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El tumor vesical (TV) es la neoplasia maligna mas comun del tracto urinario.
En Europa la mayor tasa de incidencia ajustada por edad se da en Espafia
(41,5 en hombres y 4,8 en mujeres) y la mas baja en Finlandia (18,1 en
hombres y 4,3 en mujeres). En Espafia se diagnostican 12.000 nuevos casos
anualmente. El TV se puede clasificar en tumor musculo invasor (TVMI) y no
musculo invasor (TVNMI) dependiendo de la afectacion del musculo detrusor
vesical en el estudio histoldgico. El diagndstico del TV se basa enla
cistoscopia, que se debe realizar ante la sospecha clinica. En el momento del
diagndstico, aproximadamente el 75% de los TV son TVNMI. El diagndstico
histolégico y tratamiento del TVNMI se realiza a través de la
biopsia/reseccidén vesical transuretral (RTU). Una vez establecido el
diagnéstico, y con los datos histoldgicos, se puede estimar el riesgo
individual de recidiva y progresion. La vigilancia del TVNMI se realiza con
cistoscopias y citologias urinarias seriadas. El tiempo total de vigilancia y la

frecuencia de las cistoscopias depende del riesgo individualizado.

La cistoscopia es un procedimiento costoso e invasivo. Por esta razény
buscando simplificar la vigilancia del TVNMI, desde hace mas de 30 afios se
realizan ensayos en orina con el objetivo de hacer el diagndstico de manera
no invasiva. El objetivo principal de los ensayos en orina deberia ser
integrarse en un protocolo de vigilancia que mejore el existente. La mejor
manera de mejorar la vigilancia seria reducir el nimero de cistoscopias

necesarias.
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La primera parte de nuestro proyecto ha consistido en revisar la literatura en
busca de marcadores/ensayos que hayan demostrado poder mejorar la
vigilancia del TVNMI. Se realizé una revisidn sistematica de la Ultima década,
restringida a marcadores utilizados en la vigilancia. Encontramos que los
altos valores predictivos negativos de varios ensayos permitirian reducir el
numero de cistoscopias en la vigilancia del TVNMI. Seis ensayos de factores
de transcripcién tuvieron un valor predictivo negativo superior al 90% y uno
de ellos, ademas, se puede realizar en el punto de control. Dos ensayos de
factores de transcripcidn y uno de proteinas demostraron reducir entre el
23% vy el 35% del numero de cistoscopias realizadas durante la vigilancia. Sin
embargo, a pesar de estos buenos resultados, actualmente ninguno de estos

ensayos esta recomendado para sustituir a la cistoscopia.

Con el objetivo de seleccionar los pacientes con mayor riesgo de recidiva
durante la vigilancia y reducir el nimero de cistoscopias, decidimos evaluar
un ensayo, basado en la determinacidn de proteinas urinarias, que ademas
permite obtener resultados inmediatos en el punto de control (PdC). EI UBC
(Urinary Bladder Cancer) Rapid® es un ensayo que detecta la presencia de las
citoqueratinas 8 y 18 en la orina. De manera prospectiva realizamos el
ensayo a 336 pacientes (297 en vigilancia de TVNMI y 39 con diagndstico
inicial). Los hallazgos descritos en la cistoscopia (tamafio y nimero de
tumores), antecedentes de TVNMI, género, edad, tiempo desde la ultima

cirugia transuretral, tratamiento endovesical previo con instilaciones de BCG
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y resultados de la citologia urinaria fueron documentados. En el grupo de
vigilancia fueron diagnosticadas 27 recidivas tumorales (9.8%). En este
grupo, UBC Rapid® demostré tener un mejor rendimiento diagndstico en los
TV de alto riesgo. En los pacientes con TV inicial, se observé que el Unico
predictor independiente de elevacién y/o positividad UBC Rapid® es el
tamanfio tumoral. Dado que el nivel de UBC Rapid® depende del tamafio
tumoral y que las recidivas durante la vigilancia de los TVNMI suelen ser de
pequeio tamafio, como media 5 mm de didmetro, la sensibilidad de UBC
Rapid® fue baja. En el grupo de vigilancia, la sensibilidad global fue de 33% vy
de 46% en los TVNMI de alto riesgo. De esta manera, si solo hiciéramos
cistoscopia a los pacientes con UBC Rapid® positivo evitariamos un 66% de
cistoscopias, pero dejariamos de diagnosticar 7 de 13 recidivas tumorales de

alto riesgo.

