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RESUMO

O aumento de DNA livre foi detectado no plasma de muitos pacientes portadores de
cancer. Este potencial marcador pode ser usado para discriminar pacientes
portadores de neoplasias malignas de pacientes saudaveis e dos portadores de
neoplasias benignas. Ha variagdes qualitativas no DNA livre circulante dependente
das caracteristicas dos tumores. Até agora, a concentracdo de fragmentos de DNA
livre circulante e seus respectivos tamanhos ndo foram muito estudados em
pacientes com cancer de bexiga. Marcadores tumorais no plasma que auxiliem no
diagnostico e seguimento do cancer de bexiga ainda ndo foram completamente
validados, e assim o nivel de DNA livre no plasma pode representar um biomarcador
muito util no diagnostico, prognostico e seguimento de pacientes com este tumor. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a cinética das concentracbes de DNA
plasmatico e DNA urinario em pacientes portadores de cancer de bexiga,
relacionando-os com as demais variaveis clinico-laboratoriais. Pacientes que
apresentaram hematuria tiveram uma correlagdo positiva com DNA urinario. Além
disso, relatamos pela primeira vez um aumento do DNA plasmatico e urinario ao
longo do tempo, sendo que estes dados podem ser importantes no prognostico do
paciente.

Palavras-chave: Cancer de Bexiga. Hematuria. DNA plasmatico. DNA urinaria.



ABSTRACT

An increase in cell-free DNA was observed in the plasma of many cancer patients.
This major biomarker can be used to differentiate patients with malignant neoplasms
from those with benign neoplasms or healthy patients. Depending on the
characteristic of the tumor, there are qualitative variations in the circulating cell-free
DNA. Today, studies on the concentration of fragments of circulating cell-free DNA
and their respective sizes in patients with bladder cancer are not plentiful in the
literature. A effective plasma tumor marker, which would help in the diagnosis and
follow-up of bladder cancer, is yet to be developed; therefore, cell-free DNA levels in
the plasma may represent a valuable biomarker for the diagnosis, prognosis and
follow-up of patients with this type of tumor. The aim of this study is to analyze the
kinetics of plasma and urine DNA concentrations in patients with bladder cancer,
relating them to the other clinical laboratory variables. Patients with hematuria
showed a positive correlation with urine DNA. Moreover, an increase in plasma and
urine DNA was unprecedentedly reported over time, a fact that may come in handy in
the prognosis of patients.

Keywords: Bladder Cancer. Hematuria. Plasma DNA. Urine DNA.



CUBNMI

OMS

INCA

CcuB

CIS

RTUb

CIO

CEA

BCG

HPB

LISTA DE ABREVIATURAS

Carcinoma urotelial de bexiga ndo musculo invasivo

Organizagdo Mundial da Saude

Instituto Nacional de Cancer

Carcinoma urotelial da bexiga

Carcinoma

Ressecgéo transuretral da bexiga

Citologia urinaria oncética

Antigeno carcinoembrionario

Bacilo Calmette-Guérin

Hiperplasia prostatica benigna



SUMARIO

I 1V 270 010 03 o L 10
1.1 ODJEEIVOS ettt e e e e 10
2 REVISAO DE LITERATURA..........ooercccercrne e eaeses e eseses e saesas e snenae e ens 12
2.1 EPIAEMIOIOQIA. ... ..t 12
2.2 Diagnostico clinico laboratorial....................uuiiiiiiiis 13
2.3 MArCAAOIES .......uuiiiiiii e 15
B T 22
7% o0 ]\ o I U L= .Y o 1 32
REFERENCIAS ........oiiureecurereesseresessssessssesesssssesssssessssestsssssesasssesassnes 33

ANEXOS. ... 36



10

1 INTRODUGAO

O continuo crescimento populacional, aliado ao seu envelhecimento, afetara
de forma significativa o impacto do cancer no mundo, principalmente nos paises de
baixo e médio desenvolvimento.”

Em 2014 a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer/OMS estimou 14
milhdes de casos novos e 8 milhdes de bbitos por cancer no mundo. Os principais
tipos de céancer foram: pulm&o (1,8 milhdo), mama (1,7 milhdo), intestino (1,4
milh&o). Excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma para os dois sexos, 0 cancer
de pulmao é o mais comum para o sexo masculino, seguido por prostata, intestino,
estbmago e figado. Enquanto no sexo feminino o cancer de mama € o mais
freqiiente, seguido do intestino pulmao, colo do Utero e estdmago.’

No Brasil, estima-se para o biénio 16/17 a ocorréncia de 600.000 casos
novos de cancer.’

A respeito do cancer de bexiga, as ultimas estimativas mundiais apontaram
no ano de 2012, 429.000 novos casos, sendo 0 nono mais frequente no mundo.
Espera-se em 2016, no Brasil, a ocorréria de 7.200 novos casos em homens e 2470
casos em mulheres. A sua posicdo em relagdo a outros canceres varia muito
dependendo da regido do pais, sendo a regido norte e nordeste com a maior
incidéncia para homens e mulheres respectivamente.2

Segundo dados do INCA (Instituto Nacional de Céancer), em 2013, houve, no
Brasil, 2.500 mortes por cancer de bexiga em homens e 1.100 em mulheres.?

Diante desta moléstia tdo importante e que causa significativos gastos para a
sociedade, esforcos estdo sendo feitos. Exames mais especificos e terapias mais
adequadas estao sendo estudadas, a fim de otimizar o tratamento e tentar diminuir o

custo final e melhorar a qualidade de vida dos pacientes envolvidos.

