja uma maior afluéncia da doenga.
Nao obstante, de referir, que pela infecdo de Schistosoma haematobium, fator de risco também
comprovado, que em partes da zona geografica do norte de Africa e subsariana, ha um alto énus da
doencga.!?

O carcinoma urotelial (CU), anteriormente denominado como carcinoma de células de
transicdo, é um tipo histolégico de neoplasia que se origina em células epiteliais do urotélio."? O
urotélio é o revestimento epitelial do trato urinario, que se estende desde a pelve renal a uretra.'9"
A esmagadora maioria de CU sdo CaB,"® contabilizando 90% dos casos.(2(IOINII)
Histologicamente os CaB sdo categorizados como papilares ¢ nao papilares, tendo estas duas
entidades vias de formagao dispares, sendo assim patogenicamente diferentes. As lesdes papilares
originam-se por hiperplasia do urotélio e tendem a recidivarem apds a sua excisao local, ndo tendo
capacidade invasiva e, portanto, sio classificadas como ndo musculo invasivas.?(!20CD A
alteracdo genética mais associada é a mutagio do FGFR-3." Por outro lado, as lesdes nio papilares,
denominadas por alguns autores como lesdes solidas''® originam-se por displasia do urotélio tendo

capacidade musculo invasiva!'¥(17@0@D

e tém por base principal mutagdes que conduzem a
inativagdo de supressores tumorais, principalmente o TP53 e o RB1.""Y Apesar de serem duas vias

com alteragdes genéticas especificas existem casos em que se verifica que ha uma sobreposicdo de



ambas as caracteristicas histologicas, o que veio a refletir a capacidade de progressdo tumoral de
tumores papilares para carcinomas invasivos.!” De enfatizar que a compreensio das propriedades
patogénicas dos subtipos moleculares do CaB ¢ ainda bastante limitada e controversa.*?)

Para descrever a extensdo da doencga estes tumores sdo classificados segundo o sistema de
estadiamento TNM (Tumor-Noédulo-Metastase)' ' e histologicamente sio classificados segundo
graus."Y Ao diagnéstico de CaB entre 75-80% dos doentes apresentam CaB nio-musculo-invasivo
(NMIBC)W!DI3 "oy seja, doenga confinada & mucosa (Ta e Cis) ou lamina propria (T1)."'" Os
restantes apresentam-se com CaB musculo invasivo (MIBC) (T2-T4).!”

O sintoma mais comum de apresentagdo clinica e mais correlacionado com o CaB® ¢ a
hemattiria®“?, sendo que a hematiria macroscopica estd associada a maior taxa de malignidade, de

aproximadamente 20%"

, comparativamente com 1.3% da microscopica, percentagens estimadas na
auséncia de patologia benigna suspeita.”’*¥ Infe¢des urinarias recorrentes e sintomas urinarios sao
também sugestivos e frequentes & apresentagdo,” sendo que os sintomas irritativos devem conjeturar
a possibilidade de um Carcinoma in Situ (CIS)."V

Atualmente, a técnica gold-standard para a deteg¢io do CaB ¢ a cistoscopia.!"” Além de estar
longe de ser um exame eximio,*” ¢ ainda um procedimento operador-dependente, invasivo e com
baixa sensibilidade para a dete¢do de tumores de baixo grau e para CIS, especialmente em casos de
recidiva tumoral,?® podendo passar despercebidos cerca de 10%.*” A sensibilidade e especificidade
da cistoscopia de luz branca sdo de 71% (95% IC 0.49-0.93%) e 72% (95% IC 47-96%),
respetivamente.”® Apés a sua realizagdo é frequente os doentes apresentarem distria (50%),
hematuria (19%) ou infegdo urinaria (3%).?”®? A citologia urinaria apresenta uma elevada acuidade
diagnostica para lesdes de alto grau e CIS, apresentando uma sensibilidade e especificidade entre 80-
90% e 98-100% respetivamente,®" tendo também um importante papel na detecio de recorréncias
ao nivel do urotélio superior, ndo detetaveis por cistoscopia. No entanto para a detecdo de lesdes de
baixo grau é ineficiente®?®C% tendo sensibilidades de 4-31%°V%® e apresenta uma alta taxa de
falsos positivos decorrentes de patologias benignas e alteracdes causadas por quimioterapia ou
radiagdo.®”%® Em estudos multicéntricos recentes a sua sensibilidade foi questionada, verificando-
se ter valores inferiores do que os relatados anteriormente.®”

Os NMIBC, mesmo apos uma ressecao transuretral (RTU) com remogdo completa do tumor,
tém uma taxa de recorréncia de aproximadamente 50-70% e 10 a 30% irdo progredir no futuro para

20)

um MIBC,“? necessitando de vigilancia ad aeternum®® com cistoscopia e citologia urindria com

espagamento minimo de 3 meses,'" e tratamentos repetidos ao longo das eventuais recidivas,
tornando-se um cancro com elevadissima morbilidade® e o com o maior 6nus por doente.“"

Dado que apenas 10% dos doentes com hematuria que sdo submetidos a cistoscopia tem
efetivamente um CaB, um teste ndo invasivo que conseguisse excluir a presenca de doenca

minimizava a necessidade de utilizagdo deste método invasivo.“”? Nos ultimos anos tem-se

aumentado a diligéncia para desenvolver adjuvantes a cistoscopia convencional para melhorar a



precisdo diagnéstica e a detegdo de recorréncias, tanto com novas técnicas de cistoscopia,!@*3)
como numa linha congénere na pesquisa de biomarcadores que possam revolucionar o diagnostico,
follow-up e até mesmo chegar a tornarem-se um método fiavel e com perfil custo-beneficio favoravel
para um screening da populagio de risco,*® dado que apesar da elevada prevaléncia do CaB
nenhuma organizag¢io major recomenda o seu rastreio em adultos assintomaticos.! VG499 Apesar
de todas as lacunas, a citologia urinaria ¢ o biomarcador urindrio mais utilizado, continuando assim
a necessidade da descoberta de um biomarcador com quatro objetivos principais: diminuir a
frequéncia da realizagdo de exames invasivos, excluir a presenca de recorréncia da doenca, detetar
progressio no NMIBC e antever a resposta terapéutica.*9“?)

Um biomarcador ¢ uma caracteristica definida, objetivamente medida e avaliada como um
indicador de processos biologicos, processos patogénicos ou respostas a uma intervencao
terapéutica.“¥“? Pelo facto da urina contactar com todo o urotélio, incluindo o trato urinario
superior, que ndo pode ser observado por cistoscopia, os biomarcadores urinarios, pela sua facil
acessibilidade, possibilidade de colher quantidades suficientes de amostras e de repetir amostragens
de forma ndo invasiva, seriam os que, a partida, aduziriam uma maior vantagem para o diagnostico
e follow-up do CU.“9CY3D Um biomarcador ideal seria barato, rapido, objetivo, facil de interpretar
e com alta sensibilidade e especificidade.”

Os doentes com NMIBC de alto risco (pT1, CIS e tumores de alto grau) sdo os que fornecem
o maior desafio, pela sua maior probabilidade de recidiva e progressdo, necessitando de seguimento
constante com técnicas invasivas.®” Impulsionados pela baixa sensibilidade da citologia urinéria e
pela morbilidade associada a cistoscopia, foram realizados extensos estudos para desenvolver testes
urinarios para a dete¢io do CaB,*” em que a sua maioria demonstrou ter uma maior sensibilidade
do que a citologia urinaria, mas uma menor especificidade." " Claramente, um teste niio invasivo que
tenha a mesma eficacia, ou idealmente superior a cistoscopia seria uma perspetiva muito atrativa, de
forma a poder substitui-la ou melhorar a sua eficdcia.®*?

Na atualidade existem diversos estudos e diversas categorias de biomarcadores, sendo que
seis deles foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para serem usados como
adjuntos as técnicas standard no diagnéstico primario e no follow-up, mas a sua utilizacdo nao ¢
ainda recomendada por nenhuma das guidelines internacionais.! "9 Os novos estudos tém como
visdo inicial a de suplantar em termos de eficacia diagndstica as técnicas standard atuais, de forma
a que pelo menos possam permitir espagar por periodos de tempo mais alargados a necessidade de
exames invasivos no follow-up. Sendo assim, os biomarcadores mostram-se como uma perspetiva
tentadora na esperanga do aumento da sensibilidade de detecio do CaB e na diminui¢do da
morbilidade e custos da doenga. Neste artigo de revisao sdo descritos os biomarcadores que existem

na atualidade, assim como as novas investigagdes promissoras que estao a ser realizadas.



OBJETIVOS

O proposito da presente dissertacdo ¢ a de mostrar o ponto de situagdo atual dos
biomarcadores para o cancro da bexiga assim como, a verificag@o das suas eficécias a luz dos estudos
atuais na tentativa de se depreender a sua aplicabilidade pelas recomendacdes da literatura

especializada.



METODOLOGIA

A revisdo bibliografica foi redigida tendo por base artigos cientificos originais e revisdes
bibliograficas escritas em lingua inglesa, pesquisados nas bases de dados Pubmed, ScienceDirect e
Cochrane Libraries (desde o ano 1995 até a atualidade).

Para a pesquisa foi utilizada a combinagdo das palavras-chave: bladder; cancer; biomarkers;
diagnosis; surveillance, efficacy.

A selecdo de artigos e exclusdes teve por base o titulo e o abstract onde constasse informagao
sobre cancro da bexiga, diagnodstico e follow-up do cancro da bexiga, biomarcadores para o cancro
da bexiga. Apos a exclusdo de artigos que ndo contemplassem no abstract o requerido para esta

dissertacdo, selecionaram-se 244 artigos para a referenciagdo bibliografica.



DESENVOLVIMENTO

Os biomarcadores tém cinco possiveis fun¢des primarias: o diagnoéstico inicial de CaB, com
prioridade para doentes sintomaticos; o follow-up para a detegdo de recidiva ou progressdo da
doenga; a identificacdo de tumores nao visiveis pela cistoscopia; a estratificacdo de risco para aferir
probabilidade de recorréncia e progressdo; e a implementagdo de um rastreio populacional para o
CaB. A descrigdo das suas duas caracteristicas individuais mais relevantes, diagnostico e follow-up,
¢ descrita neste artigo na tentativa de fazer uma revisao sobre os biomarcadores existentes e aferir se
as suas eficacias podem suplantar as das técnicas standard atuais. Foi dado enfase aos biomarcadores
ja aprovados pela FDA, aos biomarcadores que apesar de ndo terem aprovacdo sdo atualmente

comercializados e as promissoras descobertas atuais recentemente publicadas.

Biomarcadores aprovados pela FDA

Alguns dos testes comercializados foram aprovados pela FDA para uso como adjuvantes aos
métodos standard para o diagnostico e follow-up do CaB. Os testes aprovados pela FDA incluem o

BTA, o NMP22, o ImmunoCyt™ e o UroVysion™."®

BTA

O antigénio do tumor da bexiga (BTA) ¢ uma proteina relacionado com o fator H do
complemento humano,®” produzida por células malignas, conferindo uma vantagem a sobrevivéncia
das células tumorais por interferir na cascata do complemento.

Existem duas versdes do teste de BTA (Polymedco Inc., Cortlandt Manor, New York, USA)
aprovados para o diagnoéstico e follow-up de doentes com CaB, em uso concomitante com a
cistoscopia, o BTA Trak®e o BTA Stat™. O primeiro é um teste quantitativo com necessidade de ser
analisado em laboratodrio, necessitando de um processo de véarias horas para se inferir um resultado,
e o segundo ¢ um teste qualitativo que pode ser analisado no consultério com uma duragdo maxima
de 5 minutos.®®

Chou et al.®® realizou a maior meta-analise até ao momento com um total de 22 estudos que
verificou uma sensibilidade e especificidade de 64% (95% IC 0.58-0.69) e de 77% (95% IC 0.73-
0.81) para o BTA Stat®. Demonstrou ainda que a sensibilidade era maior para o diagnéstico de
doentes sintomaticos do que para a detegdo de recorréncia durante o follow-up, mas, que a
especificidade era similar. Para o BTA Trak® a sensibilidade foi de 65% (95% IC 0.54-0.75) e a
especificidade de 74% (95% IC 0.64-0.82) a partir da avaliacdo de 4 estudos (Tabela I). Sathianathen

et al'® e Lotan et al.®” realizaram também duas meta-anélises tendo-se verificado resultados



semelhantes, com excegdo da especificidade para o BTA Trak® aferida por Lotan et al. que se
mostrou bastante superior & das restantes analises (90%), muito provavelmente por ter incluido na
analise um ntimero menor de estudos. A sensibilidade e especificidade foi também avaliada usando
os dois testes de BTA em conjunto tendo obtido resultados de 49% e 86%, respetivamente.>

Guo et al.®" realizou uma meta-analise com 13 estudos com o intuito de comparar a citologia
urinaria ao BTA Stat®, tendo verificado uma sensibilidade de 43% (95% IC 0.40-0.46) e 67% (95%
IC 0.64-0.69) e uma especificade de 97% (95% IC 0.96-0.98) e 75% (95% IC 0.73-0.77),
respetivamente.

Verificou-se que houve uma concordéncia entre a maioria dos resultados das meta-analises
e que comparativamente a citologia urinaria o BTA Stat™ apresenta uma maior sensibilidade, mas
uma especificidade significativamente menor. Pelos valores apresentados ndo tem eficacia
suficientemente grande para poder substituir a citologia urinaria. De referir, pela literatura, que
patologias benignas, principalmente doentes que apresentem hematuria, conduzem a falsos positivos

em ambos os testes.®?

