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Resumo

As neoplasias uroldgicas, nomeadamente o cancro da bexiga, sao muito comuns em paises
ocidentais e a sua incidéncia tem vindo a aumentar. Em 2013, registaram-se 2,1 milh6es de novos casos,
e as mortes associadas aumentaram cerca de 1,6 vezes desde 1990. Apesar dos avancos recentes na
terapéutica destes tumores, existe ainda a necessidade de ferramentas de diagndstico precoce, assim
como de testes nao invasivos e de baixo custo para o seu rastreio e vigilancia atempada e precisa, de
forma a otimizar os resultados dos tratamentos.

Neste contexto, os marcadores moleculares agregam um grande potencial no suporte da decisao
clinica. Embora se recorra ao PSA como marcador de diagndstico e auxiliar de recidiva de cancro da
prdstata, este ainda possui algumas limitagdes na sua aplicabilidade clinica. No caso do cancro da bexiga,
ainda é necessario um biomarcador de rotina, e, dada a sua elevada taxa de recorréncia, o seguimento é
realizado por cistoscopia, um exame caro e que exige muitos recursos, tornando-o o cancro mais caro para
tratar por cada caso incidente. Deste modo, os acidos nucleicos detetados em fluidos biol6gicos podem
fornecer informacao acerca do tumor e proporcionar uma fonte acessivel de material tumoral. Varios
estudos indicam que estes dcidos nucleicos advém de processos de morte de células tumorais. Estudos
recentes tém evidenciado o potencial da detecao de DNA circulante no sangue periférico de doentes
oncoldgicos, mas a literatura acerca do seu potencial uso na urina de doentes com cancros uroldgicos é
escassa. Enquanto que o sangue é naturalmente homeostatico, a amostra de urina tende a refletir
alteracdes no seu ambiente, e pode ser obtida através de procedimentos nao invasivos.

0O objetivo deste estudo consistiu na aplicacao de um teste simples, que pudesse ser utilizado como
ferramenta de diagndstico complementar ndo invasiva. Para tal, estudaram-se 36 doentes com cancro da
bexiga e 40 individuos-controlo. O DNA livre foi extraido de urina e plasma com recurso aumkit comercial,
e quantificaram-se os seus niveis, através da amplificacao do gene hTERT, pela metodologia de PCR em
tempo real. Os resultados foram sujeitos a analise estatistica apropriada.

Os resultados obtidos permitem observar um aumento da [ucfDNA] com o avancar do estadio
tumoral, bem como uma concentracdo elevada de cfDNA no estadio T2. Apesar de nao possuirem
significancia estatistica, estes resultados sao promissores, uma vez que podera ser possivel obter
informacao mais rdpida, precisa e de modo mais indcuo do que a obtida pelos métodos atuais. Para validar
estas descobertas, seria necessario ampliar aamostra, de modo a obter uma maior representacao de cada

um dos estadios da doenca.

Palavras-chave: cancro da bexiga; diagndstico precoce; urina; DNA circulante; ndo invasivo



Abstract

Urologic neoplasms, particularly bladder cancer, are very common in western countries, and their
incidence has beenrising. In 2013, 2.1 million new cases were registered, with an increase of 1.6-fold in the
associated deaths since 1990. Despite the technological advancements on these tumors’ therapeutics,
there’s still a need for early diagnosis tools, as well as non-invasive and low-cost tests, for a more precise
and early screening and surveillance, as to optimize the treatment outcomes.

In this context, molecular markers aggregate a huge potential in supporting clinical decision. Even
though PSA is used as a diagnostic and complementary relapse marker for prostate cancer, it still
possesses some hindrances on its clinical applicability. As for bladder cancer, there is still a need for a
routine biomarker, and, considering its recurrence rate, the follow-up is done by cystoscopy, an expensive
and resource-wasting exam, making it the most expensive cancer to treat, per incident case. Thereby,
nucleic acids detected in biological fluids can provide information about the tumor and act as an accessible
source of tumor material. Several studies indicate that these nucleic acids originate from death processes
of tumor cells. Recent studies have highlighted the potential of circulating DNA detection in peripheral
blood of oncologic patients, but there's a lack of research about this potential in urologic patients’ urine.
While blood is homeostatic, urine samples tend to demonstrate changes in its composition, and they can
be harvested by non-invasive procedures.

The objective of this study consisted on the application of a simple test, that could be used as a
complementary non-invasive diagnostic tool. To this end, 36 patients with bladder cancer and 40 healthy
individuals were studied. Free DNA was extracted from urine and plasma using a commercial kit, and its
levels were quantified, through the amplification of the hTERT gene, by real-time PCR. The results were
subjected to the appropriate statistical analysis.

Our results show an increase of [ucfDNA] with the development of tumor stage, as well as a high
cfDNA concentration in T2 stage. Even though the results don't possess statistical significance, they are
still promising, since they could be possibly be used to obtain faster and more precise information, in a
more innocuous manner than the one provided by current methods. To validate these discoveries, it would
be necessary to increase the studied sample, as to obtain a bigger representation of each of bladder

cancer’s stages.

Keywords: bladder cancer; early diagnosis; urine; circulating DNA; non-invasive
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1. Introducao

Os cancros uroldgicos, incluindo o da bexiga, prdstata e rim, afetam principalmente individuos
idosos e homens (Dy, Gore, Forouzanfar, Naghavi, & Fitzmaurice, 2017), sofrendo influéncia varidvel
por fatores de risco comportamentais modificaveis, metabdlicos e ambientais. Apesar de nao
caraterizada a nivel global, a influéncia bioldgica diferencial do género, habitos tabdgicos e obesidade
afeta substancialmente a incidéncia e as consequéncias das malignidades uroldgicas (Dy et al, 2017).

Em 2013, este conjunto de cancros representou 2,1 milhées dos novos casos mundiais de cancro,
aumentando cercade 2,5 vezes emrelacao a1990. A taxa de mortalidade subiu 1,6 vezes, e 82,4% dos
novos casos foram diagnosticados em individuos com idade igual ou superior a 60 anos (Dy et al,
2017).

Comparando paises em desenvolvimento com paises desenvolvidos, a incidéncia de cancros
uroldgicos é aproximadamente 2 vezes maior nestes tltimos. Tanto a taxa ASDR (age-standardized
death rate), como a taxa ASIR (age-standardized incidence rate) sdao superiores nos paises
desenvolvidos, sendo a ASIR 3 a 5 vezes maior que a de paises em desenvolvimento. No entanto, as
taxas de mortalidade foram consistentemente superiores nestes dltimos (cancro da bexiga, 0,75 vs

0,29; cancro do rim, 0,59 vs 0,38; cancro da prdstata, 0,26 vs 0,19) (Dy et al, 2017).

1.1. Cancro dabexiga

0 cancro da bexiga é classificado como um dos 10 cancros mais incidentes a nivel mundial. E um
dos tumores uroldgicos malignos mais frequentes, com aproximadamente 420 000 novos casos
anuais, entre homens e mulheres, sendo uma das principais causas de morte relacionadas com cancro
(Ward & Bryan, 2017).