1.10Objetivos

Geral: Avaliar as concentracbes de DNA plasmatico e DNA urinario em
pacientes portadores de CUBNMI.
Especificos: Determinar a cinética do DNA plasmatico e urinario nos tempos

0, 45 dias, 3 meses e 6 meses, no tratamento de pacientes com CUBNMI.
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Correlacionar os achados da cinética de DNA plasmatico e urinario com as demais

variaveis clinico-laboratoriais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Epidemiologia

O carcinoma urotelial da bexiga (CUB) é a neoplasia mais frequente do trato
urogenital e, segundo a sociedade americana de cancer, em 2017, representara
cerca de 5% de todas as neoplasias dos Estados Unidos da América. Estimam-se
79.000 novos casos, 16.000 mortes, com um aumento de 20% na incidéncia desde
2009 e somente 4,4% de aumento na porcentagem de morte especifica, o que
mostra uma melhora no tratamento desta enfermidade.®*

De acordo com os dados mundiais, o CUB normalmente costuma aparecer na
sexta e na sétima década de vida. Também fica claro que o CUB ¢é cerca de trés a
quatro vezes mais comum em homens do que em mulheres, provavelmente devido
aos fatores de risco ocupacionais e ao tabagismo. Atualmente novas teorias
sugerem que talvez as mulheres sejam mais protegidas do CUB devido ao
estrogénio ndo estimular ou encorajar a inibigdo da oncogénese.”®

O tabagismo é responsavel por aproximadamente 66% dos casos novos de
CUB em homens e 30% em mulheres.” Tabagistas desenvolvem quatro vezes mais
CUB que os nao tabagistas8 e, mesmo apos 20 anos, esta tendéncia se mantém.%?

Existe uma forte relacdo entre exposicdao de fatores de risco e fatores
genéticos, entretanto o risco de fumar e desenvolver CUB parece ser menor que o
de fumar e desenvolver cancer de pulm&o.®®°

Trabalhadores expostos a varias substancias, como formaldeido, asbesto,
benzeno sao fortes candidatos para desenvolver CUB. Uma maior possibilidade de
desenvolver mutagcdo genética pode ser causada por irritagdo e infecgdo crénica da
bexiga.6 Ingestdo excessiva de analgésicos contendo fenacetina ou o tratamento
com Cyclofosfamida aumentam em quatro a cinco vezes o risco de desenvolver a
doenca." Radioterapia pélvica também é um potencial fator de risco.'

No Oriente Médio, a infeccao por € o fator de risco
mais importante para o desenvolvimento de cancer de células escamosas da
bexiga.™*

Hereditariedade € raramente encontrada como causa, porém o achado de

mutag&o no gene de supressio de retinoblastoma pode ser uma possivel causa.®"
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O tipo histoloégico mais comum de cancer da bexiga em paises ocidentais € o
CUB (90% de todos os casos), seguido de carcinoma de células escamosas, e mais
raramente adenocarcinoma e tumores neuroenddcrinos.'®

O controle e o prognostico do CUB sao relacionados diretamente com a
profundidade da invasdo do tumor na parede do érgdo. Como no diagndstico 75%
dos tumores de bexiga se apresentam como ndo musculo invasivos, a mortalidade
global é relativamente baixa.® Eles podem se apresentar com pTa, confinado ao
urotélio, pT1, se estendendo até a lamina prépria e carcinoma (Cis) que é
uma lesdo plana, confinada ao urotélio e com grande potencial de malignidade
e progressdo para doenca musculo invasiva.®!’
Desde 2002 a classificacdo TNM também € utilizada para estadiar a doenca.
Na maioria dos casos os sintomas do trato urinario inferior e hematuria sdo as

queixas mais precoces (85% dos pacientes).6

2.2 Diagnéstico clinico laboratorial

A cistoscopia é o exame mais importante para o diagndstico do cancer de
bexiga e seu seguimento. Este procedimento permite a possibilidade de bidpsia, que
promove importantes informagdes a respeito das caracteristicas do tumor. Tem a
desvantagem de ser dispendioso e invasivo.

A resseccgdo transuretral da bexiga (RTUb) é o melhor tratamento inicial e
promove também o estadiamento do tumor. Deve ser feita, se possivel, completa e o
material ressecado deve incluir necessariamente tecido muscular.'®

Apesar de o CUBNMI ter baixa chance de progressdo (30%), tem grande
recorréncia (50-70% em cinco anos), necessitando de dispendioso seguimento.*'?
Parametros que aumentam esses riscos sao: multiplicidade, tamanho >3 cm, alto
grau, pT1, Cis e recorréncia prévia. Em quaisquer dessas condi¢bes, terapia
intravesical devera ser empregada utilizando-se de quimioterapicos ou imunoterapia
com Onco BCG."™®

Em alguns casos especificos, devido ao maior risco de progressdo, a
cistectomia radical podera ser indicada mesmo para tumores superficiais,
principalmente nos refratarios a terapia intravesical adjuvante.

O exame de urina é util para verificar a presenca de hematuria e de infeccao,

porém é pouco especifico para o diagndstico.
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Exames de imagem como ultrassom do aparelho urinario, tomografia e
ressonancia de abdome também tém papel no diagndstico e estadiamento, porém
nao excluem a cistoscopia.