NMP22

A matriz nuclear resulta da agregagdo de proteinas e tem um papel importante para a
replicacio de DNA, transcrigio e splicing de RNA.®® Tem na sua composi¢do NMPs, nuclear matrix
proteins, componentes essenciais para decorrer a mitose no nucleo das células eucarioticas e dai o
seu papel fundamental na proliferacdo tumoral. Numerosas NMPs foram j& descritas em tumores

2 que foi descrita como

solidos. Desta familia faz parte a NMP22, nuclear mitotic apparatus protein,
tendo um papel especifico no desenvolvimento do CaB.*” E eliminada por apoptose do niicleo das
células para a urina, tendo sido descrita uma libertagdo 25 vezes superior em doentes com CaB
relativamente a populagdo em geral.®?®> O seu uso como possivel arma para a detegio do CaB é
conhecido desde o final dos anos 90, depois de ter sido realizado um imunoensaio nos EUA.®4()

Foram realizados dois testes para a detecdo de NMP22 na urina, especificamente dirigidos para a
detecdo de CaB, o NMP22 BC test kit e o NMP22 BladderChek test®. O ensaio quantitativo,
NMP22 BC test kit® (Matritech Inc.; Newton, MA, USA), utiliza dois anticorpos e ¢ aprovado pela
FDA para o follow-up de doentes.®> O NMP22 BladderChek test® (Matritech Inc.; Newton, MA,
USA) ¢ um ensaio imunocromatico qualitativo e ¢ aprovado pela FDA tanto para follow-up como
para o diagnéstico inicial em doentes sintomaticos.”®® Ambos os testes demoram cerca de 30
minutos até a obtengdo de um resultado, sendo facilmente usados na pratica clinica diaria.®” Foram
realizadas varias meta-analises para avaliar a sensibilidade e especificidades de ambos os testes.””
Chou et al.®® avaliou 19 estudos para o NMP22 BC test kit"” e 4 estudos para o NMP22 BladderChek
test”. Verificaram para o teste quantitativo uma sensibilidade e especificidade de 69% (95% IC 0.62-

0.75) e 77% (95% IC 0.70-0.83) respetivamente, excluindo estudos com cut-off para positividade do



teste superior a 10U/mL. Para o teste qualitativo inferiu-se uma sensibilidade de 58% (95% IC 0.39-
0.75) e uma especificidade de 88% (95% IC 0.78-0.94). Indagou-se ainda que a eficacia do NMP22
BC test kit® foi similar para o diagnéstico primario em doentes sintomaticos e em recorréncias da
doenca durante o follow-up. Relativamente ao NMP22 BladderChek test” apesar de se verificar uma
acuidade diagndstica superior no follow-up de doentes, dado o pequeno numero de estudos analisados
esta avaliacdo fica limitada, assim como a avaliagdo da sua sensibilidade (tabela II). De outras 6
meta-analises®Y V7V yerificaram-se resultados similares, tendo o NMP22 BC test kit®
apresentado sensibilidade entre 66 ¢ 79% e uma especificidade entre os 77 e os 79%, e o NMP22
BladderChek test™ apresentou sensibilidades entre 56 e 71% e especificidades entre 73% e 88%.
Mowatt et al.®? verificou ainda, a partir de 16 estudos, a sensibilidade e especificidade do NMP22
em comparagdo com a da citologia urinaria, aferindo valores de 70% (95% IC 0.59-0.80) e 81%
(95% IC 0.74-0.88) para 0o NMP22 e de 40% (95% IC 0.32-0.49) e de 97% (95% IC 0.95-0.99) para
a citologia, respetivamente. A partir de outros 2 estudos verificou que quando usados em conjunto
tinham uma sensibilidade de 91%. Kumar et al.” num estudo com 131 doentes comparou a eficacia
na deteciio de recidiva da doenca durante o follow-up do NMP22 Bladder Chek test® (cut-off de 10
U/mL) com a citologia urinaria, verificando sensibilidades de 85% e 78% e especificidades de 41%
e 96%, respetivamente. Analisou também a sensibilidade para o uso em conjunto dos dois testes
tendo se verificado o valor de 91%.

Grossman et al. realizou dois estudos®” com um total de 1999 doentes que comparou a
eficacia do NMP22 Bladder Chek test® (cut-off de 10 U/mL) a da cistoscopia. Verificou que a
sensibilidade do NMP22 era de 50-56% e a da cistoscopia de 89-91%. Verificou ainda que quando
usados concomitantemente obtinham uma sensibilidade diagnostica de 94-99%.

Constata-se que o uso do NMP22 como substituto das técnicas standard diagnosticas do CaB
nao ¢ exequivel dado que apesar da sua sensibilidade superar a da citologia, a sua especificidade ¢
significativamente inferior. Relativamente a cistoscopia verifica-se que quando usado em conjunto a
sensibilidade diagnostica supera a do uso isolado da técnica invasiva. No Internation Bladder Cancer
Update meeting em 2017 foi referido que se for obtido um resultado negativo com o NMP22 que a
realizagdo da cistoscopia podia ser protelada por um ano, em casos de tumor de baixo grau. Pelo
facto de esta proteina ser libertada quando ha morte celular estima-se que condigdes benignas

conduzam a mais de 80% dos falsos-positivos atribuidos a este teste.’®

ImmunoCyt™"

O teste ImmunoCyt "/uCyt+" (Diagnocure Inc, Quebec, Canada) foi desenvolvido no final
dos anos 90°? e usa a combinagdo da citologia e da imunofluorescéncia de anticorpos monoclonais
para detetar 3 antigénios do CaB: M344, LDQ10 e 19A11, sendo positivo o teste quando pelo menos

uma célula cora de verde ou vermelho fluorescente.”” Para o resultado do teste ser positivo é



necessario um grande niimero de células esfoliativas, mais de 500 por lamina. E um teste altamente
dispendioso, com uma variagdo observador-dependente e com um longo periodo de tempo necessario
para andlise da amostra mas, dado ser um teste de base celular a influéncia de condicdes
inflamatdrias, mais especificamente de hematuria, revelou ser menor relativamente aos restantes
testes.”®” Foi aprovado pelo FDA para o follow-up de doentes com historia de CaB, s6 sendo
recomendado o seu uso como um adjuvante a citologia urinaria.®”

Chou et al.®” realizou uma meta-anélise de 14 estudos que apurou uma sensibilidade de 78%
(95% IC 0.68-0.0.85) e uma especificidade de 78% (95% IC 0.72-0.82). Constatou ainda que a
sensibilidade e especificidade era maior para o diagndstico primario de doentes sintomaticos do que
para o follow-up de doentes com histéria de CaB (Tabela III). Em outras meta-analises*2(¢?®!
verificaram-se sensibilidades e especificidades superiores, com valores de 83-85% e de 75-87%,
respetivamente.

Mowatt et al.*® comparou, a partir de 6 estudos, o uCyt+" com a citologia urinaria tendo
aferido uma sensibilidade de 82% (95% IC 0.76-0.89) e de 44% (95% IC 0.35-0.54) e uma
especificidade de 85% (95% IC 0.71-0.85) e de 94% (95% IC 0.91-0.97), respetivamente. Verificou
ainda que ambos quando usados em conjunto tinham uma sensibilidade de 87% e uma especificidade
de 68%. He et al.®" realizou uma meta-analise similar constatando que os testes usados em conjunto
apresentavam uma maior sensibilidade do que quando usados isoladamente mas, & custa da
especificidade que se verificou ser muito inferior a da citologia isolada.

Schmitz-Drdiger et al.®? a partir de 280 doentes comparou a sensibilidade e especificidade
do uCyt+" a da cistoscopia, verificando uma sensibilidade e uma especificidade de 85% e 88% para
a imunocitologia e de 84% e 98% para a cistoscopia. Quando usados concomitantemente de 100% e
de 87% respetivamente, verificando-se uma sensibilidade perfeita, mas uma especificidade inferior
ao do uso isolado da cistoscopia.

Comparando estas andlises conclui-se que o ImmunoCyt" tem uma especificidade inferior a
da citologia urindria para a detecdo de CaB. O seu uso concomitante com outras técnicas, apesar de
levar a um aumento da sensibilidade, a especificidade notou-se sempre inferior ao do uso da
cistoscopia ou da citologia isoladas.®? Pfister et al.*® alega que dada a elevada sensibilidade do
uCyt+", 0 seu uso conjuntamente com a citologia urinaria poderia protelar o uso de cistoscopia em

maiores intervalos de tempo, em doentes com tumores de baixo risco.

UroVysion"

A UroVysion™ ¢ um técnica de hibridizagdo fluorescente in situ (FISH)®"(4bbott
Laboratories, Abbott Park, Illinois, USA) concebida em 2000®* para a detecio de CaB a partir de
células uroteliais esfoliativas quanto a sua aneuploidia nos cromossomas 3, 7 ¢ 13 ¢ a perda do locus

9p21. Foi aprovado pelo FDA para o diagnéstico primério e follow-up de CaB.®"



Chou et al.®” pela analise de 11 estudos verificou uma sensibilidade e especificidade para a
detecdo de CaB pela UroVysion de 63% (95% IC 0.50-0.75) e 87% (95% IC 0.79-0.93),
respetivamente. Verificou ainda que o seu desempenho era superior para o diagndstico primario de
doentes sintomaticos do que para o follow-up de doentes com histéria de CaB mas, de referir que
apenas um pequeno nimero de estudos foram incluidos para esta conclusdao (Tabela IV). Noutra
meta-analise,*” com 12 estudos, aferiu-se uma sensibilidade de 76% (95% IC 0.65-0.84) ¢ uma
especificidade de 85% (95% IC 0.78-0.92). Para a detegdo de tumores de baixo verificou-se que a
sensibilidade da UroVysion™ foi baixa, semelhante a da citologia urinaria.®>®®

Com a analise de 15 estudos aferiu-se a sensibilidade e especificidade do teste FISH e da
citologia urinaria, tendo-se obtido resultados para a UroVysion" de 72% (95% IC 0.69-0.75) e 83%
(95% IC 0.82-0.85) e para a citologia de 42% (95% IC 0.38-0.45) e de 96% (95% IC 0.95-0.97).%>
Quando usados em simultaneo foi reportada uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de
50%.57

Um estudo com 124 doentes analisou as eficacias do teste FISH e da cistoscopia. Verificou-
se uma sensibilidade de 62% e de 67% e uma especificidade de 87% e de 85%, respetivamente.
Quando usados em conjunto a sensibilidade foi superior (87%) mas a especificidade foi menor a do
uso isolado das duas técnicas (79%).°?

O custo da UroVysion ¢é maior do que o da citologia urinaria e requer testes laboratoriais
especializados, sendo portanto improvavel que seja uma alternativa eficaz em termos de custo-
beneficio para as unidades que empregam citologia rotineiramente, mas verifica-se que pode ser 1til
nos casos de uma citologia atipica ou de uma cistoscopia equivoca, identificando doentes que
precisario de uma avaliagio mais detalhada.®®% Dois estudos prospetivos verificaram que a
UroVysion™ tem um alto valor preditivo positivo®¥®? e que doentes com positividade no teste e com
cistoscopia negativa sio mais propensos a terem uma recorréncia da doenga no espago de um ano.”

Assim, um teste FISH positivo pode ser empregue para antecipar a recorréncia de CaB
durante o follow-up, principalmente nos doentes de baixo risco.®¥® Foi também verificado que
durante o seguimento de doentes com historia de CaB o uso do teste FISH ap6s uma citologia atipica
podia reduzir o nimero de bidpsias indesejadas.®" Estes estudos sugerem assim, que aberragdes
cromossomicas sdo primdarias ao aparecimento de lesdes malignas detetaveis por cistoscopia ou por
outros testes strandard.””

Foram realizados poucos estudos com o objetivo de comparar diretamente a precisao dos
biomarcadores. Em sete estudos®?IOVONOOONE®  n3o houve diferengas significativas na
sensibilidade ou na especificidade entre 0 NMP22 test kit® (cut-off >10 U/mL) e o BTA Stat” e
também, ndo se verificou diferencas significativas entre as suas precisoes na detegdo de CaB em

diferentes estadios e graus de tumor (Tabela V).
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Trés estudos®!'%07 verificaram que o ImmunoCyt™ tem uma maior sensibilidade para a
detecdo tumoral de estadios tumorais Ta e T1 e para baixo grau de CaB que a UroVysion', mas
menor especificidade (Tabela VI).

Apesar destes seis testes terem sido aprovados pela FDA para o seu uso em conjunto com as
técnicas standard de diagnodstico e de seguimento de doentes com CaB, verificou-se que a maioria
dos estudos tém populagdes caso-controle com uma prevaléncia altissima da doenga, o que conduz
a um valor preditivo positivo irrealisticamente elevado. Para a sua aplicacdo no follow-up existe
ainda a dificuldade de interpretacdo dos resultados positivos dos testes quando a cistoscopia se
apresenta sem alteragoes detetaveis. Este problema reside no facto de que a maioria dos doentes apos
terem apresentado a positividade nos testes ndo foi submetido a uma bidpsia confirmatoria. Além
disto existem escassas validagdes externas que apoiem a sua utilizagdo na rotina da pratica clinica.
Em suma, s3o necessarios estudos prospetivos multicéntricos que definam as consequéncias da
positividade e negatividade destes testes a longo prazo, de forma a que as organizagdes internacionais

possam advogar no sentido da sua utilidade ou nao.

