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RESUMO

As neoplasias malignas uroldgicas mais prevalentes sdo o cancer de préstata, de bexiga e o de rim.
Estas trés neoplasias estao relacionadas a uma perda importante da qualidade de vida dos pacientes
e possuem tratamentos agressivos. O diagnéstico de cada uma destas doengas é realizado, na
maioria das vezes, de forma invasiva e possui complicagdes inerentes a cada procedimento. Neste
sentido, a busca de métodos por diagndstico ndo invasivos tem sido estudada, e a via metabondémica
através da espectometria por ressonancia nuclear magnética de hidrogénio (RNM 1H) fornece
informacdes de vias metabdlicas que podem diagndsticas patologias sem a necessidade de
procedimentos invasivos. Os voluntarios foram distribuidos em grupo controle (07 voluntarios)
composto de homens com idades entre 60 e 67 anos, grupo CP com voluntarios portadores cancer
de prostata (09 voluntarios) com idades entre 61 e 69 anos, grupo CB com voluntarios portadores
cancer de bexiga (05 voluntarios), sendo dois homens com idade de 70 e 76 anos e trés mulheres
com idades entre 57 e 75 anos e grupo CR com voluntarios portadores cancer de rim (05 voluntarios),
sendo um homem com 35 anos e 4 mulheres com idade entre 54 e 64 anos. Uma amostra de 3ml de
urina foi colhida de 26 voluntarios para a elaboragado do estudo piloto. Este material foi submetido a
RNM 1H seguindo o protocolo do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE com posterior
geracao de espectros. A estatistica multivariada para a elaboragdo de modelos metabonémicos e a
analise de comparagéo de grupos foi realizada. Esses modelos mostraram uma discreta separagao
entre o grupo controle e cada um dos trés grupos de voluntarios com patologias oncolégicas. Para
criagdo de modelos definitivos foi necessario agrupar os voluntarios com céncer de bexiga e rim
(CB/CR) devido ao pequeno numero de amostras por grupo. O modelo metabonémico quando
comparado ao grupo controle mostrou uma sensibilidade de 90,9%, especificidade de 100%, VPP de
100% e VPN de 85,7% para o grupo CB/CR e sensibilidade, especificidade, VPP e VPN de 100%
para o grupo CP. Este estudo piloto demonstra que o método é simples, de facil execugdo, nao
invasivo e com possibilidade de diagndstico das patologias oncolégicas com uma Unica coleta de

urina.

Palavras chave: Metaboldmica. Neoplasias da Préstata. Neoplasias da Bexiga

Urinaria. Neoplasias Renais. Diagnéstico.



ABSTRACT

The most prevalent urological malignancies are prostate cancer, bladder cancer and kidney cancer.
The first one is the most common solid cancer in men and the others can affect men and women.
These three malignancies are related to a significant loss of quality of life of patients and have
aggressive treatments. The diagnosis of each of these diseases is conducted, in most cases,
invasively and including all complications inherent to each procedure. In this sense the search for non-
invasive diagnostic methods has been studied, and the metabonomics spectrometry method by
nuclear magnetic resonance of hydrogen (1H NMR) provides pathways of diagnostic information that
can identify pathologies without the need of invasive procedures. A sample of 3ml of urine was
collected of 26 volunteers for the preparation of this pilot study. They were distributed in 4 groups.
The control group (07 volunteers) comprised men aged 60 to 67 years, CP group of volunteers with
prostate cancer (09 volunteers) aged 61 to 69, CB group included volunteers with bladder cancer (05
volunteers), two men aged 70 and 76 years and three women aged between 57 and 75 years and CR
group of volunteers with kidney cancer (05 volunteers), one man of 35 years and four women aged
between 54 and 64 years. This material was subjected to 1H MRI following the protocol of the
Fundamental Chemistry Department of UFPE with generation of spectra. The multivariate statistics for
the development of metabonomics models and comparison analysis groups was performed. These
models showed a slight separation between the control group and each of the three groups of patients
with oncological diseases. For the elaboration of the definitive models it was necessary to incorporate
the volunteers of the CB and CR due to the small number of samples per group. The metabonomic
method when compared to control group shown sensitivity of 90.9%, specificity of 100%, 100% PPV
and NPV of 85.7% for the group CB/CR and sensitivity, specificity, PPV and NPV of 100% for the CP
group. This pilot study demonstrates that the method is feasible with easy execution, showing

simplicity besides being not invasive and allowing the diagnosis of oncological diseases with a single

urine collection.
Keywords: Metabolomics. Prostatic Neoplasms. Urinary Bladder Neoplasms. Kidney

Neoplasms. Diagnosis.
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1. INTRODUGAO

Em um organismo humano normal a estimativa de divisbes celulares durante
toda a vida é em torno de 10'® vezes. Uma fracdo destas divisdes produz células
geneticamente modificadas, mas mecanismos de defesa possibilitam a interrupcao
deste processo, promovendo a sua eliminacéo [1, 2].

No entanto, quando os mecanismos de controle do crescimento celular ndo
respondem, ha uma proliferagdo celular desgovernada, produzindo assim uma
alteracdo na homeostasia celular.

Os oncogenes sdo os responsaveis pela ativagdo de células modificadas,
permitindo a elas o ganho da fungdo mutante e, consequéntemente, a cancerizagao.
A mutacao de genes podera ser capaz de conferir malignidade a célula[1].

Progressivamente, as células oncologicas ja formadas se multiplicam,
aumentando seu tamanho, ocupando areas cada vez maiores do seu 6rgéo alvo até
gerar metastases, sejam por contiguidade ou a distancia, por via hematogénica ou
linfatica [2].

Para a avaliacdo da extensdo do cancer € preciso estadiar a doenca, para
determinar a extensdo da neoplasia. O sistema TNM (tumor, ndédulos e metastase) é
o comumente empregado, onde “T” representa o tumor primario, “N” a invasao
linfatica e “M” a presenca de metastases [3].

Na esfera da urologia as principais neoplasias malignas diagnosticadas sao
os canceres de prostata, de bexiga e de rim. A expectativa para a incidéncia do
cancer de préstata € de 60.180 novos casos por ano, ou seja, um risco de 62 casos
para cada 100.000 homens; a de cancer de bexiga € de 9 novos casos para cada

100.000 pessoas, sendo esperado para os homens 6 casos para cada 100.000 e
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para as mulheres 3 para 100.000; e, para o cancer de rim, o risco € de 2 novos
casos em cada 100.000 pessoas [4, 5].

A partir da década de 1970 o cancer de préstata passou a ser rastreado
também pela dosagem do PSA (Antigeno Prostatico Especifico), promovendo um
deslocamento ascendente na curva de incidéncia desta doenga. Consoante a isto,
observou-se um aumento no numero de prostatectomias radicais, com o intuito
curativo da doenga neoplasica. O advento do PSA em conjunto com o toque retal,
trouxe a possibilidade de diagndstico deste cancer em fases precoces. Apos a
introdugédo do PSA observou-se uma reducgéo de 32,5% da mortalidade [6-9].

A bidpsia transretal € um exame desconfortavel e doloroso, porém necessario
guando ha suspeita do cancer de préstata [10].

Para o estadiamento do céncer de bexiga utiliza-se o sistema TNM, que
também é determinado pelo grau de invasdo da parede vesical apdés RTU
(ressecgao endoscoépica) da lesdo. A cistoscopia, exame de referéncia para o
diagnostico e acompanhamento do cancer de bexiga, permite a avaliacdo da lesao,
a realizacio de biopsias, assim como, resseccdes parciais ou totais.

O cancer renal também é estadiado pelo TNM e a bidpsia renal, apesar de
invasiva, possui eficacia diagnostica de até 80% [11].

A estratégia metabondmica pode ser considerada uma alternativa pouco ou,
até mesmo, ndo invasiva para o diagnéstico ou rastreamento de doengas, inclusive
para o cancer. Baseia-se no principio de que a alteracdo no fluxo de metabdlitos
endogenos, por diversos fatores, quebra o equilibrio interno. As tentativas de
manutencdo homeostaticas, desencadeiam ajustes no ambiente intra e/ou

extracelular. Essa resposta altera o perfil de metabdlitos enddégenos nos biofluidos e,



17

consequentemente, dos espectros que serdo captados pela ressonancia nuclear
magnética (RNM) [12, 13].

A urina e o plasma sao exemplos de biofluidos de facil obtengcdo, que
proporcionam uma visdao do organismo de uma forma homogénea e em sua
totalidade. A andlise urinaria apresenta uma grande vantagem em relagdo ao
plasma, por n&o ser a coleta da amostra invasiva. Permite ainda a realizagdo de
coletas repetidas, sem transtornos para o paciente, o que é 6timo tanto em doencas
agudas como no acompanhamento de doengas cronicas.

A metabondmica tem se estabelecido como uma ferramenta analitica bem
sucedida aplicada em diferentes campos, por exemplo, no estudo de processos
patologicos, toxicidade de drogas e na detecgdo dos metabdlitos de erros inatos do

metabolismo [14-18].
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1.1 O CANCER
O Cancer é uma doenca genética, de origem monoclonal, cujo
desenvolvimento é decorrente de mutacées em determinados genes e o fendtipo
que sofre mutacdo e € propagado para as células filhas. Essas células uma vez
modificadas ndo respondem mais aos fatores de controle do crescimento,
proliferando-se sem controle e alterando a homeostasia celular [1].

Embora os tumores tenham origem monoclonal, com o tempo os constituintes
celulares se transformam extremamente heterogéneos, chamados de subclones.
Isto porque, o processo de carcinogénese € realizado em multietapas,
sequencialmente, onde as alteragcbes genéticas resultam no acumulo de novas
mutacdes [19]. Romaguera (2005) descreveu as quatro etapas da carcinogénese,
pelas quais passa a maioria dos tumores (Quadro 1).

Durante o processo de divisdo celular sdo produzidos danos genéticos em
que podem ocorrer mutacdes espontadneas ou induzidas por agentes ambientais,
chamados de carcindgenos. Porém, o aparecimento de um clone de células
tumorais depende do rompimento de barreiras bioquimicas e fisiolégicas em alvos
de controle do proprio ciclo celular [1, 2].