Os novos diagnasticos de cancro da bexiga aumentaram 1,5 vezes entre 1990 e 2013, havendo, em
2013, maiores ASIRs em homens de paises desenvolvidos, quando comparados com mulheres e
homens de paises em desenvolvimento (Figura I). As mortes aumentaram 1,3 vezes entre 1990 e 2013,
e as ASDRs mantiveram-se superiores em homens de paises desenvolvidos, comparando com
mulheres destes mesmaos paises e homens de paises em desenvolvimento. Mulheres em paises em

desenvolvimento possuiam os valores de ASDR mais baixos (Figura l) (Dy et al, 2017).
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Figura I - Evolucao das ASDRs e ASIRs em casos de cancro da bexiga, entre 1990 e 2013, em mulheres

e homens. Adaptado de Dy et al, 2017.

Existem alguns fatores que conferem um maior risco de desenvolvimento de cancro da bexiga. O
tabaco esta associado a 90% dos casos de cancro da bexiga, possuindo um efeito mais notdrio em
paises desenvolvidos (Dy et al, 2017). Por sua vez, a sindrome metabdlica (obesidade, diabetes,
hipertensao, entre outros) tem sido associada a etiologia desta patologia (Uzunlulu, Telci Caklili, & Oguz,
2016). A infecao pelo parasita Schistosoma haematobium também provoca cancro da bexiga,

especialmente em paises em desenvolvimento (Mostafa, Sheweita, & 0'Connor, 1999).

1.1.1. Subtipos de cancro da bexiga

0 cancro dabexiga pode ser dividido em 4 principais tipos histolGgicos: carcinoma urotelial (invasivo
ou nao-invasivo), carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma e carcinoma de pequenas células.
Todos estes subtipos se desenvolvem a partir do urotélio e apresentam carateristicas morfoldgicas
especificas. Os cancros invasivos apresentam normalmente carateristicas mistas, incluindo mais do
gue um fendtipo (Moschini et al, 2017). Considerando a sua prevaléncia, é de evidenciar o carcinoma

urotelial da bexiga.

i. Carcinoma urotelial da bexiga

Estes tumores sao tambhém conhecidos como carcinomas de células transicionais, e representam mais
de 90% dos cancros invasivos dabexiga (Kumar, Abbas & Aster, 2015), podendo exibir tanto um padrao
de crescimento papilar como sdlido (Sanli et al, 2017).

Os carcinomas papilares (Figura Ila) raramente invadem a camada muscular da bexiga, e
normalmente nao metastizam, mas sao altamente suscetiveis a recidiva, o que requer monitorizacao

constante e cara, com intervencdes cirtirgicas repetidas (McConkey, Choi, Ochoa, & Dinney, 2016).



Contudo, existe a possibilidade de um tumor papilar se tornar invasivo, especialmente se for de alto
grau (Kumar et al, 2015).

Por outro lado, os cancros nao-papilares progridem rapidamente, tornando-se metastdticos
(McConkey et al., 2016). Os 6rgaos mais comuns para o aparecimento de metdstases sao o figado,
pulmao, cérebro e 0sso, embora ainda ndo se conhecam os mecanismos subjacentes (McConkey et al,,
2016).

0 carcinoma in situ (CIS) merece especial atencao na discussao sobre a classificacao dos
carcinomas de células transicionais. O CIS é definido como um carcinoma plano (Figura Ilb) pouco
diferenciado, confinado a mucosa (isto é, ndo-invasivo). Contudo, possui potencial de progredir para

doenca invasiva, tornando-o um cancro agressivo (Sanli et al, 2017).
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Figura Il - Imagens cistoscdpicas de (a) carcinoma papilar e (b) carcinoma in situ, e respetiva histologia
confirmatdria (coloracao com Hematoxilina e Eosina). Adaptado de Sanli et al, 2017.

ii. Outros subtipos de cancro da bexiga

O carcinomade células escamosas, 0 adenocarcinoma e o carcinoma de pequenas células dabexiga
representam, respetivamente, 3%, 2% e 0,5% de todos os casos de cancro da bexiga, sendo quase
sempre invasivos (Moschini et al, 2017).

0 carcinoma de células escamosas (Figura Il) apresenta um fengtipo histoldgico puramente de
células escamosas, algumas vezes acompanhado por metaplasia queratinizante escamosa no epitélio
simples adjacente (Kumar et al., 2015).

Os adenocarcinomas dividem-se em adenocarcinomas primdrios e secunddrios. Os primeiros
derivam do urotélio e apresentam um fendtipo puramente glandular. Os adenocarcinomas secundarios
apresentam um padrao de crescimento varidvel, com células do célon, préstata, endométrio, cérvix,

mama, pulmao, células claras e signet ring (Figura Ill) (Dadhania, Czerniak, & Guo, 2015).



Por (iltimo, o carcinoma de pequenas células (Figura Ill) da bexiga é uma neoplasia neuroenddcrina
maligna, histologicamente mimética da sua contraparte pulmonar (Moschini et al, 2017). Este tipo de
cancro aparece tipicamente como uma grande massa sdlida de células pequenas e uniformes, com
nticleos picnéticos redondos ou ovais, cuja cromatina esta dispersa (Moschini et al, 2017), apesar de
que pelo menos metade dos casos tém mistura de componentes de nao pequenas células, como

elementos uroteliais ou glandulares (Shanks & lczkowski, 2009).

Figura Ill - Subtipos histoldgicos de cancro da bexiga. Da esquerda para a direita, e de cima para baixo:
Carcinoma de células escamosas da bexiga; Adenocarcinoma da bexiga com células signet ring:
Adenocarcinoma de células claras da bexiga; Carcinoma de pequenas células da hexiga. Adaptado de
Mostofi, 1973 e Shanks & Iczkowski,2009.

1.1.2. Classificacao e estadiamento

Apds o diagndstico do subtipo de cancro da bexiga, o elemento mais importante na sua avaliagao
patoldgica é reconhecer a presenca e a extensao da invasao, processo denominado de estadiamento.

Afigura IV apresenta a classificacao, estadiamento e invasividade do cancro da bexiga.
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Figura IV - Classificagao, estadiamento e invasividade do cancro da bexiga. A classificacao esta de acordo
com os critérios de 2016 da WHO/ISUP (World Health Organization; International Society of Urological

Pathology). A nomenclatura do estadiamento segue o sistema TNM (Tumour-Node-Metastasis). Adaptado
de Knowles & Hurst, 2015.

Um bom sistema de classificacao deve ser robusto, reprodutivel e facil de compreender e aplicar
(Comperat et al., 2018). De modo a descrever de um modo coerente o avanco tumoral do cancro da
bexiga, foi criado um sistema, denominado TNM (Tumour-Node-Metastasis) (Smolensky, Rathore, &

Cekanova, 2016), baseado em 3 pontos-chave:

1 T — Descreve quanto é que o tumor primdrio cresceu pela parede da bexiga, e se este
cresceu para tecidos adjacentes.
1 N -Indica se o tumor se espalhou para nddulos linfaticos proximais.

1 M - Aponta a presenca de metastizacao do tumor para érgaos ou nddulos linfaticos

afastados do tumor primdrio.

Estes trés grupos possuem ainda subdivisées cardinais, desde o grau O (carcinoma in situ) até 4. A
medida que o grau aumenta, maior a expansao e avanco tumoral. Dentro de cada divisao numeérica,
ocorre tambhém subdivisao com letras, onde a letra “a” indica um estadio mais precoce que aletra “b” de

um mesmo grau. Para uma melhor compreensao desta classificacao, a tabela | apresenta uma breve

descricao patoldgica do sistema TNM.