A citologia urinaria oncoética (CUO), apesar de grande especificidade, tem
uma baixa sensibilidade, principalmente em tumores de baixo grau. Auxilia mais no
seguimento destes pacientes e ndo deve ser usada como exame de triagem. E dtil
na deteccdo de tumores de alto grau, principalmente nos Cis O exame é baseado
na interpretacdo morfolégica das células epiteliais no sedimento urinario e requer um
citopatologista experiente.?°

Os biomarcadores tumorais sdo macromoléculas presentes no tumor, no
sangue ou em outros liquidos biolégicos, cujo aparecimento e/ou alteracbes em suas
concentragdes, estdo relacionados com a génese e o crescimento de células
neoplasicas. Tais substancias funcionam como indicadores da presenca de cancer,
e podem ser produzidas diretamente pelo tumor ou pelo organismo em resposta a
presenca do mesmo. Os marcadores tumorais, em sua maioria, sdo proteinas ou
pedacos de proteinas, incluindo antigenos de superficie celular, proteinas
citoplasmaticas, enzimas e horménios.?’

No CUB, diferentes abordagens devem ser usadas para determinar uma
substancia como um marcador tumoral. Tradicionalmente, a histologia de um tumor
ressecado tem sido usada como um indicativo de um potencial comportamento
tumoral, ou seja, a sua chance de recorréncia ou progressao. @ Porém, ha uma
necessidade de se melhorar os métodos para identificar marcadores tumorais que
auxiliem o entendimento dos mecanismos moleculares e, assim, tentar prever o
comportamento tumoral do CUB tal como o seu prognc’>stico.5‘22

Esses marcadores podem ser uteis no manejo clinico dos pacientes com
cancer, auxiliando nos processos de diagndstico, estadiamento, avaliagédo de
resposta terapéutica, detecgédo precoce de recidivas e prognostico, além de auxiliar
no desenvolvimento de novas modalidades de tratamento. Podem ser
caracterizados ou quantificados por meios bioquimicos ou imuno-histoquimicos nos
tecidos, na urina e ou no sangue, e por testes genéticos com pesquisas de
oncogenes, genes supressores de tumores e alteracdes genéticas.?’

Um marcador ideal tem que ter uma alta sensibilidade e especificidade, tem
que prever o grau de malignidade, ndo deve ser afetado pela presenga de outras

patologias. Este exame deveria identificar a neoplasia mesmo antes da sua
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manifestagéo clinica. Deve dar informagdes prognosticas, ser reprodutivel em larga
escala e ndo pode ser examinador dependente.

2.3 Marcadores

Muitos biomarcadores estao disponiveis comercialmente, porém poucos ainda
utilizados na pratica clinica.

O antigeno do tumor de bexiga (BTA Test) € um exame que mede 0s niveis
de proteina de membrana langados na urina quando o cancer invade a parede da
bexiga. Tem alta sensibilidade, porém com falsos positivos em caso de infecgao
urinaria, calculos e hiperplasia benigna da prostata (HPB). Duas novas versodes
foram criadas deste exame: o BTA STAT, que € um exame qualitativo, com alta
sensibilidade, porém com 5% de falso positivos, principalmente em presencga de
hematuria e em pacientes em programa de imunoterapia com Onco BCG, e o BTA
TRAK que € uma analise quantitativa realizada por um teste de ELISA que detecta
os niveis do fator relacionado a proteina H (cFH) langados na urina. Este ultimo tem
maior sensibilidade que os dois primeiros (também em tumores de baixo grau), mas
pela sua baixa especificidade também nao substitui a citologia e a cistoscopia.®

A proteina da matriz nuclear 22 (NMP22) € uma proteina especifica da matriz
nuclear envolvida na distribuicdo do material genético entre as células durante a
mitose. A apoptose celular lanca na urina estas moléculas que podem ser
detectadas usando anticorpos monoclonais. Dois testes podem ser usados: o
NMP22 test, que € um exame de imuno ensaio quantitativo, e o NMP22 Bladder
Chek, que € um exame qualitativo.24 Pesquisas descobriram que os pacientes com
cancer de bexiga podem ter niveis urinarios de NMP22 25 vezes maiores do que
pessoas saudaveis. Esse marcador tumoral tem valores elevados em pacientes com
recidiva tumoral e com doencga invasiva. Sua sensibilidade encontra-se entre 60% e
86% e ¢ atualmente aprovada para uso clinico.?"?® Comparado com a citologia
oncotica, o NMP22 tem maior sensibilidade para todas as fases e graus de CUBNMI.
No entanto, mesmo a combinacdo desses dois testes pode nao detectar 9% dos
tumores, o que mostra a importancia fundamental da cistoscopia.?® Tem grande
correlagcdo com risco de recorréncia e prognéstico. Nao deve ser usado

isoladamente como exame de triagem populacional.
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Membro de seis proteinas de matriz nuclear especificas da bexiga (NMPs), o
exame BCLA1 e o BCLA4 s&o considerados especificos do 6rgdo e podem detectar
0 cancer mesmo em estagios iniciais. Nao sao influenciados pela presencga de outras
patologias. Ambos necessitam de mais estudos para serem validados e incluidos na
pratica clinica.?®

As citoqueratinas s&o proteinas intracelulares no citoesqueleto das células
epiteliais. Os subtipos 8-18-19 sdo moléculas encontradas na urina apés a morte
das células tumorais. Tem pouca sensibilidade em tumores de baixo grau e baixa
sensibilidade em detectar recorréncia, necessitando de mais estudos.