Varios agentes ja foram identificados como carcinégenos, como agentes
quimicos (tabaco, drogas, toxinas, etc), fisicos (radiagdes) ou bioldgicos (papiloma

virus, Epstein-Barr virus, virus da Hepatite B, HIV entre outros) [20, 21].



19

Quadro 1. Etapas da Carcinogénese.

Etapas Desfechos

1.Transformagao maligna As células sofrem o efeito da
modificagdo genética, mas ainda nao é

possivel diagnosticar clinicamente.

2.Crescimento da célula | Neste caso é necessario um contato
transformada e geragdo de | prolongado com o agente carcinégeno

heterogenicidade com acumulo de | promotor. A suspensao deste contato

mutagdes muitas vezes interrompe a progressao
do céancer.
3.Invaséo local O que caracteriza a multiplicacao

descontrolada. Nesta fase o cancer ja
esta instalado e comecam a aparecer

as primeiras manifestagées clinicas.

4. Metastase Envolve o destacamento das células
tumorais do sitio primario, invaséo da
matriz celular, intravasao da corrente
sanguinea, extravasao, colonizagéo de
orgaos distantes e formagao de lesdes

secundarias [22].

Fonte: Romaguera, 2015 [22]

O organismo dispde de mecanismos de defesa naturais que o protegem das

agressodes impostas por diversos agentes em diferentes situagdes. A integridade do
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sistema imunolégico, a capacidade de reparagao do DNA danificado por agentes
cancerigenos, a agao de enzimas responsaveis pela transformacéao e eliminagéao de
substancias cancerigenas sdo exemplos de mecanismos de defesa. Este fato ajuda
a explicar a incidéncia de cancer em individuos da mesma familia [21].

Os proto-oncogenes representam um dos fatores mais importantes para a
indugao de células cancerigenas. Sao genes que atuam de forma positiva induzindo
ou estimulando a progressao do ciclo celular. A principio, s&o inativos em células
normais, mas quando ativados se transformam em oncogenes, cuja agao permitira
ganho de fungao mutante a célula e consequénte cancerizagao [1].

Os produtos resultantes da ativagao destes genes atuam de forma dominante,
ou seja, a mutacdo de um unico alelo podera ser capaz de conferir malignidade a
célula [22].

Os proto-oncogenes podem se transformar em oncogenes por mudangas na
estrutura do gene, conforme demonstrado no quadro 2, resultando na sintese de
oncoproteinas (produtos genéticos anormais) com fungcdo aberrante; ou, por
mudancas na regulacdo da expressao do gene, resultando em uma inadequacao da
producao de proteinas promotoras de crescimento estrutural normal [2, 23].

As oncoproteinas sédo produtos da expressdo dos oncogenes e participam da
transducao de sinais, durante as varias etapas do ciclo celular. Existem quatro
categorias de oncoproteinas: (1) fator de crescimento, (2) receptor de fator do
crescimento, (3) proteinas envolvidas na transdugcéo de sinais e (4) proteinas

reguladoras nucleares [22].
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Quadro 2. Formas de mutagdes génicas.

1.

2.

Pela insercao de transposons (sequéncias de DNA moveis que podem
se autorreplicar em um determinado genoma) ou insergcéo retroviral,
contendo um gene promotor, no inicio da oncogénese;

Por uma mutacdo pontual, que alteram as sequencias protéicas e
aumentam sua atividade ou expressao;

Por translocacdo cromossdmica, em que o rearranjo do material
genético por translocagdo geralmente resulta em aumento da
expressao do proto-oncogene.

Por amplificagcdo génica, onde a ativagao do proto-oncogene associada
com um aumento da expressao de seus produtos, pode resultar na
reduplicacdo do DNA, produzindo varias copias do pronto-oncogene

nas células tumorais.

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Romaguera, 2005 [22].
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1.1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O Brasil esta sofrendo um processo de mudanca em seu perfil demografico
como consequéncia do processo de urbanizacao, industrializagcdo e dos avangos de
ciéncia e tecnologia. Esta transi¢ao epidemioldgica justifica a diminuicdo de doengas
infecto-contagiosas e o0 aumento das doencas crdnicas-degenerativas,
especialmente as cardiovasculares e o cancer.

Ao mesmo tempo em que se percebe um aumento da prevaléncia de
canceres em individuos com nivel sécioeconémico mais elevado, tais como mama,
prostata e célon e reto, observa-se também um aumento da prevaléncia de tumores
normalmente associados a pobreza, como o de pénis, colo do utero, estbmago e da
cavidade oral. Este fato esta associado a exposi¢cao diferenciada a fatores
ambientais relacionados ao processo de industrializacdo, como agentes quimicos,
fisicos ou bioldgicos, que variam de intensidade nas diversas condicbes de vida e
classe social [24].

As taxas de incidéncia e mortalidade da maioria das doencas sao
inversamente relacionadas ao status socioecondbmico, variando de acordo com o

nivel de desenvolvimento do pais (Quadro 3).
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Quadro 3. Incidéncia de cancer de acordo com o desenvolvimento do pais e o

género.
Paises Género Cancer mais Incidente
Desenvolvidos Homens Prostata, pulméo, célon
e reto.
Mulheres Mama, Colon, Reto e
Pulmao
Em desenvolvimento Homens Pulméo, estbmago e
figado.
Mulheres Colo do utero e pulmao

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Neto, 2015 [24].

No ambito da urologia as principais neoplasias malignas diagnosticadas sao
os canceres de prostata, de bexiga e de rim, por isso, normalmente, sdo as

patologias oncoldégicas mais estudadas.
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1.1.2 O CANCER DE PROSTATA

O cancer de prostata € o quarto cancer de maior incidéncia no homem,
assumindo morbidade e mortalidade significativa em diversos paises do mundo. A
maior incidéncia ocorre apés os 65 anos [25, 26]. Aproximadamente 915 mil homens
foram diagnosticados com cancer de prostata no mundo em 2008. Nos EUA esta
neoplasia € a segunda maior causa de morte entre todos os canceres. A estimativa
€ do aumento da incidéncia para cerca de 1,7 milhdes de casos, podendo ser a
causa de morte de aproximadamente 500.000 homens até o ano de 2030 [27].

Com a introducédo do PSA (antigeno prostatico especifico), a partir da década
de 1970, percebeu-se uma elevacgao significativa no numero de casos de cancer de
préstata, principalmente de casos precoces[9]. Neste contexto, atribui-se o aumento
na taxa de incidéncia a melhoria na forma de rastreamento deste tipo de cancer.

Observa-se uma relagao clara entre a idade e o cancer de prostata. A
frequéncia em autdpsias é progressivamente maior com o avanco da idade. Em
homens com 50 anos foi observada uma incidéncia de 40%, enquanto o risco de
doenca significativa gira em torno de 9,5% e o risco de morte entre 2,9% [6, 28, 29].

O risco também é elevado em familias em que o ascendente teve a doenca. E
quanto mais precoce for a idade do diagndstico, maior o risco atribuido aos seus
descendentes. Em gémeos univitelinos também foi observada concordancia quatro
vezes maior do que em relagdo aos bivitelinos, reforgcando a hereditariedade da
doenca [30].

A incidéncia também ¢é distinta com relacdo a cor da pele. A incidéncia é
maior em homens negros, comparados aos brancos e asiaticos. Essa diferenca é

mitigada quando os asiaticos imigram para paises de cultura ocidental,
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demonstrando que além do fator hereditario, os efeitos ambientais e
comportamentais ainda n&o estio esclarecidos [31].

A histéria natural do céncer de prostata é varidvel e, até o momento,
imprevisivel. Alguns tumores apresentam potencial maligno tdo pronunciado que as
metastases surgem antes que ocorram sinais locais ou sintomas sistémicos. Em
outros casos, séo tao indolentes que permanecem localizados na glandula durante
toda a vida do paciente, sem repercussao clinica [5].

Em fases iniciais o cancer de prdstata ndo causa sintomas nem apresentam
sinais. Os sintomas urinarios, normalmente, estio relacionados ao crescimento
benigno em vez da doenca maligna. Portanto, tomar como base a abordagem
sindrbmica para investigacdo pode levar ao diagndstico apenas em casos

avancados [9].
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1.1.2.1 O RASTREAMENTO DO CANCER DE PROSTATA

Assim como qualquer intervencdo em saude, o rastreamento do cancer de
prostata pode oferecer riscos e beneficios. O beneficio esperado é a redugao da
mortalidade e os riscos estdo associados ao tratamento desnecessario em caso de
falso-positivos e de neoplasias que nunca evoluiriam clinicamente. Os riscos e os
beneficios devem ser analisados e discutidos antes da incorporacdo do método de
rastreamento a um programa do sistema publico de saude.

Existe um senso comum de que a melhor maneira de lidar com um cancer é a
combinacdo de diagndstico precoce e tratamento agressivo. Por conseguinte a
escassez de informacbes sobre o0s riscos associados ao sobrediagndstico, e
consequentemente, o que deveria ser mencionado durante campanhas de
prevencdo promovidas por hospitais, sociedades medicas, entre outras, podem ter
efeitos negativos [8, 9, 32]. Tangentes a estes aspectos, ha necessidade de se
ampliar o debate sobre os problemas relacionados ao sobrediagnostico,
sobretratamento e sobreintervencgao.

Por esta razao, existe muita controvérsia entre as diversas sociedades
medicas sobre a necessidade de prevencdo secundaria ao cancer de prostata

(Quadro 4).
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Quadro 4. Recomendacgdes sobre o rastreamento do cancer de préstata sob a 6tica

de algumas Sociedades Médicas.

Sociedades Médicas Recomendacgoes

U.S. Preventive Service | Sao contrarias ao rastreamento por evidéncias de

Task Force (USPSTF) que n&o ha redugéo da mortalidade global [33-36].

A American Academy of

Family Physician (AAFP)

American Cancer Society | Recomenda o rastreamento a partir dos 50 anos e

(ACS) entre 40 e 45 para aqueles com alto risco [37].

American Urological | - Homens com baixo risco (caucasianos ou sem
Associaton (AUA) histéria familiar) até os 40 anos, ndo se beneficiam
com o rastreamento. Assim como os com mais de
70 nos e com expectativa de vida inferiora 10 — 15
anos.

- Homens entre 40 e 54 anos com maior risco de
doenga devem procurar um urologista para
individualizar seu programa de rastreamento.