Tabela | - Classificacdo TNM de cancro da bexiga (Smolensky et al., 2016)

T — Tumor Primario

X Nado é possivel avaliar tumor primario
TO | Semevidéncia do tumor primdrio

Ta Carcinoma papilar nao-invasivo

Tis | Carcinoma in situ(sélido)

T Tumor invade tecido conjuntivo subepitelial

Tumor invade musculo
T2 | Tea Tumor invade musculo (camada interna)

T2h Tumor invade musculo (camada externa)

Tumor invade tecido perivesical
T3 T3a Invasdo microscopica

T3b Invasao macroscdpica (massa extravesical)

Tumor invade: prdstata, Utero, vagina, parede pélvica ou abdominal
T4 T4a Tumor invade: préstata, tero ou vagina
T4b Tumor invade: parede pélvica ou abdominal

N — Nddulos Linfaticos

NX | Nao é possivel avaliar nddulos linfaticos regionais

NO | Sem metastase nos nddulos linfaticos proximais

N1 Metastase num nddulo linfatico proximal

N2 Metastases multiplas nos nddulos linfaticos proximais

N3 Metastase linfatica nos nddulos linfaticos iliacos

M — Metastases

MX | Nao é possivel avaliar metastases
MO | Semmetastases

M1 Presenca de metastases

As neoplasias nao-invasivas da bexiga podem ser classificadas como: (i) neoplasias uroteliais
papilares de baixo potencial maligno (PUNLMP, Papillary Urothelial Neoplasm of Low Malignant
Potential); (i) carcinomas uroteliais papilares nao-invasivos de baixo grau (NILGC, Non-Invasive

Papillary Urothelial Carcinoma (Low-Grade)); (iii) carcinomas uroteliais papilares nao-invasivos de



elevado grau (NIHGC — Non-Invasive Papillary Urothelial Carcinoma (High-Grade)); e (iv) papiloma
(Figura V) (Kumar et al, 2015). Relativamente aos tumores invasivos, subdividem-se de acordo com a

profundidade dainvasao.

Figura V - Classificacao histoldgica
de neoplasias uroldgicas papilares.
(a) papiloma urotelial benigno; (b)
PUNLMP; (c) NILGC; (d) NIHGC.
Adaptado de Miyamoto et al, 2010

1.1.3. Diagnéstico

O diagndstico precoce tem um grande impacto no aumento do tempo de sobrevivéncia livre de
doenca, e na reducao da mortalidade em doentes com diferentes tipos de tumores. Considerando o
cancro da bexiga, um diagndstico precoce aumenta a probabilidade de descobrir um tumor nao
invasivo, e a terapia possui maior hipdtese de ser bem-sucedida (Casadio et al, 2013).
Aproximadamente 75% dos novos diagndsticos sao de tumor nao invasivo, e 25% tém doenca
musculo-invasiva ou metastatica (Sanli et al, 2017). No entanto, ainda ndo existem métodos

diagndsticos indcuos para o bem-estar fisico dos doentes durante o processo de detecao de cancro.

A detecao e diagndstico de cancro da bexiga recorrem a cistoscopia e citologia urindria. A
cistoscopia consiste num exame endoscadpico das vias urindrias, que possibilita a visualizacao da
mucosa vesical. Este exame é geralmente realizado com anestesia local, para diminuir o desconforto.
0 método de cistoscopia mais usado utiliza luz branca para a detecao de massas tumorais, mas por
vezes nao consegue detetar pequenos tumores papilares ou carcinomas in situ (Ryan Mark, Gelpi-
Hammerschmidt, Trabulsi, & Gomella, 2012).

A citologia urinaria € um método nao invasivo, barato, facil e simples de diagnéstico de cancro da

bexiga (M. L. Zhang, Rosenthal, & VandenBussche, 2016). Enquanto que um resultado positivo para a



presenca de células cancerigenas pode ser usado como diagndstico, um resultado negativo nem
sempre indica auséncia de cancro (Smolensky et al, 2016). E altamente especifica (0,83-0,997), mas
possui baixa sensibilidade (0,20-0,53) (Brems-Eskildsen et al., 2010; Su et al, 2014), especialmente
para tumores de baixo grau, ocorrendo, por vezes, casos em que a citologia é considerada atipica
(Brems-Eskildsen et al, 2010; Springer et al., 2018). Além disso, como possui baixa sensibilidade na
detecao de recorréncia, a citologia urinaria nao é aplicada neste processo, recorrendo-se a cistoscopia
(Springer et al, 2018).

O exame de urina permite a detecao da presenca de hematuria, que pode advir de situacoes
benignas, como infe¢oes, mas também pode ser um primeiro sinal de cancro da bexiga; devido a este
fato, é um teste com baixo poder de diagndstico diferencial (Sultana, Goodman, Byrne, & Baxhy, 1996).
Uma vez que, no caso de doentes do sexo feminino, a presenca de hematuria é muitas vezes associada
a infecdo urinaria (tanto pelas préprias doentes, como pelos profissionais de satide), ao passo que em
homens é imediatamente associada a neoplasia uroldgica, o cancro da bexiga é diagnosticado em
mulheres ja num estadio mais avancado do que em homens (D. S. Han, Zhou, Seigne, Lynch, & Schroeck,
2018).

0O cancro da bexiga pode também ser detetado através de outros meios auxiliares de diagndstico,
nomeadamente aimagiologia. Nesta, utilizam-se raios-X (como tomografia computorizada, ecografia,
ressonancia magnética e Medicina Nuclear, com recurso a substancias radioativas), que permitem
averiguar se ocorreu invasao de estruturas adjacentes a bexiga, como nédulos linfaticos proximais, ou
até 6rgaos distantes, como o 0sso (Sultana et al, 1996). Tem como pontos negativos o uso de radiacao,
prejudicial a sadde, e a ineficiéncia na detecao de doenca residual minima (X. Han, Wang, & Sun, 2017).
A tomografia computorizada usa raios-X para criar imagens 3D detalhadas do corpo, e a detecao do
tumor depende do seu tamanho e morfologia. Apesar de possuir sensibilidade de 85% e especificidade
de 94%, possui uma frequéncia elevada de falsos negativos (em particular para lesdes planas e CIS),
além de que sofre interferéncias por parte de bidpsias prévias, inflamacao e quimioterapia sistémica
(Hafeez & Huddart, 2013).

A ressecao transuretral da bexiga (RTU-V) permite a realizacao de hidpsias de lesdes suspeitas e a
ressecao de lesoes neoformativas, que sao estudadas histologicamente, para avaliacao da presenca
de tecido tumoral. Pode também indicar se ocorreu invasao do tecido muscular adjacente (Sultana et
al, 1996). No entanto, nao consegue detetar com precisao as alteracdes dinamicas que ocorrem no

tumor, devido a sua heterogeneidade (X. Han et al,, 2017).



De modo a diminuir o desconforto a que os doentes sao sujeitos no diagndstico de cancro da bexiga,
tém sido reunidos esforcos para desenvolver novas metodologias, menos invasivas, mais sensiveis e
rdpidas para a detecao deste tipo de tumores. A tabela Il explicita alguns destes testes, que recorrem a

biomarcadores.