A questdo que se coloca nesta altura é que se nem os biomarcadores aprovados pela FDA
tém a precisao necessaria para sua recomendacgao, porque falar de outros marcadores que nem sequer
foram aprovados ou estdo apenas em fases iniciais de investigacdo. A maioria dos testes referidos
anteriormente cinge-se na analise de um biomarcador individual e os novos estudos estdo a conduzir
para uma abordagem diferente. Os novos biomarcadores estudados s@o testes com multiplos
marcadores, principalmente de DNA e RNA, focando-se em mutagdes especificas e, portanto,
tornando-os a partida como uma melhor hipotese de se atingir a precisdo necessdria para a detecao

do CaB.

Biomarcadores comercialmente disponiveis (Nao aprovados pela FDA)

Apesar de ndo aprovados pela FDA quatro testes urinarios estdo comercialmente disponiveis.
A sua comercializagdo € aceite porque foram desenvolvidos em laboratdrios que apresentam os

requisitos regulatorios da Clinical Laboratory Improvement Amendments.

Cxbladder™

O Cxbladder™ (Pacific Edge Diagnostics, Dunedin, New Zeland) é um teste que quantifica
quatro mRNAs que sdo expressos no CaB: IGFBP5, HOXA13, MDK e CDK1, e o recetor CXCR2
que esta associado a condigdes nao malignas, com o intuito de reduzir os falsos-positivos (FP)

decorrentes de condigdes inflamatérias."°"1%? Existem trés tipos de teste com diferentes alvos

11



populacionais do Cxbladder™: Triage, Detect e Monitor. O primeiro foi realizado com o intuito de
triar a populag@o sintomatica para uma exclusdo rapida de CaB, o Detect para o diagnodstico de
doentes sintomaticos e o Monitor para o follow-up de doentes."'*

Breen et al."® aferiu uma sensibilidade para o Cxbladder™ Detect de 73.6% (95% IC 65.1-
81.7) e uma especificidade de 81.7% (95% IC 0.787-0.844), e comparou-os com outros
biomarcadores verificando que liderava com a sensibilidade mais alta mas, que a citologia continuava
a dispor da especificidade mais elevada. Noutro estudo similar verificou-se um valor de
especificidade semelhante mas uma sensibilidade superior, de 82% (95% IC 0.70-0.90).(%%

Para o Cxbladder " Monitor esta descrito uma sensibilidade de 93% e para doentes de alto risco de
95% (95% IC 0.88-0.99).19?

Um estudo com 803 doentes comparou o Cxbladder” Monitor com biomarcadores
aprovados pela FDA, e verificou-se que a sua sensibilidade (91%) superava a da citologia (22%), a
do NMP22 BC test kit® (26%) e a do NMP22 BladderChek® (11%). Concluiram ainda que com a
sua utilizagdo poderiam reduzir em 81.7% o niimero de cistoscopias de follow-up.®”

Os resultados tornam este biomarcador como muito promissor € apesar de serem necessarios
estudos prospetivos confirmatdrios ja ha autores que advogam a sua utilizagdo como um adjunto a
cistoscopia alegando, que permite que sejam proteladas para espacos de tempo mais prolongados em

doentes com baixo risco de recorréncia.“”?)

Assure MDx '

O Assure MDx"" (MDx Health, Irvine, California, USA) é um teste urinario a base de DNA
concebido para a detecdo de CaB em doentes com hemattria, que identifica a mutagdo de trés genes,
FGFR3, TERT e HRAS, em combinagdo com a analise da metilagdo de outros trés genes, OTX1,
ONECUT2 e TWIST1.!%

Um estudo exploratorio aferiu uma sensibilidade de 97% e uma especificidade de 83% para
a detecio de CaB."" Estes resultados foram validados num estudo multicéntrico, demostrando uma
sensibilidade de 93% e uma especificidade de 86%."'"”

O Assure Mdx" é um teste promissor para doentes sintomditicos com hematiria que
apresentem baixo risco de terem um CaB, por poder auxiliar na triagem de doentes, levando a uma
potencial reducdo de 77% das cistoscopias diagnosticas desnecessarias. Porém € necessario a

realizagdo de estudos prospetivos para a sua validagdo.'*”
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XPert® Bladder Cancer Monitor

O XPert"® Bladder Cancer (BC) Monitor (Cepheid, Sunnyvale, California, USA) é um exame
urindrio baseado em mRNA, desenvolvido para o follow-up de doentes com CaB, que mede a
expressdo de cinco genes, UPK1B, IGF2, CRH, ANXA10 ¢ ABL."%®

Pichler et al."®™ relataram recentemente as suas descobertas num estudo com 155 amostras
de urina de 140 doentes com historia de NMIBC durante o fol/low-up. Em comparag@o com a citologia
mostrou-se superior em termos de sensibilidade (84% versus 33%), e enquanto a especificidade nao
diferiu de forma tdo significativa (91% versus 94%). O teste XPert® BC Monitor apresentou
sensibilidades superiores para a detegdo de lesdes de baixo grau (77%) e pTa (82%) em comparagao
com a citologia (13% e 21%, respetivamente). Num estudo com 230 doentes os resultados foram
menos encorajadores, tendo-se verificado uma sensibilidade de 46.7% e uma especificidade de
77%.1%)

As vantagens do teste estdo relacionadas principalmente a sua rapidez, em que a preparagdo
da amostra demora menos de 2 minutos e o tempo total de analise de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) cerca de 90 minutos."®® Mas existe uma grande heterogeneidade entre os estudos e a sua falta

de validagdo, com estudos prospetivos, torna a sua utilizagao limitada no momento.

UBC®

A UBC® (Urinary bladder cancer) é um teste urinario que deteta a expressdo qualitativa ou
quantitativa das citoqueratinas 8 e 18. O teste estd disponivel em dois formatos diferentes: UBC® -
ELISA e UBC® -rapid. O primeiro é um teste quantitativo e o segundo qualitativo.

Foram relatadas para a UBC® -rapid sensibilidades de 86.9% para detetar CIS, 30.4% para
NMIBC de baixo grau, 71.4% para NMIBC de alto grau e 60% para MIBC de alto grau.""'” Outros
quatro estudos VMDA aferiram uma sensibilidade para a UBC®-rapid que varia entre 30-87%
em doentes com CIS e uma especificidade entre 63-91%.

Num estudo com 181 doentes em que 112 iam realizar RTU, 40 tinham realizado RTU no
dia prévio, 10 eram mulheres com infecdo do trato urinario baixo e 29 eram o grupo controle
saudavel, foram realizados os testes UBC® -rapid, UBC® -ELISA e citologia urinaria. Foram aferidas
sensibilidades de 64.4%, 46.6% e 70.5% e especificidades de 63.6%, 86.3% ¢ 79.5%,
respetivamente.'' Foi descrito que quando usados em simultaneo, a UBC® -rapid e a citologia, a
sensibilidade aumentava para 77.4%, mas ao custo da diminui¢ao da especiﬁcidade.(no)

A UBC®-rapid é um teste com resultados disponiveis rapidamente, em 10 minutos,"'” no
entanto comparativamente aos outros biomarcadores comerciais mostrou ser o que apresenta mais

baixa especificidade."'¥ A sua utilidade clinica no futuro ainda precisa de ser determinada,
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necessitando de estudos de validagdo, mas pelos resultados iniciais obtidos ndo se mostra tdo

promissora como os restantes biomarcadores.''”)

Biomarcadores em investigacio

Pelo referido em cima, torna-se evidente que os biomarcadores para o diagnostico primario
e follow-up de doentes com historia de CaB ainda permanece um desafio. Na tentativa de o contornar
¢ com os avangos tecnologicos recentes estdo a ser investigados diversos novos biomarcadores. No
texto em baixo sdo discutidos os biomarcadores mais promissores ¢ foram divididos por classes,
genomicos, epigenéticos, inflamatorios, metabolicos, proteicos e vesiculas extracelulares (VEs), de

forma a serem sistematizados mais facilmente.

Biomarcadores genémicos

Muitas mutagoes genéticas tém sido relacionadas ao CaB e a analise genomica de mutagdes-
alvo tem sido uma abordagem no desenvolvimento de novos biomarcadores.®®

O gene Aurora Kinase A (AURKA) é um importante regulador da mitose e é sobre-expresso
por células cancerigenas.'®!!” Usando a técnica de FISH para identificar a sobre-expressio de
AURKA Park et al."'® aferiu uma sensibilidade de 87% e uma especificidade de 96.6% para o
diagnostico de CaB. Para tumores de baixo grau o AURKA apresentou uma maior sensibilidade do
que a citologia urinaria (72.5% versus 59%)."'® Com base nestes resultados, este biomarcador
mostrou potencial para o diagnostico de CaB, merecendo uma validagdo adicional com estudos
multicéntricos prospetivos. Para o cenério de follow-up este biomarcador permanece inexplorado.“

As mutagoes do recetor de crescimento do fibroblasto 3 (FGFR-3) estdo presentes em cerca
de 60-74% dos casos de NMIBC com estadio Ta.(''"(20(2D(12) Como a sua mutagio parece
identificar um subgrupo de doentes com melhor prognostico, o FGFR-3 poderia ser um biomarcador
nao usado apenas para o follow-up mas também para a identificacdo de doentes de baixo risco de
progressdo da doenca."*" Os resultados dos estudos ficam aquém do esperado, tendo mostrado
sensibilidades e especificidades insuficientes e custos financeiros que ultrapassariam o dobro dos das
técnicas standard. Verificou-se ainda com estes estudos que a sua eficacia para o MIBC era muito
inferior, justificada por ser uma mutagdo tipica do NMIBC.'#!2912) Apss estes resultados
inesperados foram realizados painéis com outros biomarcadores (TERT; TERT e ORX1; HS3ST2,
SEPTINO e SLIT2) na tentativa de se aprimorar o seu desempenho diagnéstico.!29(121128(129) g
resultados foram apenas promissores com os marcadores de metilagdo do ADN (HS3ST2, SEPTIN9
e SLIT2), tendo-se verificado uma sensibilidade para detegdo de recidiva tumoral de 94.5%."*” E de

ressalvar que se verificou que mesmo apds resse¢do completa do tumor, 20.7% dos doentes

14



continuardo com um teste positivo para mutagdes do FGFR-3 e do TERT, apesar de nenhum tumor
ser detetado por cistoscopia, durante o acompanhamento de trés anos."*” Estes resultados mostram
que uma positividade para este marcador ndo permite evitar o uso da cistoscopia, tornando-o apenas
util quando usado em painel com outros biomarcadores para a estratificacéo de risco de doentes com
NMIBC.(123)(131)132)

Mutagdes nos genes TP53, PIK3CA, RAS, RB1, TSC1, HER2 e PTEN foram descritas como
tendo um desempenho limitado pela sua baixa frequéncia e pela variabilidade entre
tumores, (139/(130(133)

Esta bem estabelecido que a acumulacdo de alteragdes genéticas constitui a base para o
desenvolvimento tumoral, o chamado processo de carcinogénese,'” e que o NMIBC e o MIBC
apresentam duas vias muito distintas. Avaliagdes prospetivas seriam assim de extrema importancia
para inferir mais sobre estes possiveis biomarcadores e caso se comprovassem seriam essenciais para

prever perfis evolutivos tumorais e para a estratificacdo de riscos de progressio de doenga.'*¥

Biomarcadores epigenéticos

As alteragdes epigenéticas sio observadas frequentemente na maioria dos tumores,*> ¢ o
fendmeno mais bem caracterizado e mais estudado para o CaB ¢ a metilagdo do ADN. Embora o
papel concreto que a metilagdo dos genes desempenha no CaB ainda ndo tenha sido bem
estabelecido, existe alguma 4nsia em saber se o status da metilagdo pode ser utilizado como

assinatura diagnostica para a detegio tumoral,(?9(37(13%)

Metilacio do ADN

Mais de 25 conjuntos de genes foram estudados para alteragdes da metilacdo de ADN com
a finalidade de diagnostico e follow-up de CaB. Reinert et al.*” estudou seis genes e aferiu que para
o follow-up as sensibilidades variam entre 82-89% e as especificidades entre 94-100%. Para o
diagnodstico de recorréncia durante o follow-up verificou sensibilidades entre 88-94% e
especificidades entre 43-67%. Varios marcadores como o APC,MO04DIAB)I)
RARB,(144)(145)(146)(147) o RASSF1,(140)(142)(148)(149)(150) a E—caderina,(145)(l48)(l51) o BRCAI,(149)(146) o
SFRP,(152142)133) g TERTUSNISH4) o g BCL2I3HUI4N(U5) demonstraram uma elevada sensibilidade
em multiplos estudos, necessitando de validagoes independentes com estudos prospetivos. Renard et
al. "% relataram resultados da metilagdo urinria de dois genes, TWIST1 e NID2, que ofereciam uma
sensibilidade de 90% e uma especificidade de 93% para o diagnoéstico de CU e que a sua precisao
era supetior no diagnéstico primério.""*” No estudo de validacio realizado posteriormente reportou-

se uma sensibilidade e especificidade significativamente inferior, de 79% e 63%, respetivarnente.(15 8
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Su et al.P? verificaram, com a jungdo de trés marcadores, dois hipermetidalos e um
hipometilado, que havia previsdo da recorréncia de doenga em 80% dos casos, 0 que se mostrou ser
superior a da citologia (35%) e a da cistoscopia (15%). Foi também desenvolvido um teste muito
promissor de marcadores epigenéticos, o UroMark, que aferiu uma sensibilidade e especificidade

para o diagnéstico primério de CaB de 98% e 97%, respetivamente.'%”