- Homens entre 55 e 69 anos, sao fortemente
recomendados que facam seu rastreamento
devido a idade ter maior risco de incidéncia desta
neoplasia. Tendo a periodicidade devendo ser
decidida entre as partes.

[38, 39]

Fonte: Elaborado pelo autor [34, 35, 40].
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No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) recomenda que sejam
mantidos os programas de rastreamento e, aqueles que procuram o sistema de
saude espontaneamente, devem ser informados sobre os riscos e beneficios do
rastreamento, a fim de que individualizem o método com cada homem [41].

Recentemente, as diretrizes para o rastreamento do cancer de préstata estao
sendo revistas por diversas entidades. Tem surgido novas evidéncias em relagao a
mortalidade de homens que fazem o rastreamento anual e novas revisdes de banco
de dados, que indicam a necessidade do rastreamento deste cancer [40, 42].
Embora ja sejam encontradas publicagbes na literatura sobre o assunto [40], as
instituicdes citadas no Quadro 4 ainda nao definiram novas diretrizes, mantendo-se

até o momento a decisao anterior.
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1.1.2.2 O DIAGNOSTICO DO CANCER DA PROSTATA

O diagnostico do cancer de prostata € na maioria das vezes realizada pela
bidépsia prostatica guiada por ultrassonografia transretal, sua indicacdo ocorre
quando ha elevagdo do PSA (Antigeno Prostatico Especifico), quando ha presenga
de nddulo ou alteragdao na consisténcia da prdstata [10]. Embora novos métodos
associados a biépsia convencional tenham sido estudados, este ainda reflete o
melhor indice de positividade, em torno de 40% [43, 44].

A bidpsia transretal € um exame desconfortavel e doloroso. O paciente é
posicionado desnudo, em decubito lateral esquerdo, com flexao forcada de MMII
(membros inferiores). E entdo introduzido o probe ultrassonografico, com
preservativo nao lubrificado e acoplado a pistola de coleta de fragmentos. A
anestesia é somente local com lidocaina gel a 2%. Sao coletados no minimo 12
fragmentos de forma bilateral, mesmo quando ha suspeita somente de um lado da
prostata. A biopsia transretal possui complicacbes como sangramentos retais,
hematuria e hematospermia, além de infec¢des locais [45].

O desconforto deste método gera preconceitos e fuga de alguns pacientes na
fase precoce da doenca. A Figura 1 demonstra o método de bidpsia transretal, de

forma simplificada.
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Sonda de
ecografia

Figura 1: Bidpsia transretal da prostata [46]

ApOs a realizagao da bidpsia, advém-se a necessidade de estadiar, ou seja,
classificar o cancer da prostata, para melhor indicar o seu tratamento.

O cancer de prostata é estadiado segundo a classificagdo de Gleason, que
avalia o grau de diferenciacdo das células neoplasicas prostaticas, com escores
variando entre 2 e 10. Quanto maior o valor, mais indiferenciado e agressivo é o
tumor [47].

A prostatectomia radical, na maioria das vezes, é indicada para pacientes

com potencial tratamento curativo pela cirurgia, geralmente com Gleason até 7 e

PSA abaixo de 20 ng/ml [47]. A titulo de informag&o, quando o cancer de prostata
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esta presente geralmente o nivel do PSA esta acima de 4 ng/ml. Entretanto, um
nivel abaixo desse valor nao significa que o cancer nao esteja presente. Quase 15%
dos homens com PSA abaixo de 4 ng/ml sdo diagnosticados com cancer de préstata
na biopsia. Os homens com nivel de PSA na faixa de 4 ng/ml e 10 ng/ml, tem
chance de 1 em 4 de ter a doenca. Se o PSA se encontra acima de 10 ng/ml, a
probabilidade de ter cancer de préstata é superior a 50% [6].

A cirurgia realizada pode ser por trés vias, a retro-pubica, perineal e
laparoscopica. A técnica mais comumente realizada € a retro-pubica [48]. Quando a
cirurgia ndo esta indicada, outros métodos de acompanhamento ou tratamento sdo
aplicados, como a vigilancia ativa, radioterapia ou hormonioterapia, entre outros [5,

10].
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1.1.3 O CANCER DE BEXIGA

O cancer de bexiga é o 4° tipo de cancer mais comum nos homens e o 13°
em mulheres, essa discrepancia pode ser explicada pelo tabagismo, principal fator
de risco para o surgimento desta neoplasia, que é mais prevalente em homens[49].

O tabagismo é o principal fator de risco para o cancer de bexiga, estando
relacionado com o surgimento e progndstico da doenga. E considerado responsavel
por 50% dos canceres em homens € 40% em mulheres. O risco de desenvolvimento
em fumantes é 2 a 3 vezes maior em relagdo aos nao tabagistas [50, 51].

A incidéncia de cancer de bexiga aumenta com a idade, sendo o diagndstico
mais frequente entre a 62 e a 72 década de vida, onde cerca de 70% dos casos a
lesdo diagnosticada é superficial [52].

Outro fator de risco importante diz respeito a exposi¢cdo ocupacional as
aminas aromaticas, em industrias de tintas, couro, refinarias de petréleo, borracha,
téxteis, de produtos para cabeleireiros e graficas. Em paises africanos, o
Schistosoma haematobium é um importante fator de risco para um tipo especifico de
cancer de bexiga, o carcinoma de células escamosas.

Além disso, o histérico familiar, em especial em parentes de 1° grau, indica o
risco 1,5 a 2 vezes maior no desenvolvimento de cancer de bexiga, se comparados
a populagdo em geral. Quando ha associagao entre a ligagéo familiar e o tabagismo
esse risco pode subir para cerca de 5 vezes [49].

O cancer de bexiga estd muito relacionado com a exposicdo a fatores
ambientais e ao envelhecimento [53]. E o tipo histolégico mais frequente (cerca de

90% dos casos) € o carcinoma urotelial [5].
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Segundo dados no INCA, em 2016, no Brasil, sdo esperados 9.670 novos
casos de cancer de bexiga, sendo 7.200 novos casos em homens e 2.470 em
mulheres [54].

Sao escassos os estudos sobre medidas de prevencao, mas acredita-se que
a restricdo aos fatores de risco seja a principal medida para evitar a neoplasia.

Os tumores vesicais sao, na maioria, malignos, sendo a caracteristica
benigna muito rara, tais como metaplasia epitelial, papiloma invertido, adenomas e
cistite cistica [53].

Lima Junior et al. (2015) descreveram a classificacdo dos tumores vesicais
em trés tipos principais: carcinoma urotelial, carcinoma de células escamosas (CCE)
e adenocarcinomas, cujas prevaléncias estao mostradas na Tabela 1. O carcinoma
urotelial € originario das células do epitélio de transicado que recobrem quase todo o
trato urinario e o CCE esta associado a infecgcao crbénica pelo Schistosoma
haematobium. Ja os adenocarcinomas sao classificados como primarios (de uraco e
nao uUraco) e secundarios (originarios de metastates de outros érgaos como reto,
estdbmago e endométrio)[53].

Existem ainda tipos raros como os sarcomas, melanomas, carcinomas de
pequenas células e tumores carcinoides [53].

Os principais fatores relacionados com o progndstico do tumor de bexiga séo
[53]:

- grau histoldgico;

- estadiamento;

- carcinoma in situ (CIS);

- multifocalidade (mais de trés lesdes);

- tamanho de lesdes (>3 cm);
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- aspecto endoscopico da lesao tumoral (séssil ou sélido € pior);

- tempo de recidiva apés tratamento (menos de um ano, pior progndstico);

- outros fatores menos importantes: invasao linfovascular, idade, sexo, ploidia
tumoral, marcadores tumorais, perfuracao vesical durante resseccao endoscopica

(RTU) e invasao prostatica.

Tabela 1: Cancer de Bexiga: Tipos histolégicos e prevaléncias.

Tipo Histolégico Prevaléncia (%) Observagéao

Perda da polaridade celular, nucleos
Carcinoma urotelial 90% grandes, irregulares e hipercromaticos,

com nucléolo proeminente.

Carcinoma Associado a infecgao crénica pelo
8%
€scamoso Schistosoma haematobium.

De Uraco e ndo-Uraco, normalmente
Adenocarcinomas <2% semelhantes aos adenocarcinomas

intestinais.

Sarcomas, melanomas, carcinomas de

Outros tipos raros pequenas células e tumores carcindides.

Fonte: Elaborado pelo autor [53] .
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O estadiamento do cancer de bexiga baseia-se no sistema TNM e é
determinado pelo grau de invasdo da parede vesical ap6s RTU da lesao [55]. A

Figura 2 A e B demonstram o estadiamento destas lesdes.

TNM Deescricio

T Tumor primdrio

TO Auséncia de rumor

Tis Carcinoma fm situ

Ta Tumor papilifers nio invasive

Ti Tumor papilifero invasio limina propria
T2 Invasio muscular

T2a Invasio superficial
T2b Invasio profunds

T3 Invasio gordura perivesical

T Invasio microscopica
T3h Invasio macroscopica

T4 Invasio orgaos adjacentes

T4a Invasio prostata, drero, vagina
T4b Invasio da parede pélvica efon abdominal
N Linfonodos regionais

N1 Linfonedo tnico €2 cm

N2 Linfonodo 1inico entre 2 2 5 cm ou m|.'|]1ip|.cus =

5% om
M3 Linfonodos = 5 cm
M Metdrases a distincia

MO

Auséncia de metdstases

M1

Mesristeses presenres

Figura 2 A e B: Classificagdo TNM [56].

A capacidade para predizer quais tumores vesicais invasivos apresentarao
metastases a distancia ou recidivas pélvicas esta predominantemente relacionada
ao estadiamento TNM. Historicamente, os principais fatores estudados sido a
profundidade da invasdo da parede vesical, a graduagao histoldgica, o carcinoma in

situ, as variantes histologicas, multicentricidade e a invasao linfovascular [53].
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A profundidade da invasao da parede vesical pelo tumor é reconhecida como
o fator de progndstico mais importante. Pacientes com tumores pT2NO tém
sobrevida global de 78% em cinco anos, estatisticamente superior a pacientes com
tumores pT3NO (58%) ou pT4NO (47%) [53].