Concluimos que la implementacién de UBC Rapid® en la vigilancia del TVNMI
podria reducir el nimero global de cistoscopias, pero dejando de
diagnosticar la mitad de las recidivas tumorales de alto riesgo y por ello no

recomendamos su utilizacién en el escenario de la vigilancia del TVNMI.
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Bladder cancer (BC) is the most common malignant neoplasia of the urinary
tract. In Europe, the highest age-standardized incidence rate has been
reported in Spain (41,5 in men and 4,8 in women) and the lowest in Finland
(18.1 in men and 4.3 in women). In Spain, we diagnose 12000 new cases
every year. BC can be classified in muscle-invasive BC (MIBC) and non-muscle
invasive BC (NMIBC) depending on the affection of bladder detrusor muscle
in the histologic specimen. Diagnosis of BC is based in cystoscopy, which
should be done whenever there is a clinical suspicion. At diagnosis, circa 75%
of BC are NMIBC. The definitive diagnosis and initial treatment of NMIBC is
given by trans-urethral resection (TUR). Once we have the diagnosis and the
whole histological data, the risk of recurrence and progression can be
estimated. Surveillance of NMIBC is performed by cystoscopies and urine
cytology. The whole time of surveillance and the frequency of cystoscopic

examinations depend on the risk group.

Cystoscopy is an expensive and invasive method of diagnosis. For these
reasons and trying to simplify surveillance of NMIBC, urologist have been
using urinary assays for around 30 years. The main objective of these assays
should be to be part of an alternative surveillance protocol that can improve
the actual one. The best manner to improve surveillance is to reduce the

number of cystoscopies in surveillance.
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The first part of our project was to perform a literature review for assays that
had proven to improve the surveillance of NMIBC by reducing cystoscopies.
We did a systematic review of published papers of the last decade, focusing
only in assays used in surveillance. The negative predictive values (NPV) of
several assays could reduce the number of cystoscopies in NMIBC
surveillance. Six transcription-factor assays had an NPV rate greater than
90%, and one of them can be performed at point of control. Two
transcription factors and one protein assays proved reduction between 23%
and 35% of surveillance cystoscopies. Despite this data, no assay / marker is

recommended to replace cystoscopy.

Aiming to reduce cystoscopies by selecting high risk patients, we decided to
use a protein assay with immediate results (point-of-care, PoC) in our study.
We employed UBC Rapid®, a PoC assay that detects cytokeratins 8 and 18 in
urine. We performed the UBC Rapid® assay in 336 patients, 297 in
surveillance for non—muscle-invasive bladder cancer and 39 with newly
diagnosed bladder cancer. Data on cystoscopy findings (size and number of
tumors), bladder tumor antecedents, gender, age, time since last TUR,
previous treatment with BCG and voided urine cytology were collected. We
diagnosed 27 recurrences (9.8%) in the surveillance group. In this group, UBC
Rapid® sensitivities were better in high risk BC. In the newly diagnosed, the
only independent predictor of UBC Rapid® elevation / positivity was tumor

size. As the urine level of UBC Rapid® relates to tumor size and recurrences
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during surveillance tend to be small, media of 5 mm, the sensitivity of UBC
Rapid® was poor. In surveillance group, overall sensitivity was 33% and 46%
in high risk NMIBC. Thereby, performing cystoscopies only in UBC Rapid®
positive patients would avoid 184 cystoscopies (66%) but missing 7 out of 13

high risk recurrences.