Microssatélites

O genoma ¢ densamente povoado por microssatélites (SSRs-Simple Sequence Repeats) que
sdo constituidos por um a seis nucleotideos repetidos em tandem, possuem um grande polimorfismo
decorrente das altas taxas de mutagdes nesses loci e sdo agentes que podem ser usados para a detecao
da carcinogénese."®" A sua analise tem como alvo as repeti¢des em tandem de forma a detetar a
perda de heterozigotia que ocorre com a transformacao tumoral. Varios estudos demostraram que
essas alteracdes de microssatélites podem ser analisadas a partir de amostras de urina para a deteg@o
de CaB,(16216)6HA6HAOAETIAEKN69) mostrando terem uma maior sensibilidade que a citologia
urinaria, especialmente para tumores de baixo grau.!'®?!®)1%) Qg estudos apresentam conclusdes

contrastantes ¢ a sua falta de validagio nio tornam possivel tirar conclusdes sobre a sua utilidade.'*”

MicroRNAs

Os MicroRNAs (miRNAs) tém sido investigados como biomarcadores para varios tumores
por serem reguladores de processos epigenéticos, exibindo uma expressao especifica em tecidos e
por terem um papel central na carcinogénese.'’” O conhecimento de que os miRNAs sdo estaveis,
mesmo na fracdo livre de células em fluidos corporais, torna o seu perfil urinario uma nova via para
o desenvolvimento de biomarcadores, formando uma assinatura especifica de miRNA. Até ao
momento, a maioria dos estudos utilizou o RT-PCR para medir o perfil dos
miRNAs,(7DIDATHATHATHATONT]) tendo-se aferido sensibilidades e especificidades bastante
variantes entre estudos. Verificou-se pelo isolamento dois miRNAs (miR-125b e miR-126) com uma
sensibilidade e especificidade para a detecdo primaria de CaB de 80% e de 100%, respetivamente.'’”
Realizaram, simultaneamente, citologias urinarias aos mesmos doentes tendo-se verificado uma
capacidade diagndstica inferior, com sensibilidade de 50% e especificidade de 80%. Verificou-se
que o grupo controle entre estudos foi muito heterogéneo, tendo muitos deles englobando doentes
com patologias benignas, o que prevé a possibilidade de que os miRNAs possam ser responsivos a

alteracdes inflamatorias e infeciosas, 17"(179175)176)

Embora a especificidade dos marcadores epigenéticos seja muito atrativa e que certos autores

afirmem que com o seu uso é possivel minimizar a frequéncia de cistoscopias de follow-up,"> as
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técnicas de genética molecular sdo bastante dispendiosas, demoradas e com necessidade de
profissionais altamente especializados, o que torna os testes de marcadores de metilagdo como testes

clinicos de rotina sem custo-beneficio na atualidade.

Biomarcadores inflamatorios

Kamat el al."™® verificou a alteragio ao nivel de nove citocinas (IL-6, IL-1ra, IL-2, IL-8, IL-
12 (p70), IL-18, IFN-y, TNF-a ¢ TRAIL) que foram incorporadas num nomograma para prever a
resposta a terapia intravesical (CyPRIT), que previu a probabilidade de recorréncia de doenga com
85.5% de precisdo (95% IC 77.9-93.1%). O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), a
IL-8 e a IL-6 foram correlacionas com o estadio da doenga.!!7?(8O(18D(182)

Dado que a angiogénese e os processoes inflamatorios sdo eventos inespecificos, com

sobreposicdo de patologias benignas, a precisdo para detecao de CaB torna-se limitada.

Biomarcadores metabolicos

Alteracdes ao nivel dos metabolitos podem ser detetados em fluidos bioldgicos, como a
urina, podendo detetar a assinatura biologica de células cancerigenas antes do aparecimento de
sintomas clinicos. O CaB tem caracteristicas metabolicas especificas que podem ser analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com espectrofotometria de massa e por ressonancia
magnética nuclear (RMN)."*?) Cheng et al."®® avaliaram um conjunto de metabolitos urinarios como
biomarcadores para o NMIBC aferindo uma sensibilidade para a sua detecdo de 88.1% e uma
especificidade de 78.6%. De outros estudos realizados aferiram-se sensibilidades até 100%, 59

sendo necessario prudéncia na sua avaliagdo por ndo serem estudos validados.

Biomarcadores proteicos

Numerosos estudos testaram a utilidade de varias proteinas que foram previamente
relacionadas com o CaB, tendo sido testados biomarcadores de forma isolada e em combinagéo,
tendo havido ultimamente uma maior tendéncia para biomarcadores usados em combinagio.'®” As
mudancas fenotipicas s6 se podem manifestar através da expressdo proteica alterada, de modo que a
identificagdo de fatores proteicos envolvidos no CaB pode elucidar a biologia tumoral, ¢ a
identificagdo de perfis proteicos urinarios tém vindo a demonstrar-se como promissores, #8190
Apesar de varias proteinas ja terem sido analisadas, mostraram uma grande variabilidade de
eficdcia’®? no entanto, existe um niimero selecionado de biomarcadores que parecem contrariar esta

tendéncia. Dos estudos que avaliaram o uso de biomarcadores individuais 14 relataram sensibilidade

e especiﬁcidades superiores a 80% (Tabela VII).(lgz)(l%)(l%)(195)(196)(197)(198)(199)(200)(201)(202)(203)(204)
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A BLCA-1 e a BLCA-4 demostraram uma elevada expressao no inicio do desenvolvimento
do CaB, em particular a BLCA-4 que parece ser seletivamente expressa por células tumorais da
bexiga, tendo verificado uma sensibilidade e especificidade para a detecdo de CaB de 89-96% e de
90-100% respetivamente, 2*>°000@%) enquanto que para o BLCA-1 uma sensibilidade de 80% e
uma especificidade de 87%.%%” Apesar de se mostrarem como biomarcadores promissores
necessitam de validagdo adicional para a sua recomendagdo e utilizagdo como adjuvantes de
diagnéstico tumoral.?'?

Rosser et al.**) com a avaliagio de um conjunto de dez biomarcadores (ANG, APOE, CA9,
IL-8, MMP9, MMP10, SDC1, SERPINA1, SERPINE1 ¢ VEGFA) aferiram uma sensibilidade e
especificidade para detetar recorréncia de doenca de 79% e de 88%, respetivamente.

As proteinas de manutengdo, MCM, sdo produzidas por células em proliferacdo e
desempenham um papel critico na replicagio do ADN.?'Y@'? Foi realizado um teste para a detecio
priméria de CaB com 0 MCM5, o ADXBLADDER™, em doentes que apresentam hemattria, tendo
sido apresentado por Dudderisge et al.*'® no Congresso da Associagio Europeia de Urologia em
2018 um estudo multicéntrico prospetivo tendo-se verificado uma sensibilidade de 76% (95% IC
61.23%-87.41%) e uma sensibilidade de 95% (95% IC 75.13%-99.87%) para NMIBC de alto risco.
Para MIBC foi aferida uma especificidade de 69% (95% IC 65.06-73.08%). Verificou-se ainda que
o ADXBLADDER"™ detetou 8 em 10 tumores comparativamente a 2 em 10 detetados pela citologia
urindria, sendo que todos os tumores detetados pela citologia foram detetados pelo

ADXBLADDER"™.

Vesiculas extracelulares

As vesiculas extracelulares (VEs) sdo vesiculas de membrana que sdo libertadas por células
para a regido extracelular circundante e s3o divididas em trés grupos, corpos apoptoticos,
microvesiculas e exossomas.?'” As VEs estdo presentes nos fluidos corporais, como a saliva,*'¥ o

e,2'9C1 o leite materno®'® e a urina.?'”**” O seu contetido consiste em material genético,

sangu
proteinas e lipidos.**"**» Recentemente concluiu-se que o contacto entre as células tumorais e o0s
tecidos circulantes desempenha um papel crucial na progressio tumoral®® e que as VEs estdo
envolvidas nesse processo por reprogramarem o microambiente tumoral ao influenciarem diferentes
células do sistema imunolégico, gerando um ambiente propicio para a invasdo tumoral.**?**> Pela
sua fungdo na biologia tumoral, a sua origem , o seu conteido e a facilidade de acesso a fluidos
corporais, as VEs sdo uma fonte promissora de biomarcadores.?2%@2"

A sua pesquisa para o diagnoéstico e follow-up do CaB ¢é extensa e muitos potenciais

biomarcadores sio descritos na literatura, nomeadamente proteicos?2*/(229/(230/231(@32)@33)34)233)229) o

enéticos, (30237N(238)(239)(240)(241)(242)

g
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A caracterizagdo da carga de VEs das populagdes de doentes e controles saudaveis pode além
de conduzir ao desenvolvimento de biomarcadores que possam substituir as técnicas standard
utilizadas no CaB, levar a um conhecimento mais aprofundado da biologia tumoral. Apesar destas
potenciais descobertas, mais pesquisas sdo necessarias para validar a sua utilidade clinica.?'” Dos
estudos ja realizados existem limitacdes aos seus resultados por serem constituidos por analises

heterogéneas e com populagio reduzida.*D*?
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CONCLUSAO

O CaB constitui um problema sério e emergente de Saude Publica mundialmente,
constituindo uma doenga associada a uma elevada morbilidade e 6nus econdomico. O envelhecimento
populacional e a continuagdo de exposicdo a fatores de risco tém conduzido a perpetuagdo da sua
incidéncia. Dado o grande encargo da doenca, para o doente e para o sistema nacional de saude,
novas técnicas que permitam uma dete¢ao idonea da doenga poderiam conduzir ao remodelamento
dos métodos vigentes de diagnéstico. E uma doenga desafiadora em que o conhecimento a cerca da
sua biologia ainda se mantém aquém da de outros tumores solidos, € os mecanismos dispares na
origem do NMIBC e do MIBC dificulta a missdo de descoberta de novos métodos diagnosticos.

Neste artigo de revisdo foram descritos os principais € mais promissores biomarcadores.
Apesar da sua maioria apresentar sensibilidade superior a da citologia urindria, estdo longe de ser
eximios para a suplantar, facto pelo qual nenhuma das organizagdes internacionais os recomenda nas
suas guidelines. Resultados promissores tém surgido dos novos estudos apresentados, principalmente
no que concerne a detecdo de assinaturas genéticas tumorais. A longo prazo podem fornecer além da
precis@o necessaria para a detecdo do CaB, uma visdo sobre os perfis mutacionais dos tumores e
conduzir a terapéuticas dirigidas, como ocorre ja em outros tumores solidos, mas conclusdes sobre a
sua aplicabilidade sdo ainda prematuras. Pela escassez de estudos que analisem dentro de uma mesma
populagdo os diferentes marcadores, a sua comparagdo direta torna-se enviesada e de dificil
execucao.

Conclui-se com este artigo de revisdo, apos uma vasta pesquisa bibliografica, que apesar de
haver um grande niimero de biomarcadores promissores, ndo existe nenhum que permita a comutacao
com as técnicas standard de diagnostico. No futuro o investimento na sua validagdo por estudos
multicéntricos prospetivos devia tornar-se uma prioridade para se concluir a sua verdadeira
aplicabilidade. Atualmente, o seu papel continua a ser, meramente, um vislumbre de uma possivel

revolugdo futura no que concerne a esta assoberbante doenga.

20



BIBLIOGRAFIA

1. Micochova H, Hezova R, Stanik M, Slaby O. Urine microRNAs as potential noninvasive
biomarkers in urologic cancers. Urol Oncol Semin Orig Investig. 2014;32(1):41.e1-41.e9.
2. Bray F, Ferlay J, Soerjomataram I, Siegel RL, Torre LA, Jemal A. Global cancer statistics

2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries.
CA Cancer J Clin. 2018;68(6):394-424.

3. DeGeorge K, Holt H, Hodges S. Bladder cancer: diagnosis and treatment. Am Fam
Physician. 2017;96(8):507-14.

4. Care P. Bladder cancer: Diagnosis and management of bladder cancer. BJU Int.
2017;120(6):755-65.

5. Burger M, Catto J, Dalbagni G, et al. Epidemiology and risk factors of urothelial bladder
cancer. 2013;63:234-41.

6. Cumberbatch M, Rota M, Catto J, Vecchia C. The role of tobacco smoke in bladder and
kidney carcinogenesis. Eur Urol. 2016;70(3):458-66.

7. Park S, Jee S, Shin H, et al. Attributable fraction of tobacco smoking on cancer using

population-based nationwide cancer incidence and mortality data in Korea. BMC Cancer.
2014;14(1):1-12.

8. Freedman N. Association between smoking and risk of bladder cancer among men and
women. Jama. 2011;306(7):737.
9. Agudo A, Bonet C, Travier N, et al. Impact of cigarette smoking on cancer risk in the

European prospective investigation into cancer and nutrition study. J Clin Oncol. 2012;30(36):4550-
7.

10. Antoni S, Ferlay J, Soerjomataram I, Znaor A, Jemal A, Bray F. Bladder cancer incidence
and mortality: a global overview and recent trends. Eur Urol. 2017;71(1):96-108.

11. Babjuk M, Bohle A, Burger M, et al. EAU Guidelines on Non—Muscle-invasive Urothelial
Carcinoma of the Bladder: Update 2016. Eur Urol. 2017;71(3):447-61.

12. Miyazaki J, Nishiyama H. Epidemiology of wurothelial carcinoma. Int J Urol.
2017;24(10):730-4.

13. Czerniak B. Origins of bladder cancer. Lab Investig. 2016;88(7):686-93.

14. Dinney C, McConkey D, Millikan R, et al. Focus on bladder cancer. Cancer Cell.
2004;6(2):111-6.

15. Maffezzini M, Campodonico F. Bladder cancer. ESMO Handbook Cancer Sr Patient.
2010;388:121-7.

16. Siegel R, Miller K, Jemal A. Cancer statistics, 2019. CA Cancer J Clin. 2019;69(1):7-34.
17. Martin-Doyle W, Kwiatkowski D. Molecular biology of bladder cancer. Hematol Oncol Clin
North Am. 2015;29(2):191-203.