Tabela Il - Biomarcadores genéticos urindrios para a detecao e vigilancia de cancro da bexiga (Sapre,
Anderson, Costello, Hovens, & Corcoran, 2014)

Biomarcadores FISH (UraVysion)

estabelecidos/comerciais Cxbladder (URNA-2)

FISH (Aurora kinase A)
Detecdo de microssatélites/perda de heterozigotia
Metilacao de DNA
miRNA

Biomarcadores usados em

investigacao

mRNA (ex: UCA-1- urothelial carcinoma-associated gene)

0O teste UroVysion, que deteta alteracdes cromossdmicas frequentemente encontradas em cancro
da bexiga (Sapre et al., 2014), foi inicialmente aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para
a vigilancia de recorréncia. Posteriormente foi estendido para a detecao de cancro da bexiga em
doentes com hemattiria (Springer et al,, 2018), como complemento a citologia.

Através da tecnologia FISH (Fluorescence in situ hybridization), recorre a 2 sondas diferentes,
detetando tanto a aneuploidia dos cromossomas 3, 7 e 17, como a perda de genes supressores
tumorais (Sapre et al, 2014). Além disso, tambhém analisa carateristicas da morfologia celular (Figura
VI) (Ke, Lai, Ma, Lil, & Huang, 2014). Um resultado positivo para cancro da bexiga é usualmente definido
como:

1 Presencade mais de 5 células uroteliais com ganho em mais de 2 cromossomas;

1 Presencade 10 ou mais células com ganho de um tinico cromossoma;

1 Presencade 12 ou mais células com perda homozigética do locus Sp21.

Contudo, a sensibilidade deste teste varia entre 69% e 85%, e a especificidade entre 78% e 92%

(Sapre et al, 2014).
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Figura VI - Imagens histoldgicas representativas e respetivos resultados FISH para os cromossomas 3, 7
e 17, e para o locus 9p21, provenientes de doentes com inflamacao da bexiga (grupo controlo) e vérios
estadios tumorais de cancro da bexiga (pTa, pT1e pT2). O sinal vermelho representa o cromossoma 7 ou 0
locus 9p21, e o sinal verde representa o cromossoma 3 ou 17. Adaptado de Ke et al,, 2014.

Um gene normalmente avaliado por UroVysion é o gene AURKA (aurora kinase A), muito importante
na regulacao da mitose. Com este método, Park e colaboradores (Park et al, 2008) examinaram a
amplificacao do gene AURKA em células exfoliadas da urina. Os resultados obtidos permitiram a
distincao entre urinas de doentes e de controlos saudaveis, com uma especificidade de 96,6% e
sensibilidade de 87%, possuindo uma AUC (Area Under Curve) da curva ROC (Receiver-Operating
Characteristics) de 0,94. Além disso, o grau de amplificacao do gene estava também associado com
maior grau de doenca (Park et al, 2008).

Apesar das vantagens que apresenta, ocorre ainda um ndmero elevado de falsos negativos, uma
vez que podem ocorrer alteracdes cromossomicas nao quantificdveis por este método, e também um
grande nimero de falsos positivos, gerados a partir de tetraploidia. Esta pode refletir apenas uma
situacao normal de divisao celular, ou uma resposta proliferativa do epitélio da bexiga a um estimulo
inflamatdrio, e ndo aum processo cancerigeno (Lavery, Zaharieva, McFaddin, Heerema, & Pohar, 2017).

Por este motivo, este teste ainda nao é usado no diagndstico clinico de rotina.
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1.1.4. Tratamento e recidiva

i. Tratamento

O tratamento a realizar depende de vdrios fatores, em particular do estadio tumoral. A primeira
abordagem inclui RTU-V, com aressecao dalesao visualizada na cistoscopia e estudo histoldgico, para
diagndstico definitivo e estadiamento. Esta intervengao tem como objetivo reduzir orisco de recidiva e
de progressao tumoral, mantendo o funcionamento correto da bexiga (Pietzak et al, 2019). A maioria
dos tumores diagnosticados sao nao musculo-invasivos, isto €, nao invadem a camada muscular da
bexiga, e os doentes (cerca de 30% progridem para cancro misculo-invasivo) sao frequentemente
submetidos a uma sequnda RTU-V, dependendo do estadio tumoral (Pietzak et al, 2019; Solsona et al.,
2010).

Paraimpedir a recidiva, realiza-se um seguimento apertado destes doentes, aliado a terapia, como
é 0 caso da terapia intravesical, aplicada apds RTU-V para cancros nao invasivos ou minimamente
invasivos. Esta instilacao inicial nao sé destrdi células cancerigenas residuais no local da ressecao,

como células tumorais circulantes originadas p6s-RTU-V (Babjuk et al., 2013).

A terapia intravesical pode ser dividida em 2 categorias:

1 Imunoterapia intravesical - terapia com Bacillus Calmette-Guerin (BCG), principal método
para tratar cancro da bexiga nao musculo-invasivo. O tratamento geralmente comeca algumas
semanas depois de RTU-V, e é administrado uma vez por semana, durante 6 semanas. No entanto,
cerca de 30-40% dos doentes nao responde a esta terapia (Zlotta, Fleshner, & Jewett, 2009). A tabela

Il resume a respostaimune do organismo do doente ao BCG.

Tabela Ill - Resposta imune ao BCG (Fuge, Vasdev, Alichorne, & Green, 2015)

Atividade de BCG Mediacdo

1. Infecdo do urotélio e/ou das células Fibronectina

tumorais da bexiga

2. Inducao derespostaimune Linfécitos Th, células dendriticas, macréfagos; MHC-I; IL-1, IL-2, IL-
6,1L-8,IL-10, IL-12, IL-17, TNF-Ue IFN-2

3. Inducao de efeitos antitumorais Linfécitos Th1, via linfdcitos T CD4+ e CD8+, e Th2, via células NK

Recrutamento de neutrdfilos, via IL-17

1"



1 Quimioterapia intravesical —nos casos em que o estadio tumoral seja T2-T4a, semmigracao
linfatica ou metdstases, o protocolo utilizado recorre ao uso de quimioterdpicos, como MVAC
(Metotrexato, Vinblastina, Doxorrubicina, Cisplatina), ou outros farmacos baseados em cisplatina
(Milowsky et al., 2016; Soubra et al, 2018). Em situacbes em que o doente nao seja elegivel para este
tratamento (insuficiéncia renal ou idade, por exemplo), é utilizada a combinacdo de Gemcitahina e
Carboplatina (Peyton et al, 2018). Este procedimento é geralmente realizado antes de cistectomia
radical, com o objetivo de eliminar micrometdstases que possam existir. Apesar de haver um aumento
no tempo de sobrevivéncia do doente e no tempo de sobrevivéncia livre de progressao (Kim, Lee, Jung,
Hah, & Cho, 2019), este tratamento sé é aplicado em 30-57% dos doentes, devido ao beneficio
marginal, comorbidades, elevada toxicidade e ao fato de levar a atrasos na cirurgia, particularmente em
doentes que ndo respondam a esta terapia (Alfred Witjes et al, 2017; Audenet et al, 2019; Carles et al,,
2007; Kim et al, 2019). Além disso, a quimioterapia pode piorar a resposta a terapia, devido as
diferencas entre a interpretacao dos estadios clinicos e patoldgicos, o que leva a sobretratamento (Kim

etal, 2019).