Idade avangada, status funcional prejudicado, carcinoma in situ, tumores de
alto grau, diferenciagdo escamosa padrdao de crescimento invasivo versus
nodular/trabecular, hidronefrose, invasdes perineural e vascular conferem piores
prognésticos. Além do estadiamento TNM, a invasdo vascular e a hidronefrose sao
fatores independentes em analises multivariadas [53].

O prognéstico também esta claramente relacionado ao comprometimento
linfonodal pélvico. Pacientes com linfonodos negativos apds cistectomia radical tém
risco de recidivas locais ou a distancia de 30 a 40%, comparado aos 70 a 80% nos
casos com linfonodos comprometidos. O grau de comprometimento linfonodal, assim
como numero de linfonodos retirados durante linfadenectomia pélvica, também sao
importantes. Em analises multivariadas, a extensdo tumoral extracapsular e o
envolvimento neoplasico em mais de cinco linfonodos sao fatores adversos para
sobrevida global. Outros estudos mostram que a retirada de menos de dez

linfonodos pélvicos é fator de progndstico adverso independente [53, 56].
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1.1.3.1 DIAGNOSTICO DO CANCER DE BEXIGA

O quadro clinico mais comum é a hematuria, presente em 80 a 90% dos
casos. Normalmente indolor, macroscépica e intermitente, podendo ainda estar
presente a polaciuria, a disuria, a nocturia e a urgéncia miccional. Uma vez
descartadas outras patologias que levam a hematuria, como infecgdo urinaria ou
litiase, deve-se proceder a realizagdo de exames complementares, como
tomografias computadorizadas, citologia oncética da urina, que embora util, nao
muda a sobrevida [5, 53].

A pesquisa de células tumorais na urina, denominada citologia oncética, é um
exame simples, realizado a partir da coleta basica de urina, seguida de analise
patologica rudimentar. Embora possua elevada especificidade, em torno de 94%,
possui sensibilidade muito baixa, cerca de 35%, favorecendo um grande numero de
falso-negativos, principalmente em tumores de baixo grau [56].

O exame considerado padrao ouro para diagnéstico e acompanhamento do
cancer de bexiga é a cistoscopia, que permite a avaliagdo da lesdo, realizacdo de
bidpsias e resseccdes parciais ou totais. Assume geralmente sensibilidade e
especificidade acima de 90%. Possui como o inconveniente o fato de ser um exame
invasivo, que necessita de internagdo e anestesia, além do risco de infecgdes e
lesbes diretas, tais como: traumas uretrais, vesicais e até ureterais durante a

ressecgao uretral, que estdo diretamente associadas ao método [5].

Q)

Os exames de imagem sao reservados para avaliagdo loco-regional e
distancia. O sitio mais comum de matastases a distancia do cancer de bexiga é o

pulmao [53, 56].
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1.1.4 O CANCER DE RIM

Com o avanco tecnoldgico e a facilidade do acesso a exames de imagem, tais
com ultrassonografia (US), tomografia computadorizada (TC) e rassonancia nuclear
magnética (RNM), houve um aumento significativo do numero de tumores
diagnosticados de forma incidental, os chamados incidentalomas renais. Esses
tumores sdo massas renais descobertas durante a investigacédo de outras condigdes
clinicas. A avaliagao radioldgica e a caracterizagédo destas lesdes sao fundamentais
para o manejo clinico destes pacientes [5, 57].

O tipo mais comum de cancer de rim é o carcinoma de células renais (CCR),
correspondente a 90% dos casos. Segundo dados norte americanos, s&o
diagnosticados cerca de 60 mil novos casos por ano e registrados 13 mil ébitos no
mesmo periodo, representando uma proporcdo de 2:1 entre homens e mulheres,
com pico de incidéncia entre 50 e 60 anos de idade [57].

Diversos fatores de riscos ja foram analisados para possivel associagdo com
o cancer de rim. O que mostrou maior ligacdo com este cancer foi o tabagismo,
sendo diretamente proporcional ao acumulo de carga tabagica. Outros fatores como
obesidade, exposicdo a cadmio, petrdleo e asbesto também podem estar
associados [50, 58].

Ainda nao existe consenso em relacdo as medidas preventivas primarias,
sabe-se apenas que a diminuicdo da exposicao aos fatores de riscos pode reduzir
as chances de cancer.

Os tumores renais tendem a apresentar crescimento e invasao tecidual local,
podendo disseminar-se por via linfatica ou hematogénica. Os linfonodos mais
acometidos geralmente estdo na regido peri-hilar do rim, mas qualquer linfonodo

retroperitoneal pode ficar comprometido. Preferencialmente, as metastases
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hematogénicas se espalham para pulmdes, 0ssos, pele, figado e cérebro, em ordem
decrescente, e, virtualmente, para qualquer outro sitio [57].

O estadiamento mais utilizado é do sistema TNM, definido pela American
Joint Committee on Cancer, atualizado em 2009 [59]. A Tabela 3 demonstra a
classificacdo para o cancer de rim.

Os maiores determinantes da sobrevida dos pacientes com cancer renal sao
extensdo anatdbmica do tumor (estadiamento), subtipo histolégico, caracteristicas
sarcomatodides, grau de anaplasia celular (grau de Furhman), estado clinico geral do
paciente, sintomas locais, tempo de aparecimento de metastases (sincrénico ou
metacrénico com a nefrectomia) e realizacdo de nefrectomia prévia. Fatores
secundarios incluem ploidia nuclear, indices de proliferacao do tumor e densidade

microvascular [60-62].

Estadio Descricao
Tx Falta informagio quanto an tumor primirio
Tit Sem evidéncias de mumor primdric
Tla Tumor <4 cm limitado a0 im
Tih Tumor >4 cm e <7 cm limirado ao im
T2a Tumor >7 cm & =10 cm limitado ao fim
T2h Tumaor > 10 cm limitado a0 im
T3a Tumor compromete gordura perirrenal, gordura do seio renal ou adrenal, sem ulrrapassar a fdscia de Gerora
T3h Tumor estende-se para veia renal, seus ramos segmentares ou vela cava inferior abaino do diafragma
T3c Tumor estende-se para veia cava inferior acima do di-.u'mg,nu ou invade 3 parede dz veia cava inferior
T4 Tumor estende-se para além da fiscia de Gerora
Nx Sem informagies sobre linfonodos regionais
NO Ausencia de mendstases em linfonodos regionais
N1 Metistasc num tinico linfonodo regional
N2 Metistases cm mais de um linfonodo regional
Mix Sem informaghes sobre meristases a distinda
MO Auséncia de meristases a distincia
M1 Meristascs a distincia
Grupo de estidio
1 T1 NO MO
il T2 N MO
11 TlouT2 N1 MO
T3 N0 ou N1 MO
v T4 qualquer N M
Qualquer T N2 MO
Qualquer T qualquer N M1

Figura 3: Classificagcdo TNM, 2009 [63].



40

1.1.4.1 DIAGNOSTICO DO CANCER DE RIM

A maioria dos pacientes com cancer de rim € assintomatica, onde somente
10% apresentam a triade classica e 30% a hematuria. Grande parte dos
diagnésticos é feita por exames complementares.

Os exames complementares mais comumente utilizados sao a velocidade de
hemossedimentacao (VHS), que costuma estar elevada em cerda de 75% dos
casos, diminuicdo da fosfatase alcalina e anemia. Nao existindo marcadores para o
CCR [57].

O exame US é o método mais utilizado devido a sua facilidade de execucgéo,
baixo preco e acessibilidade. Embora de grande utilidade, a US nao consegue fazer
a avaliacdo de massas sélidas, bem como acometimentos secundarios, tais como
metastases, invasao vascular e linfonodal, sendo necessaria a utilizagdo de outros
métodos de imagem [5].

A TC é o principal exame utilizado na avaliagdo de pacientes com CCR,
consegue avaliar, além da lesdo primaria, as lesées por contiguidade, vasculares e a
distancia. A RNM normalmente esta reservada para pacientes que nao podem fazer
uso de contraste iodado na ocasiao da TC [57].

A bidpsia renal € um método invasivo, onde ocorre a coleta de fragmentos de
rim por agulha fina, guiado por US ou TC. Possui eficacia de até 80% [11]. Embora
tenha uma boa taxa de sucesso diagndstico, € um método que necessita de
anestesia geral e possui complicagbes como sangramentos e possivel perfuragdes
orgaos adjacentes, além de haver descricdo para implante em tecido gorduroso
adjacente ao rim poés-bidpsia, indicando implante secundario a este exame

diagnostico [64], demonstrando um risco de implante metastatico iatrogénico.
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1.2 A METABONOMICA

A metabonémica é definida como uma “medida quantitativa da resposta
metabdlica dinamica e multiparamétrica dos organismos vivos as modificacoes
fisiopatolégicas ou genéticas” [65]. Envolve a determinagdo do perfil dindmico e
tempo dependente, dos metabdlitos dentro do organismo e como eles se alteram em
decorréncia de algum processo biolégico [16].

O termo possui origem grega “meta” significando mudancga e “nomos” regras
ou leis, criado por Jeremy Nicholson, Elaine Holmes e John Lindon do Imperial
College of London para descrever a geragao de modelos quimiométricos, capaz de
classificar as mudangas do metabolismo, ou seja, a detecgao, identificagao,
quantificagao e a classificagdo das mudancgas metabdlicas [66].

E muito freqliente encontrarmos na literatura os termos “metabonémica” e
“‘metabolémica” como sindnimos. Entretanto, existem diferengas relacionadas a
aplicacao das estratégias procedimentais. No caso da “metabolémica” o pesquisador
busca uma descricdo analitica das amostras biolégicas e tem por objetivo a
identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos presentes no biofluido e que poderia
estar associado a uma discriminagao de grupos com estados metabdlicos diferentes,
como uma patologia especifica [12, 13].

Ja no caso da “metabonémica”, a identificacdo de todos os metabdlitos nao é
o objetivo principal, mas sim a busca por perfil de metabdlitos enddgenos,
associados a um estado metabdlico especifico [12].

Embora sutis, observa-se as diferengcas de estratégias de cada método e
consequentemente as diferencas analiticas. Na “metabolémica”, em funcdo da
necessidade de identificacdo de cada metabdlito, frequentemente, utiliza-se uma

técnica de separagao de misturas, como a cromatografia em fase gasosa ou liquida,
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associada a um sistema de deteccdo com alta sensibilidade, como a espectometria
de massas. Ja na “metabonémica” € mais freqliente o uso da espectometria de
RNM, sem a separacédo prévia dos componentes da mistura [12].