18. Goodison S, Rosser C, Urquidi V. Bladder cancer detection and monitoring: assessment of
urine- and blood-based marker tests. Mol Diagnosis Ther. 2013;17(2):71-84.
19. Knowles M, Hurst C. Molecular biology of bladder cancer: new insights into pathogenesis

and clinical diversity. Nat Rev Cancer. 2015;15(1):25-41.

20. Choi W, Ochoa A, McConkey D, et al. Genetic alterations in the molecular subtypes of
bladder cancer: illustration in the cancer genome atlas dataset. Eur Urol. 2017;72(3):354-65.

21. Spiess P, Czerniak B. Dual-track pathway of bladder carcinogenesis. Arch Pathol Lab Med.
2006;130(6):844-52.

22. Batavia J, Yamany T, Molotkov A, et al. Bladder cancers arise from distinct urothelial sub-
populations. Nat Cell Biol. 2014;16(10):982-91.

23. Rodriguez R, Rueda O, Ibarz L. Bladder cancer: present and future. Med Clin (Barc).
2017;149(10):449-55.

24. Davis R, Jones J, Barocas D, et al. Diagnosis, evaluation and follow-up of asymptomatic
microhematuria (AMH) in adults: AUA guideline. J Urol. 2012;188(6 SUPPL.):2473-81.

25. Jocham D, Stepp H, Waidelich R. Photodynamic diagnosis in urology: State of the art. Eur
Urol. 2008;53(6):1138-1150.

21



26. Raitanen M, Leppilahti M, Tuhkanen K, et al. Routine follow-up cystoscopy in detection of
recurrence in patients being monitored for bladder cancer. Ann Chir Gynaecol. 2001;90(4):261-5.
27. Lam T, Nabi G. Potential of urinary biomarkers in early bladder cancer diagnosis. Expert
Rev Anticancer Ther. 2007;7(8):1105-15.

28. Mowatt G,N’Dow J, Vale L, et al. Photodynamic diagnosis of bladder cancer compared with
white light cystoscopy: systematic review and meta-analysis. 2011;27(1):3-10.

29. Biardeau X, Lam O, Ba V, Campeau L, Corcos J. Prospective evaluation of anxiety, pain,
and embarrassment associated with cystoscopy and urodynamic testing in clinical practice. J Can
Urol Assoc. 2017;11(3-4):104-10.

30. Burke D, Shackley D, O’Reilly P. The community-based morbidity of flexible cystoscopy.
BJU Int. 2002;89(4):347-9.

31. Grégoire M, Fradet Y, Meyer F, et al. Diagnostic accuracy of urinary cytology, and
deoxyribonucleic acid flow cytometry and cytology on bladder washings during follow up for
bladder tumors. J Urol. 1997;157(5):1660—4.

32. Mowatt G, Zhu S, Kilonzo M, et al. Systematic review of the clinical effectiveness and cost-
effectiveness of photodynamic diagnosis and urine biomarkers (FISH, ImmunoCyt, NMP22) and
cytology for the detection and follow-up of bladder cancer. Health Technol Assess (Rockv).
2010;14(4):1-331.

33. Clark P, Agarwal N, Biagioli M, et al. Bladder cancer: clinical practice guidelines in
oncology. INCCN J Natl Compr Cancer Netw. 2013;11(4):446-75.

34. Tétu B. Diagnosis of urothelial carcinoma from urine. Mod Pathol. 2009;22(S2):S53-S59.
35. Lotan Y, Roehrborn C. Sensitivity and specificity of commonly available bladder tumor
markers versus cytology: results of a comprehensive literature review and meta-analyses. Urology.
2003;61(1):109-18.

36. Karakiewicz P, Benayoun S, Zippe C, et al. Institutional variability in the accuracy of urinary
cytology for predicting recurrence of transitional cell carcinoma of the bladder. BJU Int.
2006;97(5):997-1001.

37. Witjes J, Compérat E, Cowan N, et al. EAU guidelines on muscle-invasive and metastatic
bladder cancer: Summary of the 2013 guidelines. Eur Urol. 2014;65(4):778-92.

38. Burchardt M, Burchardt T, Shabsigh A, De La Taille A, Benson M, Sawczuk 1. Current
concepts in biomarker technology for bladder cancers. Clin Chem. 2000;46(5):595-605.

39. Lotan Y, O’Sullivan P, Raman J, et al. Clinical comparison of noninvasive urine tests for
ruling out recurrent urothelial carcinoma. Urol Oncol Semin Orig Investig. 2017;35(8):531.e15-
531.e22.

40. Sugano K, Kakizoe T. Genetic alterations in bladder cancer and their clinical applications in
molecular tumor staging. Nat Clin Pract Urol. 2006;3(12):642-52.

41. Leal J, Luengo-Fernandez R, Sullivan R, Witjes J. Economic burden of bladder cancer across
the european union. Eur Urol. 2016;69(3):438—47.

42. Kelly J, Fawcett D, Goldberg L. Assessment and management of non-visible haematuria in
primary care. BMJ. 2009;338:a3021

43. Bryan R, Billingham L, Wallace D. Narrow-band imaging flexible cystoscopy in the
detection of recurrent urothelial cancer of the bladder. BJU Int. 2008;101(6):702-5.

44. American Cancer Society; Can Bladder Cancer Be Found Early? Disponivel em:
https://www .cancer.org/cancer/bladder-cancer/detection-diagnosis-staging/detection .html.
Consultado pela ultima vez: 2019/02/13

45. Bellmunt J, Orsola A, Leow J, Wiegel T, De Santis M, Horwich A. Bladder cancer: ESMO
Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up. Ann Oncol. 2014;25(suppl 3):iii40-8.
46. Sapre N, Anderson P, Costello A, Hovens C, Corcoran N. Gene-based urinary biomarkers
for bladder cancer: An unfulfilled promise? Urol Oncol Semin Orig Investig. 2014;32(1):48.e9-
48.el7.

47. Soria F, Droller M, Lotan Y, et al. An up-to-date catalog of available urinary biomarkers for
the surveillance of non-muscle invasive bladder cancer. World J Urol. 2018;36(12):1981-95.

48. Califf R. Biomarker definitions and their applications. Exp Biol Med. 2018;243(3):213-21.
49, Atkinson A, Colburn W, DeGruttola V, et al. Biomarkers and surrogate endpoints: Preferred
definitions and conceptual framework. Clin Pharmacol Ther. 2001;69(3):89-95.

22



50. Noon A, Zlotta A. Urothelial Bladder Cancer Urinary Biomarkers. Ejifcc [Internet].
2014;25(1):99-114.

51. Urquidi V, Rosser C, Goodison S. Molecular diagnostic trends in urological cancers.
2013;19(22):3653-63.

52. Budman LI, Kassouf W, Steinberg JR. Biomarkers for detection and surveillance of bladder
cancer. Can Urol Assoc J. 2008;2(3):212-21.

53. Shim J, Kang S. Surveillance for non-muscle-invasive bladder cancer. Bladder cancer.
Elsevier Inc.; 2018;pp: 541-551.

54. Leiblich A. Recent developments in the search for urinary biomarkers in bladder cancer.
Curr Urol Rep. 2017;18(12):100.

55. Chang S, Boorjian S, Chou R, et al. Diagnosis and treatment of non-muscle invasive bladder

cancer: AUA/SUO Guideline. J Urol. 2016;196(4):1021-9.

56. Kamat A, Hegarty P, Gee J, et al. ICUD-EAU international consultation on bladder cancer
2012: Screening, diagnosis, and molecular markers. Eur Urol. 2013;63(1):4-15.

57. Cheng Z, Corey M, Piérepalo M, et al. Complement factor H as a marker for detection of
bladder cancer. Clin Chem. 2005;51(5):856-63.

58. Malkowicz S. The application of human complement factor H-related protein (BTA TRAK)
in monitoring patients with bladder cancer. Urol Clin North Am. 2000;27(1):63-73.

59. Chou R, Gore J, Buckley D, Fu R, et al. Urinary biomarkers for diagnosis of bladder cancer.
Ann Intern Med. 2015;163(12):922.

60. Sathianathen N, Butaney M, Weight C, Kumar R, Konety B. Urinary biomarkers in the
evaluation of primary hematuria: a systematic review and meta-analysis. Bladder Cancer.
2018;4(4):353-363.

61. Guo A, Wang X, Gao L, Shi J, Sun C, Wan Z. Bladder tumour antigen (BTA stat) test
compared to the urine cytology in the diagnosis of bladder cancer: A meta-analysis. J Can Urol
Assoc. 2014;8(5-6):E347-52.

62. Lokeshwar V, Habuchi T, Grossman H, et al. Bladder tumor markers beyond cytology:
International Consensus Panel on bladder tumor markers. Urology. 2005;66(6 SUPPL. 1):35-63.
63. He D, Zeng C, Brinkley B. Nuclear matrix proteins as structural and functional components
of the mitotic apparatus. Int Rev Cytol. 1996;162(PB):1-74.

64. Soloway M, Briggman J, Carpinito G, et al. Use of a new tumor marker, urinary NMP22, in
the detection of occult or rapidly recurring transitional cell carcinoma of the urinary tract following
surgical treatment. J Urol. 1996;156:363-7.

65. Jamshidian H, Kor K, Djalali M. Urine concentration of nuclear matrix protein 22 for
diagnosis of transitional cell carcinoma of bladder. Urol J. 2008;5(4):243-7.
66. Miyanaga N, Akaza H, Tsukamoto T, et al. Urinary nuclear matrix protein 22 as a new

marker for the screening of urothelial cancer in patients with microscopic hematuria. Int J Urol.
1999;6(4):173-7.

67. Grossman H, Soloway M, Messing E, et al. Surveillance for recurrent bladder cancer using
a point-of-care proteomic assay. J Am Med Assoc. 2006;295(3):299-305.
68. Tabayoyong W, Kamat A. Current use and promise of urinary markers for urothelial cancer.

Curr Urol Rep. 2018;19(12):96.

69. Duquesne I, Weisbach L, Aziz A, Kluth L, Xylinas E. The contemporary role and impact of
urine-based biomarkers in bladder cancer. Transl Androl Urol. 2017;6(6):1031-42.

70. Schmitz-Dréger B, Droller M, Lokeshwar V, et al. Molecular markers for bladder cancer
screening, early diagnosis, and surveillance: The WHO/ICUD consensus. Urol Int. 2015;94(1):1-24.
71. Liang Q, Zhang G, Li W, Wang J, Sheng S. Comparison of the diagnostic performance of
fluorescence in situ hybridization (Fish), nuclear matrix protein 22 (nmp22), and their combination
model in bladder carcinoma detection: a systematic review and meta-analysis. Onco Targets Ther.
2019;12:349-58.

72. Wang Z, Que H, Suo C, et al. Evaluation of the NMP22 BladderChek test for detecting
bladder cancer: a systematic review and meta-analysis. Oncotarget. 2017;8(59):100648-56.

73. Rhijn B, Poel H, Kwast T. Urine markers for bladder cancer surveillance: a systematic
review. Eur Urol. 2005;47(6):736-48.

23



74. Kumar A, Kumar R, Gupta N. Comparison of NMP22 BladderChek test and urine cytology
for the detection of recurrent bladder cancer. Jpn J Clin Oncol. 2006;36(3):172-5.

75. Grossman H, Messing E, Soloway M, et al. Detection of bladder cancer using a proteomic
assay. Jama. 2005;293(20):2466-7.

76. Agarwal A. Exclusion criteria enhance the specificity and positive. 1999;162(1):53-7.

7. Greene K, Berry A, Konety B. ImmunoCyt / uCyt+ Test in bladder cancer. Rev Urol.
2006;8(4):190-7.

78. Hautmann S, Toma M, Gomez M, et al. Immunocyt and the HA-HAase urine tests for the
detection of bladder cancer: a side-by-side comparison. Eur Urol. 2004;46(4):466-71.
79. Todenhofer T, Hennenlotter J, Tews V, et al. Impact of different grades of microscopic

hematuria on the performance of urine-based markers for the detection of urothelial carcinoma. Urol
Oncol Semin Orig Investig. 2013;31(7):1148-54.

80. Gonzalgo M, Darwiche F, Parekh D. Biomarkers for non-muscle invasive bladder cancer:
current tests and future promise. Indian J Urol. 2015;31(4):273.

81. He H, Han C, Hao L, Zang G. ImmunoCyt test compared to cytology in the diagnosis of
bladder cancer: a meta-analysis. Oncol Lett. 2016;12(1):83-8.

82. Schmitz-Dréger B, Tirsar L, Schmitz-Dréger C, et al. Immunocytology in the assessment of
patients with asymptomatic hematuria. World J Urol. 2008;26(1):31-7.
83. Pfister C, Chautard D, Devonec M, et al. Immunocyt test improves the diagnostic accuracy

of urinary cytology: results of a French multicenter study. J Urol. 2003;169(3):921-4.

84. Sokolova I, Halling K, Jenkins R, et al. The development of a multitarget, multicolor
fluorescence in situ hybridization assay for the detection of urothelial carcinoma in Urine. J Mol
Diagnostics. 2000;2(3):116-23.

85. Hajdinjak T. UroVysion FISH test for detecting urothelial cancers: meta-analysis of
diagnostic accuracy and comparison with urinary cytology testing. Urol Oncol Semin Orig Investig.
2008;26(6):646-51.

86. Dimashkieh H, Wolff D, Smith T, Houser P, Nietert P, Yang J. Evaluation of urovysion and
cytology for bladder cancer detection. Cancer Cytopathol. 2013;121(10):591-7.