We concluded that restrict cystoscopies to UBC Rapid® positive patients
could result in reduction of surveillance cystoscopies but missing half of high-
risk recurrences. For this reason, we do not recommend its use in

surveillance of NMIBC.
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1. Epidemiologia

El tumor vesical (TV) es la neoplasia maligna mas comun del tracto urinario.
De forma global es la séptima mds frecuente en hombres y la undécima al
considerar ambos sexos®. A nivel mundial la tasa de incidencia ajustada por
edad (por 100000 persona/afios) es 9,0 para hombres y 2,2 para mujeres?. En
Europa la mayor tasa incidencia ajustada por edad se da en Espafia (41,5 en
hombre y 4,8 en mujeres) y la mas baja en Finlandia (18,1 en hombre y 4,3
en mujeres). En Espafia se diagnostican 12.000 nuevos casos anualmente?.
Mundialmente, la tasa de mortalidad ajustada por edad (por 100000
persona/afios) asociada al TV fue de 3,2 para hombres y 0,9 para mujeres en
2015% Laincidencia y la mortalidad del TV varian segun regiones debido a
diferentes factores de riesgo, variantes histoldgicas, métodos de diagndstico

y disponibilidad de tratamiento.

2. Etiologia

2.1.Tabaquismo: fumar tabaco es el factor independiente mas
relacionado con el TV3. Se ha establecido que produce entre el 50% y 65% de
los casos en hombres y entre el 20% y 30% en mujeres®. La incidencia del TV
estd ademas relacionada con la duracién y la intensidad del tabaquismo, a
mayor tiempo de fumador/a y mayor cantidad de cigarros diarios, mayor
incidencia de TV%. El primer consejo a un paciente con TV es cesar el

tabaquismo?®. Dejar el habito tabdquico resulta en disminucién inmediata del
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riesgo de TV en aproximadamente un 40% menos entre los primeros 1 a 4
afios y 60% menos a los 25%. Cesar el hdbito de fumador disminuye el riesgo
de TV por igual en hombres y mujeres3.

2.2.Exposicion ocupacional a quimicos: es el segundo factor mas
importante relacionado con el TV. EI TV relacionado al trabajo es
aproximadamente un 20-30% de todos los casos en algunas series y estd mas
asociado a profesiones que utilizan tintes, cauchos, textiles, pinturas, cueros
y quimicos industriales®. En personas expuestas a aminas aromaticas el
riesgo de TV es significativamente mayor a los 10 afios y persiste hasta 30
afios de la exposicion’.

2.3.Radioterapia: se han reportado tasas elevadas de TV en pacientes
sometidos a radioterapia externa pélvica por tumores ginecolégicos, con
riesgos relativos de entre 2 y 48, Con el advenimiento de nuevos tipos de
radioterapia (de intensidad modulada) en, por ejemplo, el cancer de prdstata
se ha sugerido que el riesgo de TV secundario sea menor. A pesar de esto y
dado que el TV requiere un tiempo muy largo para su desarrollo, habra que
esperar los resultados a largo plazo®.

2.4.Factores dietéticos: se han relacionado varios tipos de alimentos y
dietas con la aparicidn del TV, con resultados controversiales. Un estudio,
que sigue en marcha, no encontrd relacidon entre el TV y el consumo de agua,

carnes rojas, frutas o vegetales. En cambio, parece haber una relacion
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inversa con el consumo de flavonoides y ligninas, especialmente en los TV
mas agresivos®.

2.5.Infecciones cronicas vesicales y esquistosomiasis: la esquistosomiasis
es una parasitosis muy prevalente en el Caribe, Africa, Asia y América del Sur.
Se estima que aproximadamente hay unas 600 millones de personas
afectadas, lo que la convierte en la segunda parasitosis a nivel mundial
(precedida solo por la malaria)'°. Se ha establecido una relacion causal entre
la infeccidn por esquistosoma y el TV urotelial y el de estirpe escamosa’!. De
manera similar, estudios de casos y controles han relacionado la aparicién de
TV con infecciones crdnicas no producidas por esquistosoma??.

2.6.Género: a pesar de que el TV es mas frecuente en hombres, en las
mujeres suele diagnosticarse en estadios mas avanzados y con peor
supervivencia general y cancer especifica®®. Estos hallazgos también se han
demostrado en anélisis descriptivos de poblacidn austriaca®®. Sin embargo,
estas diferencias en mortalidad son debatibles; un estudio canadiense
demostré que después de ajustar por el tipo de tratamiento recibido no
habia diferencias de supervivencia general o cancer especifica entre ambos
géneros®. Otro estudio poblacional norteamericano sugiere que las
diferencias de mortalidad tienen que ver con el retraso en el diagndstico. En
las mujeres, el diagndstico diferencial del TV incluye patologias mas