Apds a administracao de quimioterapia em tumores musculo-invasivos, o tratamento pode
também incluir cistectomia radical, com remocao da totalidade da bexiga. A cirurgia inclui também a
remocao de ganglios linfaticos pélvicos. No caso de homens, também se pode remover a vesicula
seminal e a préstata (Babjuk et al, 2013). Em mulheres, também é normal remover trompas de Faldpio,
ttero, cérvix e uma pequena porcao da vagina (Smith et al, 2017). Apesar dos ovdrios serem removidos
em muitos casos, ha um risco minimo (0,11%) de desenvolvimento de neoplasia neste 6rgado. Este fato
levou a que fosse sugerida a sua preservacao, devido aos potenciais beneficios para a satiide da mulher
(Abboud et al, 2019). E importante referir que o sexo feminino é um fator de risco independente para
SSI (surgical site infections), a sequir a cistectomia radical, havendo maior probabilidade de
desenvolver outras complicacoes, incluindo a abertura da sutura, choque séptico, e necessidade de
realizar outra cirurgia (p<0,05) (Abdi et al, 2018).

A radioterapia é outro procedimento disponivel, em especial, em casos em que o doente nao pode

ser sujeito a cirurgia (S. Zhang, Yu, Zhang, Qu, & Li, 2015).

ii. Recidiva

Como jareferido, o tratamento primdrio para cancro da bexiga nao musculo-invasivo é RTU-V, com
ou sem quimioterapia intravesical ou imunoterapia. Apés RTU-V, a instilacao intravesical de
mitomicina C reduz a probabilidade de ocorrer recidiva, variando entre 4% e 8,1% a nivel uretral (Pichler

et al, 2017; Stamm et al, 2018). A maioria das recidivas desenvolve-se durante os primeiros 2 anos
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pds-cirurgia (Pichler et al, 2017), e existe relacao direta entre grau e estadio do tumor e maior taxa de
recorréncia (Su et al, 2014). Como resultado, os doentes necessitam de monitorizacao frequente e
duradoura apds RTU-V, aumentando ainda mais os custos deste tipo de cancro.

0 seguimento de cancro da bexiga baseia-se primariamente na cistoscopia, combinada com a
citologia urindria (Su et al, 2014), num intervalo de 3 a 6 meses, durante os primeiros 2 anos p4s-
diagndstico, 6-12 meses nos 2 anos seguintes, e de seguida anualmente, até se detetar novo tumor
(Gupta, VandenBussche, & Bivalacqua, 2018). Os exames cistoscdpicos, além de invasivos,
desagraddveis, morosos e caros, podem ter efeitos secunddrios significativos, como infecoes e

traumatismo na uretra (Brems-Eskildsen et al, 2010).

Existem alguns dados conflituosos sobre a associacao entre vdrias carateristicas patoldgicas e
recidiva no urotélio remanescente apds ressecao, nomeadamente o avancado estado patoldgico do
tumor, CIS, multifocalidade tumoral e infiltracao da parede vaginal anterior em mulheres, que parecem
estar associados a maior risco de recidiva uretral (Pichler et al,, 2017).

Apds cistectomia radical, se o doente nao apresentar complicacoes, um menor tempo de estadiano
hospital ndo esta associado a maior probabilidade de recidiva (Lorentz, Gilbert, Alemozaffar, Patil, &
Filson, 2018).

No entanto, apesar da vigilancia de rotina, cerca de 44,7% das recidivas uretrais (Pichler et al, 2017)
sao detetadas ap6s desenvolvimento de sintomas clinicos, tendo sido associadas aum estadio tumoral
avancado, pior progndstico, e risco aumentado de morte por cancro, comparando com doentes
assintomaticos (Pichler et al, 2017).

Devido aos custos e dificuldades associados ao diagndstico, tratamento e acompanhamento dos
tumores da bexiga, tém sido feitos esforcos para descobrir novos biomarcadores, mais precisos,

baratos e menos invasivos.

1.2. Biomarcadores

Os biomarcadores sao carateristicas objetivamente medidas e avaliadas, atuando como
indicadores de processos fisioldgicos, patogénicos ou de resposta farmacoldgica a uma intervencao
terapéutica (Strimbu & Tavel, 2010).

Tém sido identificados e propostos novos biomarcadores sanguineos e de tecido para a vigilancia
do aparecimento ou nao de recidiva tumoral na bexiga. Um dos biomarcadores imunohistoquimicos
candidatos é a p53. Foi descoberto que a propor¢ao de amostras de cancro da bexiga com expressao

alterada de p53 aumenta com o avanco do grau tumoral (Xylinas et al., 2014).
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A nivel de biomarcadores sanguineos, ha um maior investimento na sua descoberta, uma vez que
sao minimamente invasivos e ultrapassam a barreira da heterogeneidade tumoral (Xylinas et al, 2014).
A presenca de CTC (Células Tumorais Circulantes) é um destes biomarcadores, e estas sao detetdveis
em todos os estadios tumorais de doengas metastaticas e ndao metastaticas, havendo associagao com
a recidiva, prognéstico e mortalidade especifica de cancro (Nagata, Muto, & Horie, 2016; Xylinas et al,,
2014).

Todavia, os estudos realizados com estes biomarcadores sao controversos, e, por esta razao, estas

bhiomoléculas ainda nao sao usadas na rotina clinica (Nagata, Muto, & Horie, 2016; Xylinas et al., 2014).

1.2.1. Carateristicas e vantagens da urina no diagndstico de cancro da bexiga

Com o objetivo de manter a homeostasia sanguinea, qualquer alteracao que € introduzida no
sangue, tanto interna, como externamente, é eliminada pelo figado, rim e/ou outros 6rgaos, através de
uma pandplia de mecanismos (Gao, 2013).

Em contraste, como filtrado do sangue, a urina é o local para onde os residuos do sangue sao
dirigidos, e, deste modo, tolera alteracdes na sua composicao de um modo mais alargado, nao tendo
uma composicao estdvel (Gao, 2013). Assim, devido a auséncia de homeostasia urindria, estas
carateristicas sao possivelmente mais facilmente detetaveis na urina do que no sangue (Gao, 2013).

Atualmente, a urina é utilizada para exames complementares ao diagndstico de cancro da bexiga.
Um deles € a citologia urindria, um dos melhores métodos disponiveis. Para aumentar o seu poder
diagndstico, sao realizados outros testes em conjunto, de modo a melhorar a sua sensibilidade e
especificidade.

No que concerne a automacao na citologia urinaria, surgiram novos métodos para melhorar a
sensibilidade e especificidade, especialmente para a detecao de lesdes cancerigenas de baixo grau. A
investigacao atual neste tdpico foca-se principalmente em 2 sistemas: totalmente automatizados ou
semiautomaticos. O primeiro tipo de sistema inclui a citometria de fluxo e sistemas microscdpicos
fotométricos. O segundo tipo de instrumentos inclui citometria de imagem de televisao e analise
guantitativa de imagem de fluorescéncia (Magiorkinis & Diamantis, 2015). Para facilitar a detecao de
células uroteliais atipicas, desenvolveram-se uma série de testes para auxilio do diagndstico, como
métodos baseados na imunohistoquimica, que detetam CK20, Ki67, hTERT, entre outros (Magiorkinis
& Diamantis, 2015).