O numero de estudos cientificos empregando esses métodos vem
aumentando cada dia, pois eles tém mostrado enorme potencial na investigagéo do
estado fisioldgico, diagndstico de doengas, descoberta de novos biomarcadores e
identificacao das vias metabdlicas alteradas devido a doencas ou tratamentos [66,
67].

O grafico 1 ilustra o que foi produzido a partir do banco de dados
Scopus, podendo-se observar o crescimento anual de publicagdes com os
termos “metabonomic” OR “metabonomics” OR “metabolomic” OR “metabolomics”

desde janeiro de 1999, na base de dados do PubMed.

Publicagées 1999 a 2016

Numero de Publicagbes

Grafico 1: Numero de publicagdes até junho de 2016. Fonte: Elaborado pelo autor.
A metabonémica fundamenta-se no principio da homeostasia, ou seja, se um

ser vivo é exposto a uma situacdo de estresse, doenga ou a algum agente quimico,

0 organismo responde na tentativa de neutralizar esta acdo externa, havendo

mudancas na concentragdo e no fluxo dos metabdlitos endégenos, quebrando o
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equilibrio, desencadeando ajustes do ambiente extracelular, de forma a manter o
meio interno estavel. E essa alteragdo no perfil metabdlico que pode ser avaliada
pela espectroscopia de RNM [65, 68, 69], esperando a partir destes espectros
identificar um determinado perfil para cada agressao especifica.

Outros métodos podem ser empregados para estudar este perfil metabdlico,
como a espectometria de massa, a cromatografia gasosa acoplada a espectometria
de massa, a cromatografia liquidade de alta performance ou a técnica de
espectometria Optica, mas a RNM e a espectometria de massa sdo as melhores
técnicas devido a producao rapida e adequada dos conjuntos metabdlicos [15].

Na area da saude quando se fala em RNM, vem a tona a Ressonancia
Nuclear Magnética de Imagem (RMI), que € um método diagndstico capaz de gerar
imagens pela medida das moléculas de agua, permitindo distinguir tecidos moles
com nitidez e sem usar radiagdo ionizante. Recentemente a utilizacdo da
espectroscopia de Ressonancia Nuclear Magnética (RMS) vem aumentando,
principalmente com a associagdo deste método aos scanners convencionais de RMI.
A RMS fornece informagdes sobre a estrutura quimica e consequentemente dos
metabdlitos teciduais além das imagens [70-72].

Nas técnicas associadas, mais frequentemente observada em RNM de cranio,
utilizam-se campos magnéticos da ordem de 1,5 T de baixa resolugéo, no caso da
estratégia metabonémica convencional utilizam-se campos magnéticos da ordem de
7 T, resultando em espectros de melhor resolucdo e, consequentemente, a
identificacdo e quantificagao relativa aos diferentes metabdlitos.

A espectometria de RNM é muitas vezes preferida em relagdo as outras
ferramentas, por ser rapida e requerer pouco ou nenhum pré-tratamento, além de

dispensar o uso de amostras padrdes para co-injegao e identificagdo de compostos.
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Embora existam outros is6topos, como o "°C, *'P e N, a abundancia natural
do is6topo de hidrogénio-1 (99,98%) e sua ocorréncia no organismo fazem com que
a RNH de H seja escolhida para gerar o perfil de biomateriais. Esta técnica
fundamenta-se na interagdo dos nucleos atdémicos com a radiagédo eletromagnética,
quando estes estdo sujeitos a um campo magnético. Os nucleos atdmicos possuem
um spin, que faz com que os nucleos se comportem como barras magnéticas muito
pequenas. Na presenga de um campo magnético, alinham-se a favor ou contra este
campo, originando diferentes estados de energia. Quando se irradia a amostra com
a correta radiofreqliéncia, provoca-se a excitagao dos spins que absorvem esta
energia, posteriormente, liberando-as e fornecendo o espectro de RNM, sendo este
representado graficamente pela intensidade destas absorgdes versus as frequéncias
absorvidas [17].

O espectro de RNM pode detectar varios componentes em uma unica medida
e nele cada metabdlito pode gerar um ou mais sinais (picos). A intensidade do sinal
esta relacionada a quantidade de spins e corresponde a concentracdo de
determinado metabdlito, refletindo alteragbes bioquimicas fisioldégicas ou
patologicas. Apesar da espectroscopia de RNM de H ter seu papel inicial na
elucidagdo das estruturas quimicas, a técnica tem alcancado imenso e crescente
valor em caracterizar as consequéncias de doengas e toxicidade por drogas ou
modificagdes genéticas.

A principio, todos os nucleos de um mesmo isétopo deveriam apresentar a
mesma freqliéncia de ressonancia, mas o ambiente quimico em que este esta
inserido provoca uma discreta alteragdo chamada de deslocamento quimico (8). Na
pratica, o & & expresso em partes por milhdo (ppm), ou seja, considerando que a

frequéncia do nucleo é de origem em mega-hertz (MHz) e a alteragcao provocada
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pelo ambiente € da ordem de Hertz (Hz), o espectro é representado em uma
dimensao que tem & e na outra a intensidade dos sinais. O que significa que a
mesma substancia apresenta sinais diferentes no espectro de RNM de H,
fornecendo dados acerca da estrutura quimica das espécies [71].

Para exemplificar a Figura 3 é uma representagdo grafica das regides
espectrais, onde os metabdlitos podem ser identificados. A Figura 4 representa um
esquema para a obtencéo deste espectro.

Figura 4: Simulagao de espectro de RNM.
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Figura 5: Representacao esquematica de obtencéao dos
espectros.
' ———— Nitrogénio liquido
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Fonte: Colgano et al. (2002) [74].

Os materiais bioldgicos, normalmente utilizados neste tipo de estudo s&o os
fluidos, a maioria obtida de forma nao invasiva, tais como pela urina. Contudo, uma
grande variedade de fluidos podem ser utilizadas, como liquido cefalo-raquidiano
(LCR), seminal, sinovial, amnidtico, biliar, aspirados pulmonares, sobrenadantes e
até tecidos obtidos por procedimentos invasivos ou nao [66].

A urina e o plasma sdo amostras de facil obtencdo e proporcionam uma
“‘visdo” do organismo de forma homogénea e em sua totalidade, onde podem ser
identificados marcadores de doengas tanto para diagnéstico como para
acompanhamento. O plasma fornece informacdes sobre dados e substancias que
ainda estdo ativas no organismo enquanto que na urina pode-se identificar o que

esta sendo eliminado [75-77].
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Entretanto, a analise urinaria contém uma grande vantagem em relagcdo ao
plasma, pois como a coleta da amostra ndo € invasiva, permite a reavaliacdo
repetida sem transtorno para o paciente, o que € interessante tanto em doencas
agudas como no acompanhamento de doengas cronicas.

Uma preocupagao importante, principalmente quando se utiliza urina como
biofluido, € a variacdo do pH, que pode variar em situacdo de estresse ou
estocagem [15, 67, 78]. Portanto, como o & é fungdo do pH do meio, se faz
necessario a utilizacdo de uma solucado-tampao de fosfatos para uniformizar o pH,
assegurando a comparabilidade dos dados espectrais entre os diferentes estudos
metabondmicos.

Lauridsen et al. (2007) descrevem detalhadamente a técnica de estocagem e
utilizacdo da urina em estratégias metabondémicas, mantendo certos procedimentos
metodolégicos como, por exemplo, a estocagem de urina a -25°C por até 26
semanas, a adicao de uma solugao tampéao de fosfato para concentracéo de 0,3M e
a utilizacdo de solucéo de preservacio, com azida de sédio, caso seja necessaria a
estocagem temporaria de amostras até 4°C com o intuito de padronizar a pratica da
metabondmica, que & corroborado por outros autores [15, 65, 71, 78].

Durante o processo de aquisicdo dos espectros deve ser observado que os
biofluidos possuem grande quantidade de agua, ocasionando um intenso sinal no
espectro da RNM, o que dificulta a visualizagdo de alguns sinais associados as
moléculas dos metabdlitos. Assim sendo, os espectros de RNM de 'H da urina sdo
medidos utilizando-se de uma sequéncia de pulsos para supressao do sinal da agua,
sendo mais comum a utilizagdo de pulsos de radiofrequéncia (RF) [15].

Uma vez suprimido o sinal da agua, um grande numero de metabdlitos serdo

detectados, ocorrendo uma sobreposicao de sinais devido a estreita faixa para
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deslocamento quimico, aproximadamente 10 a 12 ppm, especialmente em
espectometros de campo magnético médio (4,7T a 9,45T, com frequiéncias de 200 a
400 MHz). Os aparelhos de amplo espectro, por exemplo, com 18,8T e frequéncia
de 800MHz, apresentardo um maior sinal de dispersdo e contribuirdo para o
aumento da complexidade do espectro e sua sensibilidade [15].

Um fator limitante para a informagdo gerada é a complexidade, havendo
centenas de variaveis que dificimente poderiam ser processadas manualmente,
necessitando de uma estratégia estatistica avangada. A estratégia aplicada a dados
quimicos numéricos, ou quimiometria, para reduzir e redimensionar o conjunto de
dados é a estatistica multivariada. Esta técnica pode ser supervisionada ou nao
supervisionada. O método nao supervisionado € utilizado para estabelecer se existe
algum grupamento dentro no conjunto de dados, mapeiam as amostras de acordo
com suas propriedades sem o conhecimento das classes das amostras, ja as
técnicas supervisionadas utiliza informagdes de classes para treinar um grupo de
amostras de dados, otimizando a separacao entre duas ou mais classes[79].

O método nao supervisionado, também chamada de técnica de
reconhecimento de padrédo, possui como método mais frequente a analise dos
componentes principais (PCA), onde a matriz dos dados originais € projetada em um
subespaco definido por combinacbes lineares com maxima variancia. Assim, o
primeiro componente principal (PC1) é o eixo que descreve o maximo possivel de
variancia no espago multidimensional original e a segunda é o componente
ortogonal, que estatisticamente ndo esta relacionada com o PC1 e descreve o
maximo de variancia ainda nao descrito pela PC1. AS duas ou trés primeiras PCs

fornecem as melhores representacdes possiveis em termos de bioquimica [13, 80].
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Ja as técnicas supervisionadas mais comuns sdo a analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA) e sua variante ortogonal (OPLS-DA), analise
discriminante linear (LDA), analise de classificacdo simples (SIMCA - “soft
independent modelling of class analogy”), entre outras que permitem analisar os
espectros de forma mais simples rapida e reprodutivel [17, 80, 81].