87. Daniely M, Rona R, Kaplan T, et al. Combined morphologic and fluorescence in situ
hybridization analysis of voided urine samples for the detection and follow-up of bladder cancer in
patients with benign urine cytology. Cancer. 2007;111(6):517-24.

88. Schlomer B, Ho R, Sagalowsky A, Ashfaq R, Lotan Y. Prospective validation of the clinical
usefulness of reflex fluorescence in situ hybridization assay in patients with atypical cytology for the
detection of urothelial carcinoma of the bladder. J Urol. 2010;183(1):62-7.

89. Seideman C, Canter D, Kim P, et al. Multicenter evaluation of the role of UroVysion FISH
assay in surveillance of patients with bladder cancer: does FISH positivity anticipate recurrence?
World J Urol. 2015;33(9):1309-13.

90. Moonen P, Merkx G, Peelen P, Karthaus H, Smeets D, Witjes J. UroVysion compared with
cytology and quantitative cytology in the surveillance of non-muscle-invasive bladder cancer. Eur
Urol. 2007;51(5):1275-80.

91. Kim P, Sukhu R, Cordon B, et al. Reflex fluorescence in situ hybridization assay for
suspicious urinary cytology in patients with bladder cancer with negative surveillance cystoscopy.
BJU Int. 2014;114(3):354-9.

92. Friedrich M, Hellstern A, Hautmann S, et al. Clinical use of urinary markers for the detection
and prognosis of bladder carcinoma: A comparison of immunocytology with monoclonal antibodies
against Lewis X and 486p3/12 with the BTA Stat and NMP22 tests. J Urol. 2002;168(2):470—4.

93. Bafios J, Rodrigo M, Judrez F, Garcia B. NMP 22, BTA stat test and cytology in the diagnosis
of bladder cancer: a comparative study. Urol Int. 2001;66(4):185-90.

94. Saad A, Hanbury D, McNicholas T, Boustead G, Morgan S, Woodman A. A study
comparing various noninvasive methods of detecting bladder cancer in urine. BJU Int.
2002;89(4):369-73.

95. Sharma S, Zippe C, Pandrangi L, Nelson D, Agarwal A. Exclusion criteria enhance the
specificity and positive predictive value of NMP22 and BTA stat. J Urol. 1999;162(1):53-7.

24



96. Serretta V, Pomara G, Rizzo I, Esposito E. Urinary BTA-stat, BTA- trak and NMP22 in
surveillance after TUR of recurrent superficial transitional cell carcinoma of the bladder. Eur Urol.
2000;38(4):419-25.

97. Toma M, Friedrich M, Hautmann S, et al. Comparison of the ImmunoCyt test and urinary
cytology with other urine tests in the detection and surveillance of bladder cancer. World J Urol.
2004;22(2):145-9.

98. Wiener H, Mian C, Haitel A, Pycha A, Schatzl G, Marberger M. Can urine bound diagnostic
tests replace cystoscopy in the management of bladder cancer? J Urol.1998;159(6):1876-80.

99. Horstmann M, Patschan O, Hennenlotter J, Senger E, Feil G, Stenzl A. Combinations of
urine-based tumour markers in bladder cancer surveillance. Scand J Urol Nephrol. 2009;43(6):461—
6.

100.  Sullivan P, Nooraie F, Sanchez H, et al. Comparison of ImmunoCyt, UroVysion, and urine
cytology in detection of recurrent urothelial carcinoma. Cancer Cytopathol. 2009;117(3):167-73.
101.  Holyoake A, O’Sullivan P, Pollock R, et al. Development of a multiplex RNA urine test for
the detection and stratification of transitional cell carcinoma of the bladder. Clin Cancer Res.
2008;14(3):742-9.

102.  Kavalieris L, O’Sullivan P, Frampton C, et al. Performance characteristics of a multigene
urine biomarker test for monitoring for recurrent urothelial carcinoma in a multicenter study. J Urol.
2017;197(6):1419-26.

103. Cxbladder - non-invasive urine test for bladder cancer. Disponivel em:
https://www .cxbladder.com/us/. Consultado pela tltima vez: 2019/05/02

104. Breen V, Kasabov N, Kamat A, et al. A holistic comparative analysis of diagnostic tests for
urothelial carcinoma: a study of Cxbladder Detect, UroVysion® FISH, NMP22® and cytology based
on imputation of multiple datasets Data analysis, statistics and modelling. BMC Med Res Methodol.
2015;15(1):1-12.

105. O’Sullivan P, Sharples K, Dalphin M, et al. A multigene urine test for the detection and
stratification of bladder cancer in patients presenting with hematuria. J Urol. 2012;188(3):741-7.
106. Kessel K, Neste L, Lurkin I, Zwarthoff E, Van Criekinge W. Evaluation of an epigenetic
profile for the detection of bladder cancer in patients with hematuria. J Urol. 2016;195(3):601-7.
107. Kessel K, Beukers W, Lurkin I, Ziel-van A, et al. Validation of a DNA methylation-mutation
urine assay to select patients with hematuria for cystoscopy. J Urol. 2017;197(3 Part 1):590-595.
108.  Pichler R, Fritz J, Tulchiner G, et al. Increased accuracy of a novel mRNA-based urine test
for bladder cancer surveillance. BJU Int. 2018;121(1):29-37.

109. Delia C, Pycha A, Folchini D, et al. Diagnostic predictive value of Xpert Bladder Cancer
Monitor in the follow-up of patients affected by non-muscle invasive bladder cancer. J Clin Pathol.
2019;72(2):140-4.

110.  Pichler R, Tulchiner G, Fritz J, Schaefer G, Horninger W, Heidegger 1. Urinary UBC rapid
and NMP22 test for bladder cancer surveillance in comparison to urinary cytology: Results from a
prospective single-center study. Int J Med Sci. 2017;14(9):811-9.

111.  Ecke T, Arndt C, Stephan C, et al. Preliminary results of a multicentre study of the UBC
Rapid Test for detection of urinary bladder cancer. Anticancer Res. 2015;35(5):2651-5.

112.  Ecke T, Wei S, Stephan C, et al. UBC® rapid test for detection of carcinoma in situ for
bladder cancer. Tumor Biol. 2017;39(5):1010428317701624.

113.  Styrke J, Henriksson H, Ljungberg B, et al. Evaluation of the diagnostic accuracy of UBC®
Rapid in bladder cancer: a Swedish multicentre study. Scand J Urol. 2017;51(4):293-300.

114.  Ritter R, Hennenlotter J, Kiihs U, et al. Evaluation of a new quantitative point-of-care test
platform for urine-based detection of bladder cancer. Urol Oncol Semin Orig Investig.
2014;32(3):337-44.

115. Hakenberg O, Fuessel S, Richter K, et al. Qualitative and quantitative assessment of urinary
cytokeratin 8 and 18 fragments compared with voided urine cytology in diagnosis of bladder
carcinoma. Urology. 2004;64(6):1121-6.

116.  Park H, Park W, Bondaruk J, et al. Quantitation of Aurora kinase A gene copy number in
urine sediments and bladder cancer detection. J Natl Cancer Inst. 2008;100(19):1401-11.

25



117.  Zhou N, Singh K, Mir M, et al. The investigational aurora kinase A inhibitor MLLN8237
induces defects in cell viability and cell-cycle progression in malignant bladder cancer cells in vitro
and in vivo. Clin Cancer Res. 2013;19(7):1717-28.

118.  Martino M, Shariat S, Hofbauer S, et al. Aurora A Kinase as a diagnostic urinary marker for
urothelial bladder cancer. World J Urol. 2014;33(1):105-10.

119.  Billerey C, Chopin D, Aubriot-Lorton M, et al. Frequent FGFR3 mutations in papillary non-
invasive bladder (pTa) tumors. Am J Pathol. 2001;158(6):1955-9.

120.  Rhijn B, Lurkin I, Radvanyi F, Kirkels W, Kwast T, Zwarthoff E. The fibroblast growth
factor receptor 3 (FGFR3) mutation is a strong indicator of superficial bladder cancer with low
recurrence rate. Cancer Res. 2001;61(4):1265-8.

121.  Miyake M, Sugano K, Sugino H, et al. Fibroblast growth factor receptor 3 mutation in voided
urine is a useful diagnostic marker and significant indicator of tumor recurrence in non-muscle
invasive bladder cancer. Cancer Sci. 2010;101(1):250-8.

122.  Knowles M. Role of FGFR3 in urothelial cell carcinoma: biomarker and potential therapeutic
target. World J Urol. 2007;25(6):581-93.

123.  Zuiverloon T, Aa M, Kwast T, et al. Fibroblast growth factor receptor 3 mutation analysis
on voided urine for surveillance of patients with low-grade non-muscle - Invasive bladder cancer.
Clin Cancer Res. 2010;16(11):3011-8.

124.  Zuiverloon T, Beukers W, Keur K, et al. Combinations of urinary biomarkers for
surveillance of patients with incident nonmuscle invasive bladder cancer: the European FP7
UROMOL project. J Urol. 2013;189(5):1945-51.

125. Kessel K, Kompier L, Bekker-Grob E, et al. FGFR3 mutation analysis in voided urine
samples to decrease cystoscopies and cost in nonmuscle invasive bladder cancer surveillance: A
comparison of 3 strategies. J Urol. 2013;189(5):1676-81.

126.  Allory Y, Beukers W, Sagrera A, et al. Telomerase reverse transcriptase promoter mutations
in bladder cancer: High frequency across stages, detection in urine, and lack of association with
outcome. Eur Urol. 2014;65(2):360-6.

127. Beukers W, Van A, Kandimalla R, et al. FGFR3 , TERT and OTX1/ as a urinary biomarker
combination for surveillance of patients with bladder cancer in a large prospective multicenter study.
J Urol. 2017;197(6):1410-1418.

128. Kandimalla R, Masius R, Beukers W, et al. A 3-plex methylation assay combined with the
FGFR3 mutation assay sensitively detects recurrent bladder cancer in voided urine. Clin Cancer Res.
2013;19(17):4760-9.

129.  Roperch J, Grandchamp B, Desgrandchamps F, et al. Promoter hypermethylation of
HS3ST2,SEPTINO and SLIT2 combined with FGFR3 mutations as a sensitive/specific urinary assay
for diagnosis and surveillance in patients with low or high-risk non-muscle-invasive bladder cancer.
BMC Cance. 2016;16(1):1-9.

130.  Critelli R, Fasanelli F, Oderda M, et al. Detection of multiple mutations in urinary exfoliated
cells from male bladder cancer patients at diagnosis and during follow-up. Oncotarget. 2016;7(41).
131. Bangma C,Loeb S, Zhu X, El B, et al. 447 Outcomes of a european bladder cancer screening
program using home hematuria testing and molecular markers. Eur Urol Suppl. 2012;11(1):e447-
edd7a.

132.  Oers J, Lurkin I, Exsel A, Nijsen Y, et al. A simple and fast method for the simultaneous
detection of nine fibroblast growth factor receptor 3 mutations in bladder cancer and voided urine.
Clin Cancer Res. 2005;11(21):7743-8.

133. Ward D, Baxter L, Gordon N, et al. Multiplex PCR and Next generation sequencing for the
non-invasive detection of bladder cancer. PLoS One. 2016;11(2):1-11.

134. Nagata M, Muto S, Horie S. Molecular biomarkers in bladder cancer: Novel Potential
Indicators of Prognosis and Treatment Outcomes. Dis Markers. 2016;2016:1-5.

135.  Esteller M. Epigenetics in cancer. Carcinogenesis. 2009;31(1):27-36.

136. Chung W, Bondaruk J, Jelinek J, et al. Detection of bladder cancer using novel DNA
methylation biomarkers in urine sediments. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2011;20(7):1483—
91.

26



137. Reinert T, Modin C, Castano F, et al. Comprehensive genome methylation analysis in
bladder cancer: Identification and validation of novel methylated genes and application of these as
urinary tumor markers. Clin Cancer Res. 2011;17(17):5582-92.

138. Kandimalla R, Tilborg A, Zwarthoff E. DNA methylation-based biomarkers in bladder
cancer. Nat Rev Urol. 2013;10(6):327-35.

139.  Reinert T, Borre M, Christiansen A, Hermann G, @rntoft T, Dyrskjgt L. Diagnosis of Bladder
Cancer Recurrence Based on Urinary Levels of EOMES, HOXA9, POU4F2, TWIST1, VIM, and
ZNF154 Hypermethylation. PLoS One. 2012;7(10):1-9.

140. Dulaimi E, Uzzo R, Greenberg R, Al-Saleem, Cairns P. Detection of bladder cancer in urine
by a tumor suppressor gene hypermethylation panel. Clin Cancer Res. 2004;10(6):1887-93.

141. Pu R, Laitala L, Clark D. Methylation profiling of urothelial carcinoma in bladder biopsy
and urine. Acta Cytol. 2006;50(5):499-506.

142.  Serizawa R, Ralfkier U, Steven K, et al. Integrated genetic and epigenetic analysis of bladder
cancer reveals an additive diagnostic value of FGFR3 mutations and hypermethylation events. Int J
Cancer. 2011;129(1):78-87.

143.  Zuiverloon T, Beukers W, Keur K, et al. A methylation assay for the detection of non-
muscle-invasive bladder cancer (NMIBC) recurrences in voided urine. BJU Int. 2012;109(6):941-8.
144.  Berrada N, Amzazi S, Ameziane R, et al. Epigenetic alterations of adenomatous polyposis
coli (APC), retinoic acid receptor beta (RAR) and survivin genes in tumor tissues and voided urine
of bladder cancer patients. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand). 2012;Suppl.58:0L1744-51.