No entanto, deve ser notado que estes testes apenas complementam o diagndstico citoldgico da
urina. Mais ainda, deve ser realcado que a detecao de células malignas na urina nem sempre estd

relacionada com carcinoma urotelial, uma vez que, através da citologia urindria, podem-se detetar
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tumores que ocorram préximo ou mesmo na bexiga, como o da prdstata, gastrointestinal ou

ginecoldgico (Magiorkinis & Diamantis, 2015).

Apesar de vantajosa, a auséncia de homeostasia pode dificultar a pesquisa de biomarcadores
urindrios, ja que as alteragdes na urina sao muito complexas para classificar os fatores associados a
uma condicao fisiopatoldgica particular, especialmente em amostras humanas (Gao, 2013). Mesmo
assim, como a recolha de amostras de urina nao € invasiva, e como existem poucos e pequenos
problemas éticos e técnicos associados ao procedimento, a urina € das amostras bioldgicas mais
facilmente acessiveis de doentes ou de individuos saudaveis (Gao, 2013), possuindo biomoléculas

diagndsticas promissoras, como o DNA livre circulante.

1.2.2. Acidos nucleicos livres circulantes

A presenca de dcidos nucleicos extracelulares circulantes (cell-free DNA, cfDNA) na corrente
sanguinea foi descrita pela primeira vez por Mandel e Métais, em 1948 (Catarino, 2008). Estes dcidos
nucleicos podem ser provenientes tanto de tumores como de células sauddveis (Brisuda et al., 2016),
e, apesar de alguma degradacao, conseguem ser recuperados do plasma de doentes, sendo depois
usados como fonte alternativa de DNA tumoral (Gautschi et al., 2004).

Recorrendo as bidpsias liquidas, é possivel ultrapassar tanto o problema da heterogeneidade
tumoral, como a obtencao repetitiva de hidpsias sélidas de tumores (X. Han et al,, 2017). A nivel da
detecao de cfDNA, esta pode ser realizada em tempo real e durante a duracao da terapia, o que permite
a monitorizacao dinamica das alteracdes moleculares do tumor (Diaz & Bardelli, 2014). Além disso, é
também ndo-invasiva, indcua, altamente especifica e sensivel (Figura VII) (Casadio et al, 2013; X. Han
etal,2017).
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0 023 0s s " Figura VIl - Curva ROC da integridade de ucfDNA (urinary cell-

) L-specificity free DNA). Adaptado de Casadio et al, 2013.
Area under ROC curve = 0.7959
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Abiogénese de cfDNA comega nos processos de morte celular a que as células sao sujeitas. No caso
das células normais, estas sofrem apoptose, processo de morte celular programada e controlada, o que
origina pequenos fragmentos de DNA uniformes (Chang et al, 2007). Em relacao as células tumorais
(principalmente de tumores sdlidos), ocorre necrose, onde hd digestao aleatéria do DNA genémico
pelas nucleases, resultando em fragmentos de DNA com diferentes comprimentos (Chang et al, 2007).

Varios estudos detetaram niveis aumentados de cfDNA em doentes oncoldgicos (Brisuda et al,
2016; Casadio et al., 2013; Catarino, 2008; Catarino et al, 2012; Chang et al, 2007; Lee et al, 2018; Leon,
Shapiro, Sklaroff, & Yaros, 1977; Sozzi et al, 2003; Szarvas et al, 2007; M. Zancan et al, 2006). Estes
niveis, além de se relacionarem inversamente com a sobrevivéncia (Gautschi et al, 2004), sao
proporcionais ao estadio tumoral, e, em alguns casos, especificamente em cancro da bexiga muisculo-
invasivo, quase todo o contetido de cfDNA do plasma provém do tumor (Rink, Schwarzenbach,
Riethdorf, & Soave, 2018 Szarvas et al,, 2007).

Além do plasma, também foram encontradas concentracées elevadas de cfDNA noutros fluidos
corporais, como fluido pleural (Chan et al, 2003) e urina (Lu & Li, 2017). A presenca de material genético
na urina (DNA urinario, uDNA) foi primeiramente associada a células urinarias (Lu & Li, 2017), mas mais
tarde também se detetou a presenca de ucfDNA (urinary cell-free DNA). Este ucfDNA apresenta as
mesmas alteracdes genéticas que os tumores primdrios, e possuiboa estabilidade, ao contrario de RNA
e enzimas (Ward & Bryan, 2017). Contudo, o ucfDNA tem um menor intervalo de tempo de detecdo que
o cfDNA plasmatico, sugerindo que os contaminantes urindrios (como as enzimas DNase | e DNase I1)
desempenham um papel na sua degradacao (Salvi et al, 2016). Assim, as amostras devem ser
preparadas para centrifugacao e armazenamento o mais cedo possivel apds a recolha de urina (Salvi
etal,2016).

Considerando também que a urina contém niveis menores de proteinas que o sangue, o isolamento
de fragmentos de DNA devera ser tecnicamente mais facil (Lu & Li, 2017), tornando a urina uma
importante nova fonte de material genético tumoral. No entanto, ainda nao existe um método padrao
na detecao e quantificacao de ucfDNA, e como os passos da sua extracao nem sempre sao bem
detalhados, as concentracoes de ucfDNA tendem a variar bastante (X. Han et al., 2017).

Outro fator que dificulta a detecao de cfDNA tumoral é a presenca de cfDNA nativo, encontrado quer
em situacao oncoldgica, quer em situacao saudavel (Ignatiadis, Lee, & Jeffrey, 2015). Num estadio
inicial da doenca (e em alguns casos de micrometdstase), o cfDNA tumoral pode representar uma
subpopulacao excecionalmente rara dentro do cfDNA total, a niveis correspondentes a 1 equivalente
de genoma em 5 mL de plasma (<0,01% de fracao alélica), e pode ser indetetdvel em volumes
plasmaticos usados tipicamente nas amostras (Ignatiadis et al., 2015). Em doentes oncoldgicos de
cancro da bexiga, o DNA tumoral é detetdvel em mais de 70% das amostras de urina, sendo possivel

discriminar entre doente oncoldgico e controlo saudavel (Brisuda et al., 2016).
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0 ucfDNA origina-se tanto de células exfoliadas na urina pelo trato urogenital, como de cfDNA na
circulacdo, que passa pela filtracao glomerular (Figura VIlI). Este dltimo também é conhecido como
DNA transrenal (Lu & Li, 2017). De acordo com o seu tamanho, os fragmentos de ucfDNA podem ser
classificados em 2 categorias: DNA de elevado peso molecular e DNA de baixo peso molecular (Lu & Li,
2017). O primeiro atinge normalmente 1 kbp ou mais, e é derivado de células necréticas provenientes
do trato urogenital, embora tenham sido encontrados fragmentos com 1,3kbp e 19 kbp em urina de
homem e mulher, respetivamente (Lu & Li, 2017). O DNA de baixo peso molecular (180-200 bp) pode
originar de células em circulacao ou em apoptose, que estejam em contato com a urina (Lu & Li, 2017,

Rink et al, 2018).
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Figura VIII - Origens de ucfDNA. Adaptado de Lu & Li, 2017.