Outro marcador tumoral conhecido é o Cyfra-21.1. E um antigeno formado
pela citoqueratina 19, encontrada no soro. Este marcador tem alta sensibilidade para
carcinoma de células escamosas (entre 38% e 79%) e em tumores de alto grau.?’
Também pode aumentar em algumas patologias benignas urologicas e em terapia
com Onco BCG, podendo gerar falsos positivos.?"%’

Survivin € um membro das proteinas dos genes inibidores da apoptose celular
e promove um alongamento na vida celular com possivel aumento de mutagdes
genéticas. Expressado durante a fase embrionaria e fetal e ndo em adultos. Tem
alta sensibilidade em detecg&o de tumores de baixo grau e até mesmo em fases pré-
clinicas.?®

Exame celular como o ImmunoCyt/uCyt+ é um exame de imunofluorescéncia
que se expressa em células malignas presentes no sedimento urinario € nao
presentes em células uroteliais normais. Este teste usa trés anticorpos: 19A211,
M344 e LDQ10. A presenca de apenas uma célula fluorescente ja é considerado
positivo. Tem sensibilidade superior na detec¢cao de estagios iniciais. Aumenta a
sensibilidade da CUOQ.

UroVysion (FISH) € um exame de imunofluorescéncia desenvolvido em 2.000
e aprovado como diagnostico e acompanhamento do cancer de bexiga. O exame
detecta aneuploidia dos cromossomos 3, 7, e 17 e a perda do 9p21. Tem uma
sensibilidade maior que os outros exames na deteccao de recorréncia do cancer de
bexiga. Nao sofre interferéncia de imunoterapia com Onco BCG. Infelizmente
também tem muitos falsos positivos e normalmente é utilizado apés ImmunoCyt e
CUO como confirmac&o.?

O DD23 é um anticorpo monoclonal que reconhece o antigeno 185kDa

expressado somente em células cancerigenas da bexiga e ndo detectadas em
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células saudaveis. Pode ser usado como auxilio a CUO e parece ndo sofrer

interferéncia com terapias intravesicais.*

Tabela 1 — Sensibilidade e especificidade de marcadores

exames sensibilidade especificidade | limitagao

BTA STAT 53-83% 67-72% FALSO POSITIVO

BTA TRAK 66-72% 51-75% FALSO POSITIVO

NMP22 51-85% 77-96% FALSO POSITIVO

BCLA-1 80% 87% VALIDACAO

BCLA-4 89-96% 90-100% VALIDACAO

CYFRA 21-1 61-85% 75-91% FALSO POSITIVO

SURVIVIN 64-83% 88-93% VALIDAGCAO

ImmunoCyt/uCyt 68% 72% EXAMINADOR DEPENDENTE
UroVysion(FISH) 69-75% 82-85% TU BAIXO GRAU

DD23 70% 60% AUXILIA CITOPATOLOGISTA

Atualmente, acredita-se que o gene CK19 tenha como fator oncogénico a
capacidade de expressar micro-RNAs que sejam responsaveis por controlar a
proliferacdo, apoptose e diferenciacado celular. Particularmente o micro-RNA 492 foi
relacionado com um aumento na expressao do gene CK19 em hepatoblastomas, a
neoplasia maligna hepatica mais comum em criancas.®’ A imunocoagulacdo da
citoqueratina (CK19) forma uma das principais bases da imuno-histoquimica para
avaliar a evolucdo de um tumor. CK19 pertence a uma familia de queratinas, que
normalmente sdo expressas no revestimento do trato gastrointestinal e hepatobiliar.
A imuno-histoquimica do CK19 tem sido, ha algum tempo, usada com sucesso em
tumores da tireoide para reconhecer carcinomas papilares. A CK19 tem sido
demonstrada como um fator progndstico independente para tumores pancreaticos
neuroendocrinos, especialmente os insulino-negativos. Ainda assim, n&do constam
na literatura muitos indicativos sobre a expressdo desse gene nos cénceres de
bexiga, mas forte tendéncia, principalmente por ja ser conhecida a sua relagdo com
outros tumores, indicam que o CK19 também tenha envolvimento com os tumores

de bexiga.*?
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A proliferagdo do tumor é resultado da inativagdo de fatores protetores, além
de um desequilibrio na regulagdo do ciclo celular. O gene p16 possui agdes
antiproliferativas ao interromper o ciclo celular. Além disso, o p16 faz parte de um
sistema biomolecular que influencia na atividade e na expressao de proteinas. O p16
tem sido demonstrado em alguns estudos como um biomarcador viavel para lesdes
superficiais malignas do urotélio.*

O gene C-erbB2, ao contrario do p16, possuiu um efeito estimulante para a
proliferagdo celular. Ao contrario do carcinoma mamario, em que a expressao desse
gene esta amplificada na maioria dos casos, para o CUB o C-erbB2 esta mais
expressado em 10-50% dos casos.*

O Ki67 reconhece células na fase ativa do ciclo celular e, no caso do CUB,
tem significativa importancia para uma sugestéo do prognéstico.*

A H-caderina, também conhecida como CDH13, € um membro da familia das
caderinas. Elas sdo uma superfamilia intercelular calcio-dependente responsavel
pela adesao celular e também estdo envolvidas na inibicdo do crescimento celular
por interromper do ciclo celular. A H-caderina tem sido considerada um supressor de
tumor, pois reduz a possibilidade de proliferacdo celular e escape para vias
hematogénicas e linfaticas.>*