Cada biofluido possui uma caracteristica propria, composicdo bioquimica
Unica, que se altera em resposta a estimulos fisiolégicos ou patoldgicos,
promovendo uma “impressao digital” metabdlica, a qual é especifica da natureza ou
sitio de agresséao [65].

A melhor maneira de obter as principais informagdes metabonémicas € pela
combinacdo de espectroscopia de RNM com métodos estatisticos multivariados e
métodos quimiométricos, permitindo identificar mudangas no perfil metabdlico dos
biofluidos enddgenos.

Embora existam outros métodos para produzir e analisar o perfil metabdlico
de cada biomaterial, tais como a espectometria de massa (MS), a cromatografia
gasosa acoplada a espectometria de massas (GC/MS), a cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) ou técnicas de espectometria 6ptica, a RNM e a MS sé&o as
melhores técnicas uma vez que podem produzir um conjunto de dados
metabondmicos de forma rapida e adequada [17].

A construcdo de um modelo quimiométrico deste perfil é realizada através de
softwares que analisam o0s espectros dos biofluidos com determinadas
enfermidades, na expectativa de encontrar um padréao.

Uma grande preocupagédo em relagdo ao uso clinico da metabonémica € a
possivel variacdo inerente a cada paciente, principalmente quando comparadas a

modelos animais, onde o controle € muito mais rigoroso. Apesar da grande variagao
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existente na populacdo humana, o emprego de analises matematicas multivariadas
consegue obter uma resposta adequada retirando os fatores individuais inerentes

[17, 71, 82-84].
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1.2.1 APLICAGOES CLINICAS

Nos ultimos anos, vem crescendo o numero de trabalhos em pesquisas
clinicas, enfocando o uso da metabondémica, utilizando amostras de urina ou soro.

Recentemente algumas publicagdes vem mostrando importante contribuicao
em doengas cardiovasculares, neurologicas, infecciosas e como marcadores
urologicos. Além da medicina clinica, ja existem publicagdes de sua aplicabilidade
na medicina forense [85-91].

Le Moyec (2002) demonstrou por meio da metodologia metabonémica que a
toxicidade dos aminoglicosideos e dos glicopeptideos ndo esta limitada a toxicidade
tubular proximal, mas também envolve a regiao medular no néfron [92].

No mesmo ano, Brindle et al. demonstraram a gravidade da doencga arterial
coronariana em amostras de soro, com acuracia de 90%, quando comparada a
arteriografia [83]. Em 2006 este estudo foi contestado por Kirschenlohr
demonstrando que este seria um marcador fraco, evidenciou-se assim a
possibilidade de aplicacdo da espectrometria de RNM de 'H nas diversas areas
clinicas [93].

O uso do perfil metabdlico em areas como, por exemplo, a investigacao
forense, levou a elucidacéo de fatos legais para identificar um suspeito por meio de
sua “Impressao digital metabdlica” [90].

Biomarcadores oncoldgicos tem sido estudados por diversos grupos na
tentativa de diagnosticar gliomas, glioblastomas, linfomas, melanomas, cancer de
colon e reto, cancer de mama entre outros [84, 89, 94-100].

Na urologia o método metabonémico tem sido utilizado em varias subareas.

Chen et al. (2015) publicaram um estudo com a investigagao de infertilidade por via
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metabondémica [101] assim como Aaroson et al. (2010) que investigou o perfil
metabdlico de homens azoospérmicos [102].

Especificamente nos casos de tumores uroldégicos, Bivalacqua em 2011
publicou uma revisdo sobre o uso da metabonbémica na onco-urologia, onde
descreve o uso deste método em investigacéo infantil, mas afirma que para outros
tipos de tumores esse método ainda é controverso [103].

Em 1992, Narayan ja demonstrava o potencial da espectometria de RNM de
H na investigacdo de doengas prostaticas [104], corroborado com Ferro et al. e
Tosoian et al., ambos de 2016, que concordam com o fato de que o PSA é um
marcador que possui muitas falhas tanto no diagndstico quanto no acompanhamento
do cancer de préstata, e que novos métodos diagndsticos devem estar em continua
investigacao [105, 106]. Alguns autores também defendem este método para além
do diagnéstico, como um marcador de acompanhamento [107, 108].

Para o cancer de bexiga, diversos estudos [108-113] tem sido conduzidos na
tentativa de descobrir um marcador de diagnoéstico e de acompanhamento para esta
neoplasia.

Uma busca na plataforma PubMed, até o més de junho deste ano, revela que
foram indexados 106 trabalhos sobre estes biomarcadores, alguns sao relativos a
genética e outros a epigenética [110-112]. Alguns autores utilizam a metodologia
metabondmica, tais como Wittmann et al, que publicou uma coorte com
aproximadamente 25 voluntarios em 2014 [113]. Cheng et al em 2015 identificou
possiveis 14 metabdlitos envolvidos no cancer de bexiga [109]. Em 2016, Hong
publicou um editorial referindo os avancos em relacdo a busca de marcadores, mas

nenhum eficiente, indicando que as pesquisas devem continuar [114].
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Para a investigacdo de doencas renais alguns autores ja utilizaram a
metodologia metabondmica para avaliar a ma perfusao, lesdes agudas neonatais e
alteragdes teciduais [115-118]. Com relagcédo as neoplasias malignas, Weiss, Kim e
Zira et al. em 2011 revelavam a importancia do método para a investigagao de
doencgas renais, inclusive neoplasias [91, 119]. Kim et al. e Catchpole et al., ambos
em 2011 identificaram possiveis marcadores biolégicos para o CCR, mas nao
definiram algum em definitivo [120, 121]. Em 2014, Ngo et al., publicou um artigo
onde defendia a investigagdo de marcadores para o CCR uma vez que teria baixo
custo e serviriam, além do diagndstico, para o acompanhamento de neoplasias

metastasicas e para pacientes de alto risco [122].
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1.3 JUSTIFICATIVA PARA A INVESTIGAGCAO

As neoplasias uroldgicas encontram-se entre as mais prevalentes no ser
humano, muitas ainda n&o possuem marcadores para diagnostico ou
acompanhamento. A identificacdo de marcadores adquiridos de forma nao invasiva
ainda é um desafio.

Somado a isso, um método em que com uma unica coleta possa ser
identificada mais de uma neoplasia ainda nao foi descrito.

A metabonbmica parece ser uma estratégia clinicamente viavel,
principalmente por ser um método sensivel na identificacdo de metabdlitos
endogenos, em amostras coletadas de forma pouco (plasma/soro) ou nao invasiva
(urina/sémen).

Especificamente para este estudo, as amostras de urina foram escolhidas por
serem de facil aquisi¢do. O estudo piloto constitui-se de 20% da amostra principal e
€ util, neste caso, para indicar o potencial de detec¢do de cancer de prostata, bexiga
ou rim a partir da metabonémica.

A caracterizacdo de um método diagndstico e descoberta de um biomarcador
oncoldgico para estes canceres irdo consolidar sua aplicagao clinica.

A viabilidade econdbmica, embora ainda dificil na pratica clinica atual, é
bastante promissora, uma vez que os novos aparelhos de RNM estdao vindo
acoplados de médulos de RMS, mostrando que possivelmente no futuro poderao ser
adquiridos espectros de boa qualidade durante exames de imagens convencionais
sem a necessidade de grande acréscimo financeiro.

No momento o exame de RNM de cranio acoplado com espectometria é
realizado para investigagdo neuroldgica e possui custo estimado de R$ 268,75,

conforme a tabela do Sistema unico de Saude (SUS) [123] e ja consta no rol de
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procedimentos da Agéncia Nacional de Saude Suplementar (ANS) [124]. Estima-se
gue na area da urologia, uma vez que aplicado este método (RNM), o valor ndo seja
muito diferente.

Neste sentido, esta pesquisa aborda o uso método de diagndstico de
neoplasias urolégicas pela estratégia metabondmica em amostras de urina de
pacientes com cancer de prostata, bexiga e rim, a partir de estudo piloto.

N&o obstante, este estudo limita-se a investigagcao da viabilidade clinica da
estratégia metabondmica e, ndo propriamente, da identificagdo de um biomarcador.

Em tempo, espera-se no futuro, poder elucidar o uso de biomarcadores
oncoldgicos pela estratégia metabondmica por RNM como uma ferramenta util para

o diagnostico e rastreamento de tipos diferentes de cancer.
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2. OBJETIVO

Avaliar o método de diagndstico de neoplasias uroldégicas pela estratégia
metabondmica em amostras de urina de pacientes com cancer de prostata, bexiga e

rim.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 SUBMISSAO AO COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP).

O presente estudo foi submetido ao CEP do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE) e aprovado (Protocolo No.:
33003214.3.0000.5208). Todos os participantes da pesquisa assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido (Anexo ).

3.2 SELEGAO DE VOLUNTARIOS

Os participantes da pesquisa foram selecionados do ambulatério de urologia
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE).

A partir do recrutamento, os participantes formaram um grupo controle (sem
neoplasia), um grupo com portadores de cancer de préstata (CP), um com
portadores de cancer de rim (CR) e outro com portadores de cancer de bexiga (CB).
Todos os voluntarios, a exce¢do do grupo controle, deveriam ser portadores de
neoplasia uUnica, sem tratamento inicial e ndo ter outro cancer ativo.

Para estabelecimento do numero de participantes deste estudo, considerando
a margem de erro aceitavel (5%), o nivel de confiangca (95%), a acuracia e a
precisdo esperada para determinacdo dos resultados tidos como verdadeiros para
investigacao por via metabonémica, com base em estudo anterior de Godoy et al em
2010 cuja proporgao esperada para positividade foi de 94%, a amostra deste estudo
devera corresponder a 60 pacientes, sendo 30 no grupo experimental e 30 no
controle [125]. O célculo foi baseado em uma distribuicdo normal, conforme férmula
abaixo descrita.