145. Chan M, Chan L, Tang N, et al. Hypermethylation of multiple genes in tumor tissues and
voided urine in urinary bladder cancer patients. Clin Cancer Res. 2002;8(2):464-70.

146. Cabello M, Grau L, Franco N, et al. Multiplexed methylation profiles of tumor suppressor
genes in bladder cancer. J] Mol Diagnostics. 2011;13(1):29-40.

147.  Eissa S, Zohny S, Shehata H, Hegazy M, Salem A, Esmat M. Urinary retinoic acid receptor-
2 gene promoter methylation and hyaluronidase activity as noninvasive tests for diagnosis of
bladder cancer. Clin Biochem. 2012;45(6):402-7.

148.  Yates D, Rehman I, Meuth M, Cross S, Hamdy F, Catto J. Methylational urinalysis: a
prospective study of bladder cancer patients and age stratified benign controls. Oncogene.
2006;25(13):1984-8.

149.  Yul,Zhu T, Wang Z, et al. A novel set of DNA methylation markers in urine sediments for
sensitive/specific detection of bladder cancer. Clin Cancer Res. 2007;13(24):7296-304.

150. Chan M, Chan L, Tang N, et al. Frequent hypermethylation of promoter region of RASSF1A
in tumor tissues and voided urine of urinary bladder cancer patients. Int J Cancer. 2003;104(5):611-
6.

151. LinH,Ke H,Huang S, Wu W, Chen Y, Chang L. Increase sensitivity in detecting superficial,
low grade bladder cancer by combination analysis of hypermethylation of E-cadherin, p16, p14,
RASSF1A genes in urine. Urol Oncol Semin Orig Investig. 2010;28(6):597-602.

152.  Urakami S, Shiina H, Enokida H, et al. Combination analysis of hypermethylated Wnt-
antagonist family genes as a novel epigenetic biomarker panel for bladder cancer detection. Clin
Cancer Res. 2006;12(7 Part 1):2109-16.

153.  ChenP,Tsai M, Yip S, et al. Distinct DNA methylation epigenotypes in bladder cancer from
different Chinese sub-populations and its implication in cancer detection using voided urine. BMC
Med Genomics. 2011;4(PG-45):45.

154.  Friedrich M, Weisenberger D, Cheng J, et al. Detection of methylated apoptosis-associated
genes in urine sediments of bladder cancer patients. Clin Cancer Res. 2004;10(22):7457-65.

155. Vinci S, Giannarini G, Selli C, et al. Quantitative methylation analysis of BCL2, hTERT,
and DAPK promoters in urine sediment for the detection of non-muscle-invasive urothelial
carcinoma of the bladder: a prospective, two-center validation study. Urol Oncol Semin Orig
Investig. 2011;29(2):150-6.

156. Renard I, Joniau S, Cleynenbreugel B, et al. Identification and validation of the methylated
TWIST1 and NID2 genes through real-time methylation-specific polymerase chain reaction assays
for the noninvasive detection of primary bladder cancer in urine samples. Eur Urol. 2010;58(1):96—
104.

27



157.  Fantony J, Abern M, Gopalakrishna A, et al. Multi-institutional external validation of urinary
TWIST1 and NID2 methylation as a diagnostic test for bladder cancer. Urol Oncol Semin Orig
Investig. 2015;33(9):387.e1-387 6.

158.  Abern M, Owusu R, Inman B. Clinical performance and utility of a DNA methylation urine
test for bladder cancer11This study was funded, in part, by MDxHealth (formerly OncoMethlyome
Sciences). Urol Oncol Semin Orig Investig. 2014;32(1):51.e21-51.e26.

159. Su S, Abreu A, Chihara Y, et al. A panel of three markers hyper- and hypomethylated in
urine sediments accurately predicts bladder cancer recurrence. Clin Cancer Res. 2014;20(7):1978-
89.

160.  Feber A, Dhami P, Dong L, et al. UroMark - a urinary biomarker assay for the detection of
bladder cancer. Clin Epigenetics. 2017;9(1):1-10.

161. Ellegren H. Microsatellites: simple sequences with complex evolution. Nat Rev Genet.
2004;5(6):435-45.

162.  Seripa D, Parrela P, Gallucci M, et al. Sensitive detection of transitional cell carcinoma of
the bladder by microsatellite analysis of cells exfoliated in urine. Int J Cancer. 2001;95(6):364-9.
163.  Frigerio S, Padberg B, Strebel R, et al. Improved detection of bladder carcinoma cells in
voided urine by standardized microsatellite analysis. Int J Cancer. 2007;121(2):329-38.

164. Hoque M, Lee J, Begum S, et al. High-throughput molecular analysis of urine sediment for
the detection of bladder cancer by high-density single-nucleotide polymorphism array. Cancer Res.
2003;63(18):5723-6.

165. Bekker-Grob E, Aa M, Zwarthoff E, et al. Non-muscle-invasive bladder cancer surveillance
for which cystoscopy is partly replaced by microsatellite analysis of urine: a cost-effective
alternative? BJU Int. 2009;104(1):41-7.

166. vAaM, Zwarthoff E, Steyerberg E, et al. Microsatellite analysis of voided-urine samples for
surveillance of low-grade non-muscle-invasive urothelial carcinoma: feasibility and clinical utility
in a prospective multicenter study (Cost-effectiveness of follow-up of urinary bladder cancer trial).
Eur Urol. 2009;55(3):659-68.

167. Coenen M, Ploeg M, Schijvenaars M, et al. Allelic imbalance analysis using a single-
nucleotide polymorphism microarray for the detection of bladder cancer recurrence. Clin Cancer
Res. 2008;14(24):8198-204.

168.  Wild P, Fuchs T, Stoehr R, et al. Detection of urothelial bladder cancer cells in voided urine
can be improved by a combination of cytology and standardized microsatellite analysis. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2009;18(6):1798-806.

169.  Steiner G, Schoenberg M, Linn J, Mao L, Sidransky D. Detection of bladder cancer
recurrence by microsatellite analysis of urine. Nat Med. 1997;3(6):621-4.

170. Bartel D. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell.
2004;116(2):281-97.

171.  Hanke M, Hoefig K, Merz H, et al. A robust methodology to study urine microRNA as tumor
marker: MicroRNA-126 and microRNA-182 are related to urinary bladder cancer. Urol Oncol Semin
Orig Investig. 2010;28(6):655-61.

172.  Puerta-Gil P, Garca-Baquero R, Jia A, et al. MiR-143, miR-222, and miR-452 are useful as
tumor stratification and noninvasive diagnostic biomarkers for bladder cancer. Am J Pathol.
2012;180(5):1808-15.

173.  Yamada Y, Enokida H, Kojima S, et al. MiR-96 and miR-183 detection in urine serve as
potential tumor markers of urothelial carcinoma: Correlation with stage and grade, and comparison
with urinary cytology. Cancer Sci. 2011;102(3):522-9.

174.  Wang G, Chan E, Kwan B, et al. Expression of microRNAs in the urine of patients with
bladder cancer. Clin Genitourin Cancer. 2012;10(2):106—13.

175.  Yun S, Jeong P, Kim W, et al. Cell-free microRNAs in urine as diagnostic and prognostic
biomarkers of bladder cancer. Int J Oncol. 2012;41(5):1871-8.

176.  Miah S, Dudziec E, Drayton R, et al. An evaluation of urinary microRNA reveals a high
sensitivity for bladder cancer. Br J Cancer. 2012;107(1):123-8.

177.  Snowdon J, Boag S, Feilotter H, Izard J, Siemens D. A pilot study of urinary microRNA as
a biomarker for urothelial cancer. J Can Urol Assoc. 2013;7(2):28-32.

28



178. Kamat A, Briggman J, Urbauer D, et al. Cytokine panel for response to intravesical therapy
(CyPRIT): nomogram of changes in urinary cytokine levels predicts patient response to Bacillus
Calmette-Guérin. Eur Urol. 2016;69(2):197-200.

179.  Sankhwar M, Sankhwar S, Abhishek A, Rajender S. Clinical significance of the VEGF level
in urinary bladder carcinoma. Cancer Biomarkers. 2015;15(4):349-55.

180.  Sheryka E, Wheeler M, Hausladen D, Weiss R. Urinary interleukin-8 levels are elevated in
subjects with transitional cell carcinoma. Urology. 2003;62(1):162-6.

181. Rigaud J, Leger A, Devilder M, Bouchot O, Bonneville M, Scotet E. Development of
predictive value of urinary cytokine profile induced during intravesical Bacillus Calmette-Guérin
instillations for bladder cancer. Clin Genitourin Cancer. 2015;13(4):e209-15.

182.  CaiT,Nesi G,Mazzoli S, et al. Prediction of response to bacillus calmette-Gguérin treatment
in non-muscle invasive bladder cancer patients through interleukin-6 and interleukin-10 ratio. Exp
Ther Med. 2012;4(3):459-64.

183.  Hyndman M, Mullins J, Bivalacqua T. Metabolomics and bladder cancer. Urol Oncol Semin
Orig Investig. 2011;29(5):558-61.

184. Cheng X, Liu X, Liu X, et al. Metabolomics of Non-muscle Invasive Bladder Cancer:
Biomarkers for Early Detection of Bladder Cancer. Front Oncol. 2018;8:494.

185. Issaq H, Nativ O, Waybright T, et al. Detection of bladder cancer in human urine by
metabolomic profiling using high performance liquid chromatography/mass spectrometry. J Urol.
2008;179(6):2422-6.

186.  Pasikanti K, Esuvaranathan K, Ho P, et al. Noninvasive urinary metabonomic diagnosis of
human bladder cancer. J Proteome Res. 2010;9(6):2988-95.

187.  Kelly J, Dudderidge T, Wollenschlaeger A, et al. Bladder cancer diagnosis and identification
of clinically significant disease by combined urinary detection of MCMS5 and nuclear matrix protein
22.PLoS One. 2012;7(7):1-9.

188.  Rosser C, Urquidi V, Goodison S. Urinary biomarkers of bladder cancer: an update and
future perspectives. Biomark Med. 2013;7(5):779-90.

189. Majewski T, Spiess P, Bondaruk J, et al. Detection of bladder cancer using proteomic
profiling of urine sediments. PLoS One. 2012;7(8):e42452.

190. Lindén M, Lind S, Mayrhofer C, et al. Proteomic analysis of urinary biomarker candidates
for nonmuscle invasive bladder cancer. Proteomics. 2012;12(1):135-44.

191. Rosser C, Chang M, Dai Y, et al. Urinary protein biomarker panel for the detection of
recurrent bladder cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2014;23(7):1340-5.

192.  Srivastava A, Singh P, Srivastava K, et al. Diagnostic role of survivin in urinary bladder
cancer. Asian Pac J Cancer Prev. 2013;14(1):81-5.

193. Lorenzi T, Lorenzi M, Altobelli E, et al. HtrAl in human urothelial bladder cancer: A
secreted protein and a potential novel biomarker. Int J Cancer. 2013;133(11):2650-61.

194. El-Hakim T, El-Shafie M, Abdou A, Azmy R, El-Naidany S, EI-Din M. Value of urinary
survivin as a diagnostic marker in bladder cancer. Anal Quant Cytopathol Histopathol. Junho de
2014;36(3):121-7.

195. LiC,LiH,Zhang T,LiJ,Liu L, ChangJ. Discovery of Apo-Al as a potential bladder cancer
biomarker by urine proteomics and analysis. Biochem Biophys Res Commun. 2014;446(4):1047-
52.

196.  Jamshidian H, Hashemi M, Nowroozi M, Ayati M, Bonyadi M, Najjaran Tousi V. Sensitivity
and specificity of urinary hyaluronic acid and hyaluronidase in detection of bladder transitional cell
carcinoma. Urol J. 2014;11(1):1232-7.

197. Rosser C, Dai Y, Miyake M, Zhang G, Goodison S. Simultaneous multi-analyte urinary
protein assay for bladder cancer detection. BMC Biotechnol. 2014;14(1):24.

198. Inoue K, Ota U, Ishizuka M, et al. Porphyrins as urinary biomarkers for bladder cancer after
5-aminolevulinic acid (ALA) administration: The potential of photodynamic screening for tumors.
Photodiagnosis Photodyn Ther. 2013;10(4):484-9.

199.  Attallah A, El-Far M, Abdallah S, El-Waseef A, et al. Combined use of epithelial membrane
antigen and nuclear matrix protein 52 as sensitive biomarkers for detection of bladder cancer. Int J
Biol Markers. 2015;30(4):407-13.

29



200. LiF, Yu Z, Chen P, et al. The increased excretion of urinary orosomucoid 1 as a useful
biomarker for bladder cancer. Am J Cancer Res. 2016;6(2):331-40.

201. Choi S, ShinJ, Lee Y, et al. Urinary APE1/Ref-1: a potential bladder cancer biomarker. Dis
Markers. 2016;2016:1-8.

202.  Srivastava A, Singh P, Singh D, Dalela D, Rath S, Bhatt M. Clinical utility of urinary soluble
Fas in screening for bladder cancer. Asia Pac J Clin Oncol. 2016;12(2):e215-21.

203. Ebbing J, Mathia S, Seibert F, et al. Urinary calprotectin: a new diagnostic marker in
urothelial carcinoma of the bladder. World J Urol. 2014;32(6):1485-92.

204.  ShimadaK,Fujii T, Tatsumi Y, Anai S, Fujimoto K, Konishi N. Ubiquilin2 as a novel marker
for detection of urothelial carcinoma cells in urine. Diagn Cytopathol. 2016;44(1):3-9.

205. Konety B, Nguyen T, Dhir R, et al. Detection of bladder cancer using a novel nuclear matrix
protein, BLCA-4. Clin Cancer Res. 2000;6(7):2618-25.