As interleucinas sdo citoquinas, ou seja, proteinas de baixo peso molecular,
geralmente em torno de 30.000 Daltons, produzidas por células do sistema imune
que tém a propriedade de atuar sobre outras células do organismo, pertencentes ou
nao do sistema imunol()gico.a5 A sua secrecdo € induzida por estimulos especificos,
tais como a presencga de produtos bacterianos, o contato com superficies estranhas
e a mutacdo de determinados grupos celulares. Elas sdo responsaveis pela
producao, estimulacdo e diferenciagao de multiplos tipos celulares, bem como pela
produgcdo de outras citoquinas capazes de estimular ou de inibir a sintese de
proteinas ou os efeitos biolégicos de determinados tipos celulares ou de outras
proteinas.®® As interleucinas 1-alfa, 6 e 8 s&o citoquinas pré-inflamatorias, ou seja,
sao liberadas e participam da sinalizacdo e transducido de sinal ocasionando um
processo inflamatoério local. Sendo o carcinoma urotelial da bexiga uma atividade
inflamatdria, estas interleucinas encontram-se elevados. Sua especificidade e
sensibilidades s&o muito baixas nao possuindo um alto impacto clinico.®

A fibrinectina, produto de degradacao fibrina/fibrinogénio € um dos mais

novos marcadores tumorais urinarios. Existem, no minimo, dois tipos de isbmeros de
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fibronectina denominados: fibronectina plasmatica e celular. A fribronectina
plasmatica é sintetizada pelos hepatécitos e o seu isdmero celular esta presente na
matriz extracelular ao redor dos tecidos.*’

Uma importante caracteristica da fibronectina é que ela é capaz de interagir
com uma ampla variedade de macromoléculas (colageno, fibrina) e células. A mais
importante funcao da fibronectina é estabelecer a interacdo entre células e a matriz
extracelular. Essas interagcbes mantém muitos processos como a adesao célula-
substrato, morfologia celular, organizacdo do citoesqueleto, migracdo e
diferenciacéo.’” Dentro da urina, a fibronectina existe como multiplos fragmentos, a
maioria deles contém a célula de ligagdo de dominio. Acredita-se que esses
fragmentos se originam da degradagao proteolitica principalmente da parede da
bexiga e em menor quantidade da matriz extracelular da prc’>stata.37 Durante os
ultimos 20 anos muitos anticorpos monoclonais e policlonais contra a funcdo de
dominio da fibronectina foram desenvolvidos e usados para medir qualitativa e
quantitativamente a sua dosagem.37

Outras proteinas como clustesina, calprotectina, coronina-a também vém
sendo estudadas e apresentando bons resultados.

O antigeno carcinoembrionario (CEA) € um marcador tumoral que tem sido
extensivamente estudado desde a sua identificagdo, em 1965. Originalmente foi
descrito como presente em adenocarcinoma de coélon e reto e em cdlon fetal, mas
ausente em tecido colbnico adulto normal. Atualmente, sabe-se que o CEA é
produzido pelas células da mucosa gastrointestinal, tem peso molecular de
aproximadamente 200 Kd e faz parte da familia das imunoglobulinas. Seu valor de
referéncia é de 3,5 ng/ml em néo fumantes e 7 ng/ml em fumantes. A sensibilidade
do CEA varia de 40% a 47% e a especificidade de 90% a 95% para cancer

colorretal.?’

Entretanto, apesar de ser um biomarcador mais utilizado para cancer de
cblon também pode ser usado para auxilio no diagnostico para CUB. O CEA faz
parte de um grupo de glicoproteinas que incluem o fator de crescimento epitelial
humano (Her2), PSA e o CA-19-9. Sua glicosilagao exacerbada pode ser um dos
fatores que contribuem para o crescimento e progressdo do tumor, porém sua
especificidade e sensibilidade para o CUB sao baixas, ndo tendo grande impacto.>®
Ha também marcadores tumorais responsaveis por indicar uma maior chance
de metastase. Sabe-se que a formacdo de vasos linfaticos €& potencialmente

induzida pelo fator de crescimento de linfoangiogénese e também pelo fator de
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crescimento endotelial vascular (VEGF)-C e (VEGF)-D respectivamente, pois esses
marcadores se ligam e ativam o seu receptor tirosina-quinase, o receptor VEGF-
3.38

Esses marcadores estdo muito aumentados em pacientes portadores de
CUB. Proliferagao, expansdo, alargamento e permeabilidade dos vasos linfaticos
sdo muito afetados pela agdo do VEGF-C/D. Esse processo facilita a migragao de
células neoplasicas para dentro dos vasos linfaticos e sua drenagem para o
linfonodo sentinela. Portanto, identificar o VEGF-C/D é um fator progndstico ja que
permite o bloqueio da sinalizagdo suprimindo a linfoangiogénese do tumor e sua
disseminacéo linfatica.*®

No final da década de 1970, o aumento de DNA livre foi detectado no plasma
de muitos pacientes portadores de cancer. Mais recentemente, foi demonstrado que
niveis elevados de DNA livre circulante no plasma ocorrem frequentemente em
varios tipos de canceres e podem ser usados para discriminar pacientes portadores
de neoplasias malignas dos pacientes saudaveis e de portadores de neoplasias
benignas.*

Em pacientes portadores de cancer o DNA livre circulante também demonstra
variagbes qualitativas, dependendo das caracteristicas dos tumores. Alguns autores
relatam que pequenos fragmentos de DNA livre circulante de origem primaria
apoptdtica estdo aumentados em pacientes portadores de cancer. Entretanto, ha
também autores que descrevem o aumento de grandes fragmentos de DNA, que
aparentemente provém da necrose celular, como fator discriminante entre pacientes
portadores de cancer e pacientes saudaveis. Esses resultados implicam que o
aumento do nivel de DNA pode ser causado por apoptose ou necrose, sendo essa
origem dependente das caracteristicas do tumor. Recentemente, por exemplo, um
aumento no nivel de fragmentos grandes/necroticos de DNA foi associado com um
estagio mais avangado de tumor em pacientes com cancer do aparelho
respiratorio.>®