A nivel da sua obtencao e separacao, o ucfDNA situa-se no sobrenadante urindrio, enquanto que o
DNA gendmico, proveniente das células exfoliadas, se encontra no sedimento (Ward & Bryan, 2017).
Apesar de se usar mais rotineiramente o sedimento para extracao de DNA, existem evidéncias de que
0 ucfDNA pode recapitular mais fielmente o DNA tumoral total (Russo et al, 2018). Apds isolamento do
ucfDNA, este pode ser usado no diagndstico de cancro, vigilancia da progressao tumoral, progndstico

e resposta a terapéutica (Lu & Li, 2017).
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Vadrios sao os marcadores propostos para detecao de cfDNA, tanto no sangue como em urina, como
biomoléculas capazes de diagnosticar cancro da bexiga. Um deles é o gene hTERT (e enzima
associada).

1.3. Gene hTERT

0 gene hTERT localiza-se no locus 5p15.33 (Sozzi et al, 2003), e codifica a proteina telomerase,
uma transcriptase reversa, responsavel pela manutencao dos telémeros. Tanto o promotor central
como as 330 bp a montante do codao ATG sao ricos em nucleétidos GC, possuindo locais de ligagao a
vdrios fatores de transcricao, como os supressores tumorais p53, WT1 e Menin, e as oncoproteinas c-
Myc, HIF-1e AP2 (Figura IX) (Ramlee, Wang, Toh, & Li, 2016).
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Figura IX - Representacdo esquematica dos locais cis no promotor hTERT. A caixa cinzenta representa a
sequéncia cromossémica, desde 3,5 kb a jusante e 150 bp a montante do local de inicio de transcricdo (+1).
As linhas horizontais indicam aproximadamente o locais de ligagao dos respetivos fatores de transcricdo.
Linhas azuis: mutacdes hotspot promotoras (-124” corresponde a mutagao C228T; “-146 corresponde a
mutacdao C250T); linhas verdes: ativadores da transcricao; linhas vermelhas: repressores; linhas roxas;
reguladores com papel dual; linhas a tracejado: regulador ligado a local originado a partir de mutagdes
hotspot. Adaptado de Ramlee et al, 2016.

1.3.1. Telémeros

Os teldmeros consistem em repeticdes dos nucledtidos 5-TTAGGG-3’, terminando numa
sequéncia de cadeia simples, rica em nucleétidos 3'-G. Acoplado as sequéncias repetitivas, encontra-
se um complexo proteico protetor, denominado Shelterin, capaz de reconhecer quebras da cadeia
dupla de DNA (Ramlee et al, 2016). Estas estruturas localizam-se nas extremidades dos
cromossomas, protegendo-as da degradacao, da fusao de extremidades e da recombinacao,
mantendo assim a estabilidade cromossémica. Nos humanos, o seu comprimento varia entre as 7 e as
12 kbp (Ramlee et al, 2016).

Durante o processo replicativo, a DNA polimerase nao consegue sintetizar a cadeia complementar
da extremidade 3, o que encurta gradualmente os telémeros, a um ritmo de 50-200 bp por cada
divisao celular (Janknecht, 2004). Este progressivo encurtamento determina o potencial replicativo
destas células, atuando como um relégio interno (Ramlee et al, 2016). Quando é atingido um

comprimento critico, o complexo Shelterin deixa de estar ligado ao telémero, e iniciam-se vias de
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sinalizacao para senescéncia e morte celular (Ramlee et al, 2016). Apesar disso, mesmo apds
atingirem o comprimento telomérico critico, as células cancerigenas continuam a dividir-se, ficando
genomicamente instdveis (Machiela et al, 2017).

Por outro lado, um maior comprimento dos telomeros estd associado a diminuicao da mortalidade
celular (Janknecht, 2004) e é considerado um fator de risco para vdrios tipos de tumores, como o
melanoma, cancro do pulmao, ovario, leucemia linféide crénica e glioma, ao conferir propriedades de
crescimento imortal (Machiela et al, 2017).

Além da associacao entre o gene hTERT e o processo oncoldgico, Devonshire e colaboradores
(Devonshire et al, 2014) observaram que os loci adjacentes aos teldmeros sao mais abundantes no
DNA livre circulante que locimais centroméricos.

Deste modo, neste estudo vai ser avaliada a expressao do gene hTERT, nao como um biomarcador
tumoral de cancro da bexiga, mas sim como indicador da presenca de cfDNA (Catarino et al, 2012),

tanto em plasma como em urina.
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2. Objetivos

Considerando que ainda existe escassez de estudos sobre o poder da andlise genémica da urinano
diagndstico, progndstico e recidiva de tumores da bexiga, o objetivo principal deste estudo consiste na
aplicacao de uma metodologia simples e nao-invasiva, capaz de auxiliar o diagndstico complementar
de cancro da bexiga.

Para tal, sao propostos os seguintes objetivos especificos:

- Delineamento de um teste quantitativo de DNA em amostras de urina e plasma, baseado na
tecnologia de PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo-real, através da amplificacdo do marcador
hTERT,

- Avaliacao do poder da quantificacao de DNA livre na urina e plasma como marcador de

diagndstico em doentes com cancro da bexiga.

Com os resultados deste estudo, pretende-se que as suas aplicacoes incluam a utilizacao deste
ensaio molecular como marcador de diagndstico precoce em doentes com cancros uroldgicos, bem

como a monitorizacao da carga e heterogeneidade tumoral.
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3. Métodos

3.1. Populacao-alvo

Para a realizagao deste estudo foram recolhidas amostras, de modo aleatdrio e representativo, de
urina e sangue periférico de 36 individuos com cancro da bexiga e 40 individuos-controlo, no Servico
de Urologia da Unidade Local de Satide de Matosinhos. Consideraram-se como critérios de inclusao
doentes que apresentassem tumor primdrio diagnosticado na Unidade Local de Salide de Matosinhos,
e que tenham sido tratados nesta Instituicao. A recolha de amostras dos individuos-controlo foi
realizada simultaneamente a dos individuos doentes, considerando-se como critérios de inclusao a

auséncia de doenca oncoldgica e/ou patologia uroldgica na data de recolha das amostras.

3.2. Recolha e preparacao das amostras

Apds colheita de urina e sangue periférico dos doentes, o isolamento de cfDNA destas amostras foi
realizado através de um kit comercial (urina — GRS Genomic DNA Kit — Card — GK25.0100, GRiSP;
plasma — GRS Genomic DNA Kit — Blood & Cultured Cells - #GK02.100, GRiSP), de acordo com as

instrucoes do fabricante.

3.2.1. Extracao de cfDNA a partir de plasma

O cfDNA foi extraido com recurso ao kit comercial GRS Genomic DNA Kit — Blood & Cultured Cells -
#GK02.100, GRiSP.

Foram transferidos 300 pL de plasma (a partir de um tubo com EDTA ou outro anticoagulante) para
um tubo eppendorf de 1,5 mL, acrescentando-se 30 >L de Proteinase K (10 mg/mL). Depois de
misturar, incubaram-se (Benchmark Digital Heat Block) as amostras a 60°C durante 15 minutos, com
inversoes regulares.

De sequida, adicionaram-se 200>L de Buffer C1 e misturou-se vigorosamente. As amostras foram
incubadas (Benchmark Digital Heat Block) a 70°C durante 15 minutos. Nesta etapa, os tubos foram
invertidos reqularmente, e o Elution Buffer pré-aquecido (Benchmark Digital Heat Block) a 70 °C.