N=z*Z(P(1-P))/(D*D)
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Onde: P refere-se a proporgao Esperada; D, a Semi-amplitude do Intervalo de
Confianga (IC); e, Z é igual a 1,96, considerando o IC de 95%.

O numero de voluntarios, por ser um estudo em fase de piloto, foi
estabelecido como uma fragao de 20% do numero total de participantes. Neste caso,
0 numero de participantes neste piloto seria no minimo de 12 participantes.

Para o controle foram selecionados pacientes do ambulatério de prevencao
urolégica que nao possuiam nenhuma doenga urolégica ou cancer de qualquer
sistema organico.

Os voluntarios com cancer de prostata foram todos diagnosticados com esta
neoplasia por meio de bidpsia prostatica transretal e que nao havia iniciado nenhum
tratamento.

Os voluntarios com cancer de bexiga, foram aqueles com diagnéstico desta
neoplasia realizado por cistoscopia e biopsia e que ndo haviam sidos submetidos a
imunoterapia com Bacilo de Calmette-Guérin (onco BCG), ou mitomicina C, bem
como qualquer outro tratamento intra-vesical.

E os voluntarios com cancer de rim foram aqueles que tiveram a confirmagao
do diagnéstico de CCR por meio de exame anatomopatolégico em pds-operatorio.

Todos aqueles que possuiam neoplasias concomitantes ou que o exame
anatomopatoldgico nao revelou a neoplasia maligna foram excluidos. No grupo de
pacientes com cancer renal, os participantes com diagnostico de carcinoma urotelial
também foram excluidos, devido a semelhanga deste tipo histolégico com o cancer
de bexiga e ndo com o CCR.

Os voluntarios forneceram 3ml de urina para analise que foi enviada para o
Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da Universidade Federal de

Pernambuco, para serem submetidas a RNM de H.
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3.3 ESPECTOMETRIA DE RNM 'H

O material apdés acondicionamento em freezer foi encaminhado ao
Laboratério da Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental para
serem submetidos a analise.

As amostras foram adicionadas 200uL solugdo-tampdo de fosfatos (fosfato
monobasico de sodio + fosfato dibasico de sédio - Na;HPO4 / NaHPO4 — 0,2 mol L -
1) para eliminar o efeito do pH urinario a cada 400 uL de urina in natura. Apds a
homogeinizagao, a solugéo foi transferida para o tubo de RNM de 'H de 5mm de
didametro interno e introduzida no espectdémetro Varian Unit Plus (Varian NMR)
operando a 300MHz, realizando uma sequéncia de pulsos com pré-saturacido para
supressao do sinal da agua na aquisicdo do espectro. O tempo para o
processamento da analise € de aproximadamente 4 minutos.

Uma vez obtidos os sinais originados pelo espectdmetro, procedeu-se o
processamento, pela transformacado de Fourier, seguido da calibragdo da escala,
utilizando um padréao de referéncia interna, corre¢ao da linha de base do espectro.

Os seguintes parametros foram empregados: janela espectral igual a 5 KHz,
tempo de aquisicao igual a 6,4s, pulso de 90°, delay de saturagao igual a 3,0s e 32
repeticdes. Todos os espectros foram processados utilizando line boardening igual a
0,3Hz e o sinal de 3,06 ppm, atribuido ao grupo metil da creatinina, foi utilizado
como referéncia o deslocamento quimico. As distor¢des da linha de base e fase
foram corrigidas manualmente.

Os espectros de RNM 'H (6 0,0 — 10,0 ppm) foram automaticamente
reduzidos a 154 regides de igual comprimento (& 0,05 ppm), excluindo a regiao entre
0 4.2 e 6.4 ppm, para eliminar os sinais da agua e uréia. Transformando os graficos

(espectro) em dados numéricos construimos uma matriz onde as linhas refletem as
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amostras e as colunas as variaveis [12, 18, 126]. Além disso, o espectro foi
normalizado em funcdo da intensidade de cada regido, utilizando o VNMRG6.1
software (Varian, Inc.).

Com a matriz de dados processada, foram realizados tratamentos estatisticos
multivariados (PCA, PLS-DA, OPLS-DA e LDA), utilizando o software Statistica 8.0 e
a ja referenciada plataforma on-line MetaboAnalyst, construindo assim, os modelos

metabondmicos [127].
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados espectrais depois de reunidos em uma matriz cotendo n linhas,
onde n &€ o numero de casos, e 155 colunas (variaveis), sendo 154 regibes
espectrais (BINS) e uma variavel de classe (positivo ou negativo para a doenga). Os

x=(xi-X)

dados foram normalizados na linha usando a expressao ,onde x; é a area

S
de integracdo da variavel i (deslocamento quimico o;), x € a média das areas de
integracdo de cada variavel para aquela amostra, e s é o desvio padrdo observado.
Esta matriz foi utilizada como entrada para a analise de componentes principais
(PCA), resultando em n-1 PC’s. Nenhum agrupamento natural foi observado.
Portanto, foram utilizados métodos supervisionados: PLS-DA, OPLS-DA e LDA.

Para as PLS-DA e OPLS-DA foram aplicadas na matriz de dados original
apds pré-processamento: normalizacdo pela soma e auto-escalonamento. Para
investigar os metabdlitos associados a discriminagédo entre os grupos foi utilizado o
escore de importancia de variaveis para projecao (VIP), como ponto de corte >1.

A selecao de variaveis para a construcdo do modelo usando LDA teve inicio
separando-se os dados espectrais em fungdo do seu status fisiopatoldgico,
determinada doenga ou controle, sendo obtido o espectro médio de cada grupo.
Esses espectros foram subtraidos evidenciando os & mais importantes para a
discriminagéo entre os grupos. Uma vez separados, os & foram utilizados como
dados de entrada para a LDA, sendo selecionadas 10 variaveis por Lambda de
Wilks, para construir o modelo metabonémico. O modelo foi validado por validagcao
cruzada total e posteriormente tratados estatisticamente pelo Software Statistica e a

plataforma on-line MetaboAnalyst.
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Uma vez realizadas as inferéncias, foram criados modelos metabonémicos
onde sao calculados sensibilidade, especificidade, e valores preditivos positivo

(VPP) e valor preditivo negativo (VPN).
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4. RESULTADOS

Foram selecionados 26 voluntarios do ambulatério de Urologia do HC/ UFPE,
distribuidos em grupo Controle (07), voluntarios saudaveis; Cancer de Prostata (CP)
com 09 voluntarios; Cancer de Bexiga (CB) com 05 voluntarios e Cancer de Rim
(CR) com 05 voluntarios.

O grupo controle composto por homens entre 60 e 67 anos, sem neoplasia
oncoldgica ativa; CP com homens entre 61 e 69 anos, com diagnéstico de cancer de
prostata e sem nenhum tratamento iniciado; CB com 02 homens com idade entre 70
e 76 anos e 3 mulheres com idades entre 57 e 75 anos; e, CR com um homem e

idade de 35 anos e 4 mulheres com idades entre 54 e 64 anos.

N°. de Voluntarios Faixa Etaria Proporg¢ao de

Homens:Mulheres

Controle 7 60-67 7:0
cpP 8 61-69 9:0
CB 5 57-76 2:3
CR 5 35-64 1:4

Tabela 2. Resumo do numero de voluntarios e idades por grupo.

As amostras foram submetidas ao tratamento conforme o protocolo do
laboratério central do DQF/UFPE para submissdo a RNM de He posterior aquisicao
dos espectros para depois construcdo de modelos metabondédmicos. Em todos os
casos ndao houve uma separagdo dos espectros na analise exploratéria (PCA),

sendo entdo submetidos a métodos supervisionados PLS-DA, OPLS-DA e LDA.
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Houve separacido entre os grupos de CB e CR, porém discreta devido ao
pequeno numero da amostra, ndo sendo possivel criagcdo de modelo metabonémico
para cada grupo, tratando os dois grupos em conjunto. Neste caso, as amostras dos
grupos CB e CR foram agrupadas para andlise como se fosse um unico grupo,
criando assim uma matriz para analise e comparagdo ao grupo controle. A
separagao no grupo CP permitiu a criagdo de um modelo especifico, apesar de nao
possuir o nUmero amostral ideal.

Para os grupos CB e CR associados, foram utilizadas 17 amostras de urina,
sendo: 7 saudaveis, 5 voluntarios diagnosticados com cancer de bexiga e 5
diagnosticados com cancer de rim.

Os arranjos utilizados para a construgdao dos modelos estatisticos foram:

PCA, PLS-DA, OPLS-DA e LDA, usando o pré-processamento e normalizacao pela

soma.

Resultados semelhantes foram obtidos usando o modelo PLS-DA

Abaixo sdo apresentados os resultados do modelo OPLS-DA e LDA,
separadamente.
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Figura 6. Scores plot: A esquerda, grafico de escores OPLS-DA e, & direita, Grafico
com os valores de R2Y (variacdao entre os grupos) e Q2 (capacidade preditiva)
obtidos para o modelo OPLS-DA.
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A Figura 6 discrimina os grupos estudados sem area de confundimento, os
valores de R2Y (99,2%) e Q2 (46,0%), indicam a variancia explicada pelo modelo e
o poder de predicao, respectivamente.

Com o intuito de obter um modelo alternativo quanto a classificacdo das
amostras estudadas, foi construido um modelo estatistico baseado no LDA. Os
resultados indicam que modelo metabonémico construido obteve VPP de 100%,
VPN de 85,7%, especificidade de 100% e sensibilidade de 90,9%. Estes resultados
sdo mostrados na Figura 7 e Tabela 3.
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Figura 7. Scores plot2: Grafico dos escores obtidos na fungéo discriminante
(LDA) pelas amostras fornecidas por voluntarios saudaveis do grupo controle
(healthy) e pacientes diagnosticados com cancer de bexiga ou rim (disease).

A Tabela 3 mostra os valores preditivos, positivo e negativo, para as amostras

em conjunto apos a andlise de variagdo cruzada, mostrando uma clara separagao

entre o grupo controle e o grupo CB/CR agrupados.
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Matriz de Classificagdo - LDA

Classe Percentual Controle CB/CR
correto P=0,4118 P =0,5882
Controle 100% 7 0
CB/CR 100% 0 10
Total 100% 7 10
LDA com LOOCYV (Com 5 variaveis)
Controle CB/CR
Controle 6 1 85,7%
CB/CR 0 10 100%
TOTAL 6 11 94,1%

Tabela 3. Matriz de Classificagdo e Validagao cruzada (LOOCV) obtidos pela
LDA. Controle VS CB/CR.