Até agora o nivel de fragmentos de DNA livre e circulante e seu respectivo
tamanho nao foram muito estudados em pacientes com CUB. Marcadores tumorais
no plasma que satisfazem completamente o auxilio no diagnostico ainda nao foram
desenvolvidos para o cancer de bexiga, e assim o nivel de DNA livre no plasma
pode representar um biomarcador muito utii no diagnéstico, progndstico e

seguimento de pacientes com CUB.*
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Estudos demonstram que mudancgas na metilacdo do DNA estdo envolvidas
em neoplasias iniciais e na progressédo do tumor. Interesse no campo da metilagdo
do DNA foi originalmente estimulado pela observagdo de que tumores tinham
frequentemente uma hipometilagdo, comparado ao tecido normal.*°

Autores sugerem que tal hipometilagdo possa levar a uma instabilidade
gendmica e contribuir com o fenétipo do tumor, como também no prognéstico.*°

Faz-se assim necessario, mais estudos que comprovem a eficacia da
contribuicdo do fragmento de DNA livre circulante no diagndstico e prognostico do
cancer de bexiga, tendo em vista a sua sensibilidade para tal patologia.

Conforme supracitado anteriormente, é possivel desenvolver estudos sobre o
envolvimento do DNA plasmatico livre em cancer de bexiga. O grupo, da Faculdade
de Medicina do ABC, desenvolveu metodologia de extragcdo de DNA plasmatico livre
e também de DNA de células do sedimento urinario com a finalidade de estudo em
instabilidade genémica causada por tratamento quimioterapico.®

Assim, pretende-se estudar a influéncia do tratamento proposto pelo
urologista no acompanhamento de pacientes com CUBNMI advindos dos

ambulatorios de especialidades uroldgicas da Faculdade de Medicina do ABC.
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Abstract

a) Objective: An increase in cell-free DNA was observed in the plasma of many
cancer patients. This major biomarker can be used to differentiate patients with
malignant neoplasms from those with benign neoplasms or healthy patients.
Depending on the characteristic of the tumor, there are qualitative variations in the
circulating cell-free DNA. Today, studies on the concentration of fragments of
circulating cell-free DNA and their respective sizes in patients with bladder cancer
are not plentiful in the literature. A 100% effective plasma tumor marker,

which would help in the diagnosis and follow-up of bladder cancer, is yet to be
developed; therefore, cell-free DNA levels in the plasma may represent a valuable
biomarker for the diagnosis, prognosis and follow-up of patients with this type of
tumor. b) Design and methods: In this study we analyze the kinetics of plasma and
urine DNA concentrations in patients with bladder cancer, relating them to the other
clinical laboratory variables. c) Results: Patients with hematuria showed a positive
correlation with urine DNA. d) Conclusion: An increase in plasma and urine DNA was
unprecedentedly reported over time, a fact that may come in handy in the prognosis
of patients. Furthermore, microscopic haematuria is correlated with plasma and
urinary DNA levels.

1. Introduction

After prostate cancer, bladder cancer is the most common neoplasm of the urinary
tract. It affects male individuals mainly, with a prevalence three to four fold higher in
men than in women. Smoking is the most important risk factor involved, and it is
responsible for 66% of new cases in males and 30% in females [1]. Incidence rate
peaks in the 60-70 age group [2]. The American Cancer Society's estimates for
bladder cancer in the United States for 2015 are 74,000 new cases - 56,320 in men
and 17,680 in women - with approximately 16,000 deaths - 11,510 men and 4490
women [3].

Recurrence risk in patients with non-muscle invasive bladder cancer is of 60 to 90%
and progression risk is of 30 to 50% if they are treated only with transurethral
resection. The most common diagnostic tests for bladder cancer are the ultrasound,
urine cytology and cystoscopy [2].
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Tumor markers are macromolecules present in the tumor itself, blood or other
biological liquids. The appearance and/or concentration alterations of such molecules
are related to the genesis and the growth of neoplastic cells. They may be
characterized or quantified by biochemical means, immunehistochemical analysis in
tissues or in blood, or by genetic tests for the detection of oncogenes, tumor
suppressor genes and genetic alterations. Biomarkers are of great importance not
only as a support in the diagnosis of neoplasms but also in regard to their
differentiation. In a recent study, the following different biomarkers were found in
patients with muscle-invasive bladder urothelial carcinoma: bladder tumor antigen
(BTA), carrionembryonic antigen (CEA), nuclear matrix protein 22 (NMP22), D-dimer,
FAZ, hyaluronidase, vascular endothelial growth factor (VEGF) and interleukins 1a, 6
and 8 [4].

By the end of the 70s, the increase of cell-free DNA levels was first detected in many
cancer patients. Recent studies have shown that high levels of circulating cell-free
DNA in the plasma can be found in many types of cancers, and this parameter can
be used to differentiate patients with malignant neoplasms from those with benign
neoplasms or healthy patients [5]. In such patients, circulating cell-free DNA levels
also show qualitative variations in the characteristics of tumors, namely, small
fragments of circulating cell-free DNA subsequent to primary apoptosis are in great
number in cancer patients whereas big fragments

are apparently resultant from cellular necrosis.Not long ago, an increase in
big/necrotic DNA fragment levels was associated with a more advanced stage of
tumor progression in patients with respiratory tract cancer [5].

Today, studies on the concentration of fragments of circulating cell free DNA and
their respective sizes in patients with bladder cancer are not plentiful in the literature.
As a matter of fact, a 100% effective plasma or urine tumor marker, which would help
in the diagnosis and followup of bladder cancer, has not been developed vyet;
therefore, cell-free DNA levels in the plasma may represent a valuable biomarker for
the diagnosis, prognosis and follow-up of patients with this type of tumor [5]. The aim
of this study is to evaluate plasma and urine DNA concentrations at diagnosis and
the kinetics of these markers after the proposed treatment and during follow-up care,
relating them to other clinical

laboratory variables.