Adicionaram-se 200 pL de etanol absoluto (96-100%), agitando vigorosamente durante 10
segundos. A mistura foi transferida para uma coluna de spin e centrifugou-se (GYROZEN 1730R) a
150009 durante 5 minutos, a 15 °C. O flow-through foi descartado, e colocou-se a coluna de spin hum

novo tubo coletor de 2 mL.
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Adicionaram-se 400 pL de Wash Buffer 1, centrifugando-se (6YROZEN 1730R) a15000g, durante
30 segundos, a 15 °C. O flow-through foi descartado e a coluna de spin foi colocada no mesmo tubo
coletor. Adicionaram-se 600 pL de Wash Buffer 2, e centrifugou-se (GYROZEN 1730R) a 15000g,
durante 30 segundos, a 15 °C. Descartou-se o flow-through, tendo-se colocado a coluna de spin no
mesmo tubo coletor. Para secar a coluna de spin, centrifugou-se (GYROZEN 1730R) a15000g durante
3 minutos a 15 °C. Tanto o flow-through como o tubo coletor foram descartados, e a coluna de spin foi
colocada num novo tubo eppendorf de 1,5 mL.

Pipetaram-se 75 pL de Elution Buffer (pré-aquecido a 70 °C) diretamente no centro da coluna, e
esta mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 4 minutos. Centrifugou-se (GYROZEN
1730R) a 15000g durante 30 segundos, a 15 °C, descartando a coluna de spin. O cfDNA obtido foi
utilizado imediatamente, ou congelado a-20 °C.

Através do software NanoDrop (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific),

quantificou-se espetrofotometricamente o cfDNA.

3.2.2. Extracao de ucfDNA a partir de urina

0 ucfDNA foi extraido com recurso ao kit comercial GRS Genomic DNA Kit — Card — GK25.0100,
GRISP.

Foi pipetado 1 ml de urina para um tubo eppendorf de 15 mL, tendo-se procedido a uma
centrifugacao (GYROZEN 1730R) inicial a 1000g, durante 10 minutos, a 15 °C. O sobrenadante foi
decantado para um novo tubo eppendorf de 1,5 mL, tendo-se descartando o pellet. De seguida,
realizou-se uma segunda centrifugacao (GYROZEN 1730R) a 3000g durante 10 minutos, a 15 °C,
tendo-se decantado o sobrenadante para um tubo eppendorf de 1,5 mL, descartando-se o pellet. A este
sobrenadante adicionaram-se 500 pL de Elution Buffer, vortexou-se a mistura durante 5 segundos, e
centrifugou-se (GYROZEN 1730R) a 6000g durante 2 minutos, a 15 °C, descartando-se o
sobrenadante originado.

Adicionaram-se 200 pL de Buffer C2e 20 pL de Proteinase K (10 mg/mL), vortexando ligeiramente.
Incubou-se a mistura (Benchmark Digital Heat Block) a 60 °C durante 30 minutos, com inversoes
requlares do tubo. Ap6s o periodo de incubacao, adicionaram-se 200 pL de Buffer C1(com RNA Carrier
Solution), vortexando. Apds incubacao (Benchmark Digital Heat Block) a 60 °C durante 20 minutos,
cominversoes regulares do tubo, este foi centrifugado brevemente, sendo o lisado transferido paraum
tubo eppendorf de 1,5 mL.

A este tubo adicionaram-se 200 pL de etanol (96-100%), misturando-se por agitacdo vigorosa
durante 10 segundos. Qualquer precipitado que tenha aparecido foi destruido por up-and-down da

micropipeta. Colocou-se amistura numa coluna de spin, e centrifugou-se (GYROZEN 1730R) a15000g,
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a 15 °C, durante 2 minutos. Descartou-se o flow-through, e colocou-se coluna de spin num novo tubo
coletor de 2 mL.

Adicionaram-se 400 pL de Wash Buffer 1, centrifugando-se (6YROZEN 1730R) a15000g, durante
30 segundos, a 15 °C. O flow-through foi descartado e a coluna de spin foi colocada no mesmo tubo
coletor. Adicionaram-se 600 pL de Wash Buffer 2, e centrifugou-se (GYROZEN 1730R) a 15000g,
durante 30 segundos, a 15 °C. Descartou-se o flow-through, tendo-se colocado a coluna de spin no
mesmo tubo coletor. Para secar a coluna de spin, centrifugou-se (GYROZEN 1730R) a15000g durante
3 minutos a 15 °C. Tanto o flow-through como o tubo coletor foram descartados, e a coluna de spin foi
colocada num novo tubo eppendorf de 1,5 mL.

Pipetaram-se 50 pL de Elution Buffer (pré-aquecido a 60 °C) diretamente no centro da coluna, e
esta mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 3 minutos. Centrifugou-se (GYROZEN
1730R) a15000g durante 1 minuto, a 15 °C, descartando a coluna de spin. O ucfDNA obtido foi utilizado
imediatamente, ou congelado a-20 °C.

Através do software NanoDrop (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific),

quantificou-se espetrofotometricamente o ucfDNA.

3.3. Amplificacao do DNA circulante

A amplificacao do DNA livre nas amostras foi realizada pela metodologia de PCR em tempo-real,
baseada na monitorizacdo continua da fluorescéncia num sistema ético, através do sistema Tagman®.
Os primers e sondas foram desenhados anteriormente por Sozzi e colaboradores para amplificar
um fragmento do gene hTERT (Sozzi et al. 2003). A tabela IV indica as sequéncias dos primers e sonda

usados na amplificacao.

Tabela IV - Sequéncia nucleotidica dos primers e sonda usados na amplificacdo do gene hTERT (Sozzi et
al,2003)

Gene Sequéncia dos primers
Primer forward:5'-GGC ACA CGT GGCTTT TCG- 3
hTERT Primer reverse:5'- GGT GAA CCT CGT AAGTTT ATG CAA-3

Sonda: VIC5'- TCA GGA CGT CGA GTG GACACG GTG-3' TAMRA

A reacdo ocorreu no sistema ABIPRISM 7300 (Applied Biosystems) e as condicoes foram
executadas de acordo com o previamente descrito (Tabelas V e VI), apds otimizacao de acordo com as
condicGes laboratoriais (Catarino, 2008; Catarino et al, 2012). Foram preparadas solucdes stock dos

primers e da sonda, a partir das solu¢des mae, com uma concentracao final de 10 >M.
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Tabela V - Componentes e respetivos volumes necessdrios para a preparacao da mistura de reacdo na
amplificacdo do gene hTERT (Catarino, 2008; Catarino et al, 2012)

Reagentes V (uL) (1 reacao) Concentragao final
TagMan Universal Mastermix (Applied Biosystem) 12,5 1x

Sonda 0,95 375nM

Primer forward 0,63 250nM

Primer reverse 0,63 250nM

ddH20 7,79 -—

(u)cfDNA 25 -—

Total 25 -—

As amostras dos doentes foram amplificadas em duplicado, e realizaram-se duplicados de brancos
(d4guadestilada), como controlo negativo. As curvas de calibracao foram calculadas de acordo comuma
série de diluicdes do reagente TagMan Control Human Genomic DNA Standard (Applied Biosystems), a
10ng/pL:1,0.1,0.01,0.001e 0.0001ng/pL. A partir da curva de calibracao, calculou-se a concentracao

de DNA livre de cada amostra. Os resultados foram analisados pelo software 7300 System-SDS

- hTERT
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