206. Le T, Miller R, Barder T, Babjuk M, Potter D, Getzenberg R. Highly specific urine-based
marker of bladder cancer. Urology. 2005;66(6):1256-60.

207. LeT,MyersJ,Konety B, Barder T, Getzenberg R. Functional characterization of the bladder
cancer marker, BLCA-4. Clin Cancer Res. 2004;10(4):1384-91.

208. Konety B, Nguyen T, Brenes G, et al. Clinical usefulness of the novel marker BLCA-4 for
the detection of bladder cancer. J Urol. 2000;164(3 Pt 1):634-9.

209.  Myers-Irvin J, Landsittel D, Getzenberg R. Use of the novel marker BLCA-1 for the
detection of bladder cancer. J Urol. 2005;174(1):64-8.

210.  Santoni M, Catanzariti F, Minardi D, et al. Pathogenic and diagnostic potential of BLCA-1
and BLCA-4 nuclear proteins in urothelial cell carcinoma of human bladder. Adv Urol.
2012;2012:1-5.

211.  Mukhtar S, Perry M. Future prospects for bladder cancer biomarkers. BJU Int.
2011;108(10):1541-3.

212.  Stoeber K, Halsall I, Freeman A, et al. Immunoassay for urothelial cancers that detects DNA
replication protein McmS5 in urine. Lancet. 1999;354(9189):1524-5.

213.  Dudderidge T, Nabi G, Mom J, et al. A novel non-invasive aid for bladder cancer diagnosis:
A prospective, multi-centre study to evaluate the ADXBLADDER test. Eur Urol Suppl.
2018;17(2):e1424.

214. Oeyen E, Hoekx L, De Wachter S, Baldewijns M, Ameye F, Mertens 1. Bladder cancer
diagnosis and follow-up: the current status and possible role of extracellular vesicles. Int J Mol Sci.
2019;20(4):821.

215. Ogawa Y, Kanai-Azuma M, Akimoto Y, Kawakami H, Yanoshita R. Exosome-like vesicles
with dipeptidyl peptidase IV in human saliva. Biol Pharm Bull. 2008;31(6):1059-62.

216. Muller L, Hong C, Stolz D, Watkins S, Whiteside T. Isolation of biologically-active
exosomes from human plasma. J Immunol Methods. 2014;411(Lm):55-65.

217. Taverna S, Giallombardo M, Gil-Bazo I, et al. Exosomes isolation and characterization in
serum is feasible in non-small cell lung cancer patients: critical analysis of evidence and potential
role in clinical practice. Oncotarget. 2016;7(19):28748-60.

218.  Admyre C, Johansson S, Qazi K, et al. Exosomes with immune modulatory features are
present in human breast milk. J Immunol. 2014;179(3):1969-78.

219.  Pisitkun T, Shen R-F, Knepper M. Identification and proteomic profiling of exosomes in
human urine. Proc Natl Acad Sci. 2004;101(36):13368-73.

220. Keller S, Rupp C, Stoeck A, et al. CD24 is a marker of exosomes secreted into urine and
amniotic fluid. Kidney Int. 2007;72(9):1095-102.

221. Mathivanan S, Fahner C, Reid G, Simpson R. ExoCarta 2012: Database of exosomal
proteins, RNA and lipids. Nucleic Acids Res. 2012;40(D1):1241-4.

222. Nawaz M, Camussi G, Valadi H, et al. The emerging role of extracellular vesicles as
biomarkers for urogenital cancers. Nat Rev Urol. 2014;11(12):688-701.

223.  Kharaishvili G, Simkova D, Bouchalova K, Gachechiladze M, Narsia N, Bouchal J. The role
of cancer-associated fibroblasts, solid stress and other microenvironmental factors in tumor
progression and therapy resistance. Cancer Cell Int. 2014;14(1):1-8.

30



224.  Akers J, Gonda D, Kim R, Carter B, Chen C. Biogenesis of extracellular vesicles (EV):
Exosomes, microvesicles, retrovirus-like vesicles, and apoptotic bodies. J Neurooncol.
2013;113(1):1-11.

225. Bobrie A, Colombo M, Raposo G, Théry C. Exosome secretion: molecular mechanisms and
roles in immune responses. Traffic. 2011;12(12):1659-68.

226.  Zhou H, Yuen P, Pisitkun T, et al. Collection, storage, preservation, and normalization of
human urinary exosomes for biomarker discovery. Kidney Int. 2006;69(8):1471-6.

227. Sun Y, Liu J. Potential of cancer cell-derived exosomes in clinical application: a review of
recent research advances. Clin Ther. 2014;36(6):863-72.

228. Chen C, Lin T, Tsai C, et al. Identification of potential bladder cancer markers in urine by
abundant-protein depletion coupled with quantitative proteomics. J Proteomics. 2013;85:28—43.
229.  Welton J, Brennan P, Gurney M, et al. Proteomics analysis of vesicles isolated from plasma
and urine of prostate cancer patients using a multiplex, aptamer-based protein array. J Extracell
Vesicles. 2016;5(1).

230. Lin S, Chang C, Wu H, et al. Proteome profiling of urinary exosomes identifies alpha 1-
antitrypsin and H2B1K as diagnostic and prognostic biomarkers for urothelial carcinoma. Sci Rep.
2016;6:34446.

231. Smalley D, Sheman N, Nelson K, Theodorescu D. Isolation and identification of potential
urinary microparticle biomarkers of bladder cancer. J Proteome Res. 2008;7(5):2088-96.

232. Beckham C, Olsen J, Yin P, et al. Bladder cancer exosomes contain EDIL-3/Dell and
facilitate cancer progression. J Urol. 2014;192(2):583-92.

233.  Chen C, Lai Y, Tang P, et al. Comparative and targeted proteomic analyses of urinary
microparticles from bladder cancer and hernia patients. J Proteome Res. 2012;11(12):5611-29.
234. Silvers C, Miyamoto H, Messing E, Netto G, Lee Y-F. Characterization of urinary
extracellular vesicle proteins in muscle-invasive bladder cancer. Oncotarget. 2017;8(53):91199-208.
235. Silvers C, Liu Y-R, Wu C-H, Miyamoto H, Messing E, Lee Y-F. Identification of
extracellular vesicle-borne periostin as a feature of muscle-invasive bladder cancer. Oncotarget.
2016;7(17):23335-45.

236. Perez A, Loizaga A, Arceo R, et al. A pilot study on the potential of RNA-associated to
urinary vesicles as a suitable non-invasive source for diagnostic purposes in bladder cancer. Cancers
(Basel). 2014;6(1):179-92.

237.  Berrondo C, Flax J, Kucherov V, et al. Expression of the long non-coding RNA HOTAIR
correlates with disease progression in bladder cancer and is contained in bladder cancer patient
urinary exosomes. PLoS One. 2016;11(1):1-21.

238.  Yan T-H, Lu S-W, Huang Y-Q, et al. Upregulation of the long noncoding RNA HOTAIR
predicts recurrence in stage Ta/T1 bladder cancer. Tumor Biol. 2014;35(10):10249-57.

239.  Armstrong D, Green B, Seigne J, Schned A, Marsit C. MicroRNA molecular profiling from
matched tumor and bio-fluids in bladder cancer. Mol Cancer. 2015;14(1):1-9.

240. Andreu Z, Oshiro R, Redruello A, et al. Extracellular vesicles as a source for non-invasive
biomarkers in bladder cancer progression. Eur J Pharm Sci. 2017;98:70-9.

241.  Baumgart S, Holters S, Ohlmann C-H, et al. Exosomes of invasive urothelial carcinoma cells
are characterized by a specific miRNA expression signature. Oncotarget. 2017;8(35):58278-91.
242.  Matsuzaki K, Fujita K, Jingushi K, et al. MiR-21-5p in urinary extracellular vesicles is a
novel biomarker of urothelial carcinoma. Oncotarget. 2017;8(15):24668-78.

31



ANEXOS

Tabela I - Sensibilidade e especificidade no diagnostico e no seguimento com o marcador BTA

Biomarcador | Avaliagao Sensibilidade N° de Especificidade N° de
95% IC) estudos 95% IC) estudos
BTA Stat® Geral 0.64 (0.58-0.69) 22 0.77 (0.73-0.81) 21
Diagnostico® | 0.76 (0.67-0.83) 8 0.78 (0.66-0.87) 6
Seguimento | 0.60 (0.55-0.65) 11 0.76 (0.69-0.83) 8
BTA Trak® Geral 0.65 (0.54-0.75) 4 0.74 (0.64-0.82) 4
Diagnostico® | 0.76 (0.61-0.87) 1 0.53 (0.38-0.68) 1
Seguimento | 0.58 (0.46-0.69) 2 0.79 (0.72-0.85) 2

*Diagnostico primario em doentes sintomaticos

Tabela II — Sensibilidade e especificidade no diagndstico € no seguimento com o biomarcador

NMP22
Biomarcador Avaliacio Sensibilidade N° de Especificidade N°de
(95% 1C) estudos (95% 1IC) estudos

NMP22 BC test Geral 0.69 (0.62-0.75) 19 0.77 (0.70-0.83) 19

kit® Diagnostico* | 0.67 (0.55-0.77) 9 0.84 (0.75-0.90) 7

Seguimento | 0.61(0.49-0.71) 10 0.71 (0.60-0.81) 8

NMP22 Geral 0.58 (0.39-0.75) 4 0.88 (0.78-0.94) 4

BladderChek | Diagnoéstico* | 0.47 (0.33-0.61) 2 0.93 (0.81-0.97) 2

test® Seguimento | 0.70 (0.40-0.89) 2 0.83 (0.75-0.89) 2

*Diagnostico primario em doentes sintomaticos
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Tabela III - Sensibilidade e especificidade no diagnéstico e no seguimento com o marcador uCyt+

Biomarcador

Avaliacio Sensibilidade N° de Especificidade N° de
(95% IC) estudos (95% 1C) estudos
uCyt+" Geral 0.78 (0.68-0.85) 14 0.78 (0.72-0.82) 14
Diagnostico* | 0.85 (0.78-0.90) 6 0.83 (0.77-0.87) 7
Seguimento | 0.75 (0.64-0.83) 7 0.76 (0.70-0.81) 8

*Diagnostico primario em doentes sintomaticos

Tabela IV - Sensibilidade e especificidade no diagnostico e no seguimento com o marcador

UroVysion'
Biomarcador | Avaliagao Sensibilidade N° de Especificidade N° de
(95% IC) estudos (95% 1C) estudos
UroVysion™ Geral 0.63 (0.50-0.75) 11 0.87 (0.79-0.93) 11
Diagnostico* | 0.73 (0.50-0.88) 2 0.95 (0.87-0.98) 1
Seguimento | 0.55(0.36-0.72) 7 0.80 (0.66-0.89) 6

*Diagnostico primario em doentes sintomaticos
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Tabela V — Comparacio da eficacia diagnéstica do NMP22 test kit® e do BTA Stat®

Biomarcador | Avaliacio Sensibilidade N° de Especificidade N° de
(95% 1C) estudos (95% 1C) estudos
NMP22 test Geral 0.69 (0.62-0.76) 7 0.73 (0.66-0.84) 7
kit® Estadio
tumoral
Ta 0.54 (0.45-0.62) 5 - -
T1 0.81 (0.67-0.90) 5 - -
Grau
tumoral
Gl 0.52 (0.40-0.63) 5 - -
G2 0.67 (0.57-0.76) 5 - -
BTA Stat® Geral 0.66 (0.59-0.73) 7 0.76 (0.66-0.84) 7
Estadio
tumoral
Ta 0.53 (0-54-0.61) 5 - -
T1 0.77 (0.63-0.88) 5 - -
Grau
tumoral
Gl 0.44 (0.33-0.56) 5 - -
G2 0.65 (0.55-0.74) 5 - -
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Tabela VI — Comparagio da eficacia diagnostica do ImmunoCyt™ e da UtoVysion

Biomarcador | Avaliacio Sensibilidade N°de Especificidade N°de
(95% 1C) estudos (95% IC) estudos
ImmunoCyt™ Geral 0.71 (0.54-0.84) 3 0.71 (0.62-0.79) 3
Estadio
tumoral
Ta 0.71 (0.46-0.87) 2 - -
Tl 0.89 (0.66-0.97) 2 - -
Grau
tumoral
Gl 0.65 (0.47-0.80) 3 - -
UroVysion™ Geral 0.61 (0.43-0.76) 3 0.79 (0.71-0.85) 3
Estadio
tumoral
Ta 0.36 (0.17-0.61) 2 - -
Tl 0.58 (0.36-0.77) 2 - -
Grau
tumoral
Gl 0.42 (0.25-0.60) 3 - -

35



Tabela VII - Sensibilidade e especificidade =80% nos biomarcadores proteicos

(Ref.) | Biomarcador | Sensibilidade | Especificidade
(192) Survivin 83% 81%
(193) HtrA1 93% 96%
(194) Survivin 85% 95%
(195) Apo-Al 89% 85%
(196) | Hyaluronidase 88% 82%
(197) IL-8 90% 86%
(198) Porphyrin 100% 96%
(199) NMP52 80% 93%
(200) ORM1 92% 94%
(201) | APE1/Ref-1 82% 80%
(202) sFAs 88% 89%
(203) | Calprotectin 80% 93%
(204) Ubiquitin2 88% 99%

(HtrA1 — high temperature requirement Al; ApoAl — Apolipoprotein Al; NMP52 —Nuclear Matrix Protein 52; ORM —Orosomucoid 1;

APE1/Ref-1 — Apurinic or Apyrimidinic Endonuclease 1/ Redox Factor-1; sFAs — Soluble FAs.)

36