Table 1

Descriptive statistics of patients. Santo André, 2014.

Variable n %
Sex?

Males 25 75.8
Females 8 24.2
Race

Whites 30 93.8
Asian descendants 1 3.1
Blacks 1 3.1
Cytology®

Positive 5 19.2
Negative 21 80.8
Smoking

Smokers 7 21.9
Ex-smokers 22 68.8
Never smoked 3 94
Suprapubic pain

Yes 13 40.6
No 19 594

Gross hematuria
Yes 16 50.0
No 16 50.0

Microscopic hematuria

Yes 15 46.9
No 17 53.1
Clots

Yes 11 344
No 21 65.6

a Rate was calculated based on 33 patients.
b Rate was calculated based on 26 patients.



25

2. Patients and methods

2.1. Patients
After signing an informed consent form, patients with clinical symptoms (hematuria
and/or storage symptoms) and ultrasound results that pointed to bladder cancer
(polyps and/or focal thickening),who did not have any neoplasm or related treatment
history, were referred to an experimental ambulatory unit, which is managed by the
Urology Department of ABC Medical School (FMABC).

Table 2
Correlation between age/creatinine levels and plasma and urine DNA in patients.
Variables Plasma DNA Urine DNA
rho (p)* rho (p)*
Age 0.20 (0,265) 0.06 (0.741)
Creatinine -0.19 (0,303) -0.01 (0.959)

* Spearman Rank test.

Table 3
Correlation between plasma and urine DNA and time.
Time Plasma DNA (ug/uL) Urine DNA (upg/ pL)
Mean CI (95%) t Mean Cl (95%) t
(p)° (p)°
Time 0 0.068 0.030-0.106 0.54 (0.235) 0.070 0.034-0.107 0.58 (0.113)
Time 45 0.032 0.010-0.054 0.053 0.027-0.078
Time 90 0.163 0.071-0.255 0.175 0.084-0.267
Time 180 0.157 0.041-0.273 0.157 0.051-0.264

@Data expressed as Friedman correlation coefficient.

Urine and blood samples were collected prior to the beginning of the treatment (time
zero). Only those patients with anatomopathological results that confirmed the
diagnostic hypothesis of urothelial carcinoma were included in the protocol. All
patients were classified as stage | of bladder cancer staging.

Exclusion criteria were previous treatments, the presence of other neoplasms or
HBV, HCV or HIV comorbidities.

After the transurethral resection of the bladder, new blood and urine samples were
obtained 45, 90 and 180 days later.
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Blood samples were drawn through peripheral venipuncture according to the Good
Clinical Laboratory Practice (GCLP) guidelines. Regarding urine samples, the second
urine void of the morning was collected at least 2 h after the last urination.

Besides plasma and urine DNA tests, patients underwent anamnesis and physical
exams at each visit, an occasion when symptoms, signs and the results of routine
laboratory tests, oncotic cytology and ultrasound exams were thoroughly analyzed.

2.2. Urine DNA extraction

Urine samples were centrifuged so that urine sediment could be obtained and
analyzed in a Neubauer chamber for the classification of cell findings. After counting,
the sediment was resuspended in 1.0mL of saline solution and washed many times
in order to avoid contamination from bacteria, which are frequently found in urine
samples. Urine DNA extraction was performed using a GFX™ kit (Amersham
Pharmacia Biotech Inc., USA) according to the adapted protocol. The samples were
centrifuged at 2500 rpm for 10 min, the supernatant

was discarded and the sediment resuspended in 1 mL of 0.09 saline solution (NaCl),
washed and again submitted to new centrifugation at 2500 rpm for 10 min. Cell
sediments were resuspended once more in 1 mL of saline solution. Then 500 uL of
extracting solution, incubated for 10 min at room temperature, was added to the
cellular material. The resultant mixture was added to the kit column, centrifuged at
8000 rpm for 1 min. The content eluted in the collecting test tube was discarded.
Next, 500 uL of extracting solution was added into the column and it was centrifuged
at 8000 rpm for 1 min. The eluted material was transferred to a new collecting test
tube. Right then 500 yL of a washing solution was added to the column and it was
centrifuged at 14,000 rpm for 3min. The eluate from the collecting tube was
discarded. DNA elution consisted in the addition of 200 mL of Tris-EDTA buffer
solution at 70 °C to the column and a subsequent centrifugation at 8000 rpm for 1
min.

0,25
0,2
e E

0,15
0,1
0,05 {

0

0 as 90 180
days

Fig. 1. Means and confidence intervals (95%) of plasma DNA levels in relation to
time.
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Fig. 2. Means and confidence intervals (95%) of urine DNA levels in relation to
time.

2.3. Plasma DNA extraction

One aliquot of 10 mL of total blood was collected using EDTA-coated tubes. It was
then submitted to centrifugation at 1200 rpm for 10 min. The separated plasma was
transferred to a dry tube, followed by a second centrifugation at 2400 rpm for 10 min.
From this material, 1 mL was collected for the extraction. Plasma DNA was obtained
according to the described method [6].

2.4. Quantification of plasma and urine DNA levels

Plasma and urine DNA samples were measured twice using GeneQuant RNA/DNA
Calculator - Amersham Pharmacia Biotech (Biochrom) Ltd., USA [7,8]. A calibration
curve ranging between 0.001 and 1,0 ug/uL using DNA at a known concentration
(100 pg/mL).