Quanto aos resultados de comparagao do grupo controle com o grupo com
CP, foram utilizadas 15 amostras de urina, sendo 7 saudaveis e 8 voluntarios
diagnosticados com cancer de prostata. Da mesma forma que na analise anterior,
foram utilizados para a construgdo dos modelos estatisticos os seguintes arranjos:
PCA, PLS-DA, OPLS-DA e LDA, usando o pré-processamento e normalizagcao pela
soma.

A Figura 8 discrimina os grupos estudados sem area de confundimento, os
valores de R2Y (91,4%) e Q2 (15,8%). Os resultados encontrados a partir do LDA
indicam que modelo metabondémico construido classificou corretamente todas as
amostras, em virtude disso, os valores de VPP, VPN, especificidade e sensibilidade

foram iguais a 100%. Estes resultados sdo mostrados na Figura 9 e Tabela 4.
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os valores de R2Y e Q2 obtidos para o modelo OPLS-DA.
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Figura 9. Grafico dos escores obtidos na fungao discriminante (LDA) pelas
amostras fornecidas por voluntarios saudaveis (healthy) e pacientes diagnosticados
com cancer de prostata (Prostate cancer).
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Matriz de Classificagdo - LDA

Classe Percentual Controle CP
correto P =0,4375 P=0,5625
Controle 100% 7 0
Cp 100% 0 8
Total 100% 7 8
LDA com LOOCYV (Com 4 varidveis)
Controle Cp
Controle 7 0 100%
Cp 0 8 100%
TOTAL 7 8 100%

Tabela 4. Matriz de Classificagdo e Validagao cruzada (LOOCV) obtidos pela
LDA. Controle VS CP.

Neste caso, a comparagdo do grupo controle com a CP foi excelente,

demonstrando uma sensibilidade, especificidade e VPP e VPN de 100% (Tabela 4).
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5. DISCUSSAO

Os espectros de RNM de biofluidos podem ser avaliados de forma
quantitativa, em relacdo a forma fisica do espectro e qualitativa, em relagdo a
estrutura quimica das substancias que compde o espectro.

Considerando a avaliagao qualitativa, observa-se que o objetivo deixou de ser
a quantificacdo de determinada substancia e passou a ser a analise das mudancas
de perfil dos metabdlitos enddégenos, produzindo um padréo sobre uma determinada
alteragao, que pode ter significado diagnéstico ou classificatorio.

A ascensdo da metodologia metabondmica tem a vantagem de ser nédo-
invasiva e de fornecer uma “impressao digital” do estado metabdlico de cada pessoa
a partir de uma pequena amostra de um biofluido, por exemplo, de urina [13, 15].
Por isso, este método tem sido utilizado na tentativa de diagnosticar diversas
patologias oncoldgicas [82, 84, 119].

Diversas metodologias ndo-invasivos e seguras, com boa acuracia tem sido
estudadas, incluindo a via metabondémica. Muitos autores buscam o diagndstico ou
biomarcadores por diversas técnicas [109, 113, 128].

Lodi et al. (2011) mostraram o valor da via metabondédmica em varios tipos de
cancer, pelo fornecimento do que chamaram de “impressao digital” do cancer, além
da importancia no seguimento destas patologias [129]. Urquidi et al. em 2012
corroboraram sobre a importancia do método em sua revisao sobre 0s mais diversos
tipos de biomarcadores [130].

O presente estudo se propde a criar um modelo estatistico a partir do
espectro de urina adquirido através de RNM em um modelo com padrao metabdlico
para o cancer de prostata, bexiga e rim. Ou seja, através de uma unica coleta, tentar

montar um modelo que possa diagnosticar essas doencas sem a necessidade de
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um método invasivo. Mas nao ha, neste estudo, o objetivo de descobrir um marcador
especifico.

Sobre a composicao da amostra, pode-se considerar que a selecdo de
voluntarios ndo foi homogénea. O grupo controle formado por homens pode ser
perfeitamente pareado ao grupo CP, mas torna-se fragil para os grupos CB e CR. A
auséncia de mulheres no grupo controle gera um fator de confundimento,
especialmente pelo metabolismo inerente as mulheres. Além disso, houve
discrepancia de faixas etarias, de forma mais acentuada no grupo CR, com média
de idade inferior ao controle.

Portanto, é necessaria uma melhor distribuicdo dos voluntarios com a
ampliacdo da amostra no controle, incluindo mulheres e voluntarios de outras faixas
etarias.

Para equalizar as amostras decidiu-se pela criagdo de um modelo unico,
associando os grupos CB e CR (CB/CR).

Os resultados apresentados pelos espectros de CB e CR em conjunto,
embora ndo sejam resultados de comparacdo entre todos os grupos, mostram-se
promissores na descoberta da presenga de doenca maligna, onde o grupo controle
era sabidamente saudavel e o grupo CB/CR, embora agrupado com doencas
diferentes, € composto em sua totalidade de portadores de uma doenga maligna
uroldgica em atividade.

O perfil de sensibilidade de 90,9%, especificidade de 100%, VPP de 100% e
VPN de 85,7% mostram uma grande capacidade desse modelo para o diagndstico
destas patologias. A biopsia direta possui valores acima de 90% para o cancer de

bexiga e de rim, devido a avaliagao tecidual direta [5, 53].
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No caso especifico do cancer de rim, por bidpsia guiada por exames de
imagem, principalmente por TC, observa-se uma sensibilidade de 97,7%,
especificidade de 100%, VPP e VPN de 100% [131], mas esta € uma modalidade
invasiva. Os valores encontrados no modelo metabondmico sao proximos daqueles
observados na biépsia. Nao ha publicagbes confidveis para métodos diagnosticos
nao invasivos para o cancer de rim.

Para o cancer de bexiga, em métodos nao-invasivos como a citologia
oncética, a positividade depende do grau de diferenciagdo do tumor, com uma
variacao da sensibilidade entre 21-53%, especificidade entre 81-95%, VPP entre 71-
90% e VPN entre 57-67% [132]. Outros métodos nao-invasivos, por exemplo, pela
transcricdo génica de sedimentos urinarios, observa-se sensibilidade de 81,5% e
especificidade de 91,3% [133]. Goodison et al. (2012), demonstraram, através de um
modelo estatistico, pelo do cruzamento de 8 biomarcadores a sensibilidade de 90%
e especificidade de 97% para o diagnéstico do cancer de bexiga [134].

Este estudo revela uma tendéncia positiva para validacdo do método
diagnostico para cancer de rim e de bexiga. Foi observada uma acuracia superior
para o diagnostico do cancer de bexiga, quando comparados os modelos de
citologia oncética e o cruzamento estatistico de biomarcadores aos padrdes de
especificidade (100%) e sensibilidade (90,9%) da estratégia metabondémica (Tabela

5).

Tabela 5. Comparacéao de estudos CB/CR.
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Cancer de
Cancer de Bexiga CB/CR
Rim
Bidpsia Guiada Citologia Combinagao de Metabondémica
Maturen, 2007 oncdtica, biomarcadores
McCroskey, Goodison, 2012
2015
Sensibilidade 97,7% 21-53% 90% 90,9%
Especificidade 100% 81-95% 97% 100%
VPP 100% 71-90% N&o calculado 100%
VPN 100% 57-68% N&o calculado 85,7%

Fonte: Elaborado pelo autor a partir de [131, 132, 134]

Quanto ao cancer de prostata os valores encontrados foram de 100% para
sensibilidade, especificidade, VPP e VPN, estando acima dos valores obtidos
inclusive por bidpsia transretal, que é de 86,4% de sensibilidade, especificidade de
60,7%, VPP de 63,3% e VPN de 85% [135], comportando-se como um método
promissor para diagnostico desta patologia, principalmente por ser completamente
nao invasivo.

Quando comparados a outros métodos n&o-invasivos, Mengual et al. em
2016, encontraram sensibilidade de 77% e especificidade de 67% com o método de
transcricdo génica de sedimentos urinarios [128], sendo estes abaixo dos valores
encontrados no presente estudo.

Aggio et al (2016) em 2016, utilizando a técnica de cromatografia do soro
conseguiu resultados satisfatérios para cancer de bexiga e prostata, incluindo ainda
um grupo onde havia amostras dos dois tipos de cancer, atingindo sensibilidade e
especificidade de 96 e 100%, 95 e 96% e 78 e 98%, respectivamente [136]. Esses

resultados sdo semelhantes aos encontrados no presente estudo, principalmente,
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por tentar detectar mais de uma patologia e conseguindo um perfil de sensibilidade e

especificidade também muito elevado. A Tabela 6 resume os principais resultados.

Tabela 6. Comparacao de estudos CP

Cancer de prostata

Bidpsia Transcrigao Cromatografia, Metabonémica
Transretal génica Aggio, 2016
Sohail, 2015 Mengual, 2016
Sensiblidade 86,4% 7% 95% 100%
Especificidade 60,7% 67% 96% 100%
VPP 63,3% N&o calculado Nao calculado 100%
VPM 85% Nao calculado Nao calculado 100%

Fonte: Elaborado pelo autor a partir de [128, 135, 136]

As limitagbes deste estudo devem-se principalmente a homogeneidade da
amostra e a composi¢cdo dos grupos, especialmente relativa ao agrupamento dos
grupos CB e CR (CB/CR). Apesar disto, a estratégia metabondémica parece ser um
bom modelo para diagnostico de cancer uroldgico, sendo melhor em alguns casos

até que métodos invasivos.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A estratégia metabondémica mostrou-se promissora como método de
diagnostico de neoplasias urolégicas em amostras de urina de pacientes com cancer
de préstata, bexiga e rim.

Os resultados encontrados no estudo piloto encorajam a continuidade deste
projeto, apds as corregbes metodologicas necessarias, além de nortearem a
expansao desta linha de pesquisa.

Esta em andamento uma pesquisa dedicada a avaliagdo de um modelo
metabondmico para cancer de préstata pelos espectros da RNM de sémen, soro e

urina.
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