2.5. Statistical analysis

Non-parametric tests were applied due to the abnormal data distribution. In order to
assess the correlation between the demographic and clinical variables and plasma
and urine DNA at time zero, the Spearman correlation test was used for continuous
variables, Mann-Whitney test for dichotomous variables and Kruskal-Wallis test for
variables with three or more categories. The correlation between plasma and urine
DNA at the proposed time points was tested by the Spearman test, and the intra-
individual variability of plasma and urine DNA at the proposed time points was
analyzed by the Friedman test. The significance level was established as 5%. All the
analyses were carried out using the statistical package Stata 11.0.
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Fig. 3. Plasma DNA concentration between patients with or without microscopic
hematuria.

3. Results

A total of 34 patients were included. From this group, two were excluded owing to the
fact one of them had samples collected only at time zero and time 45 days and the
other withdrew the consent for personal reasons. Among the 32 patients left, 75.8%
were males, 93.8% white, 68.8% were smokers or ex-smokers, and the mean age
was of 70.1 years (sd = 11.3). Most of the patients (80.8%) had negative urinary
cytology for cancer and 59.4% did not complain of suprapubic pain. Half of them
(50%) had gross hematuria, and from this amount

65.6% had no blood clots. A smaller rate (46.9%) was diagnosed with microscopic
hematuria (Table 1).

There was no statistically significant correlation between age/ creatinine levels and
plasma and urine DNA concentrations (Table 2). Comparisons between plasma and
urine  DNA values in the patients according to demographic and clinical
characteristics showed that there was a significant statistical difference (0.035) in the
means of plasma and urine DNA between patients with and without microscopic
hematuria. No difference could be observed regarding the other variables.

At the proposed time points no statistically significant correlation between plasma
and urine DNA levels could be observed (p = 0.235 and p=0.113 respectively) (Table
3). Fig. 1 shows that the mean plasma DNA level is lower at time point 45 and higher
at time point 90. Confidence interval values (95%) do not overlap at these time
points, suggesting a difference in levels between time 45 and 90. A similar
characteristic can be seen in regard to urine DNA (Fig. 2). Fig. 3 shows a
comparasition of mean value of plasma DNA concentration in patients with and
without microscopic hematuria.
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4. Discussion

In this study we analyzed the samples from32 patients with bladder urothelial
carcinoma at diagnosis (pre-treatment) and 45, 90 and 180 days after the
transurethral resection. It was not possible to relate creatinine levels to plasma and
urine DNA. However, a statistical correlation between urine DNA and hematuria
could be observed. Such data comply with the findings of Abogunrin et al. [4] who
also reported a relation between hematuria and other biomarkers in patients with
bladder cancer. Moreover, the use of urine samples for the detection of cell-free DNA
seems to be more adequate than the use of plasma samples. The development of a
panel of biomarkers for the analysis of urine samples of patients with urothelial
cancer has recently been proposed [9]. It is important to point out that the detection
of cell-free DNA in urine may be associated with protein biomarker panels as a
screening tool (primary assessment) or in a prognostic evaluation.

In the current study it was observed that the mean plasma DNAI evel is significantly
lower at time 45 and higher at time 90. Confidence interval values (95%) do not
overlap at these time points, suggesting a difference in levels between these time
points. Similar characteristics can be seen regarding urine DNA. The increase in
post-surgery mean DNA concentrations may be attributed to tumor cells after their
release to the bladder when the tumor is resected. In the bladder these cells undergo
apoptosis and release tumor DNA, which contribute to the increase of DNA levels
both in the plasma and urine. Some studies reveal an increase in plasma DNA
concentrations after breast cancer resection [10,11].

Interestingly, plasma and urine DNA concentrations were altered according to the
time the biological matrices (blood and urine) were collected; furthermore, there was
a correlation between plasma and urine DNA levels obtained from the collection at
the proposed time points. The highest correlation observed was at time 180 days (r =
0.83) and the lowest at time 45 days (r = 0.36). The relation between time and
plasma DNA concentrations was reported in patients with prostate cancer [12].
However, data that corroborate the connection between time of collection and DNA
detection in urine cannot be found in the literature.

In conclusion, a correlation between plasma and urine DNA levels and a statistical
significance between the presence of microscopic hematuria and urine DNA levels
were observed.

The data here supplied can contribute to the prognosis of bladder urothelial
carcinoma. Nevertheless, further studies should be conducted so that the relation
between the fragments of DNA in urine and plasma can be better understood.
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4 CONCLUSAO

Apos pesquisa, pode-se concluir que as concentracdes de DNA plasmatico e
urinario alteram-se em relagdo ao tempo de coleta das matrizes bioldgicas (sangue e
urina).

Existe também correlagdo entre as concentracdes de DNA plasmatico e DNA
urinario obtidos nos tempos propostos de coleta.

Nao foi observada correlagéo estatistica entre os tempos de coleta e os niveis
de DNA plasmatico e urinario (p=0,235 e p=0,113, respectivamente).

Ha significAncia estatistica (p=0,035) entre a presenca de hematuria
microscopica e niveis de DNA urinario.

Constatou-se também que nao foram observadas correlagdes entre os niveis
de DNA plasmatico e urinario com as demais variaveis estudadas.

Estudos aprofundados na concentragdo de DNA plasmatico e urinario em
cancer de bexiga, implementados com outros métodos, podem valida-los como
marcadores tumorais, principalmente nos pacientes portadores de neoplasia de

bexiga de baixo grau e naqueles ainda sem apresentacgao clinica da doencga.
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