prevalentes y menos graves, lo que podria retrasar el diagndstico?®.
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2.7.Factores genéticos: cada vez hay mas evidencia que sugiere la
asociacion de factores genéticos al desarrollo del TV. Un estudio poblacional
reciente demostré un aumento de la frecuencia de TV en familiares de
primer y segundo grado independientemente del habito tabaquico y los
factores ambientales?’. Estudios recientes han detectado locus especificos e

independientes y que estan asociados al TV,

3. Clasificacion histoldgica

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describe varios
tipos histologicos de TV (Ver Tabla 2). El 90% de los diagndsticos corresponde
a tumor urotelial®. Los tipos histoldgicos que siguen en frecuencia son el TV
escamoso, el adenocarcinoma y el TV bilarzhial (secundario a
esquistosomiasis). De acuerdo con la OMS, para que un TV sea categorizado
como un tipo diferente del urotelial, el 100% del tumor debe representar el
tipo histolégico descrito. Cualquier otro porcentaje de representacién
corresponde un TV urotelial con diferenciacion.
El TV se puede clasificar en tumor musculo invasor (TVMI) y no musculo
invasor (TVNMI) dependiendo de la afectacion del musculo detrusor en el
estudio histoldgico (Ver Tabla 1). Ademas, en el caso del TVNMI se debera
asignar un grado histoldgico®.

3.1.Tumor vesical Mdsculo invasor: el TVMI por definicién es de alto

grado. Teniendo esto en consideracion, determinar las variantes histoldgicas
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puede ayudar a predecir la evolucidn de la enfermedad y la respuesta a
terapias®. Las variantes histolégicas aceptadas actualmente se pueden ver
en la Tabla 1. De manera general, las variantes no uroteliales suelen
comportar menor sobrevida global y cancer especifica®. En la enfermedad
musculo invasora el tratamiento debe ser radical (cistectomia radical mas
reconstruccion de la via urinaria inferior) juntamente con tratamiento de
quimioterapia de ser necesario®.

3.2.Tumor vesical No musculo invasor: son los TV papilares o planos
confinados a la mucosa y que invadan la lamina propia son clasificados como
Tay T1 respectivamente?® (ver tabla 1). En el caso del TVNMI el tratamiento
se basa en la reseccién transuretral del tumory, de ser necesaria, la
posterior instilacién vesical con antineopldsicos o inmunoterapia. Las
instilaciones vesicales tienen el objetivo de disminuir el riesgo de recidiva y
progresion a enfermedad musculo invasora. Una vez tratado el TVMNI, la
vigilancia busca anticipar la progresion y hacer el diagnéstico precoz de las
recidivas. En nuestro estudio nos centraremos en el TVNMI. En el momento
del diagndstico, aproximadamente el 75% de los TV son TVNMI?L,

3.3.Carcinoma in Situ (CiS): es un carcinoma de alto grado, no exofitico
(plano), no invasor y de alto grado®. La presencia de CiS es un factor de riesgo

122, Se estima que sin tratamiento, la

para progresion y recidiva del TVNM
mitad de los pacientes con CiS progresara a TVMI?, El tratamiento del CiS no

se puede lograr tan solo con RTU, se debe complementar con instilaciones
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(Seccidn 7). En el caso de CiS recidivante o refractario a tratamiento

conservador, la cistectomia radical es el tratamiento de eleccidn®.

Tabla 1. Estadiaje local (T) del tumor vesical?®

ESTADIO TUMORAL (T)

Tx
TO
Ta
Tis
T1

T2

T3

T4

T2a

T2b

T3a

T3b

DESCRIPCION HISTOLOGICA

No se puede evaluar

No hay evidencia de tumor

Tumor papilar no invasivo

Carcinoma in situ

Tumor que invade el tejido conjuntivo

subepitelial

Tumor que invade la capa muscular (detrusor)
e Eltumor invade la capa muscular

superficial

e Eltumorinvade la capa muscular
profunda

Tumor que invade la grasa perivesical
e Invasidn microscépica

e Invasidon macroscopica

Tumor que invade cualquiera de las siguientes
estructuras: prostata, Utero, vagina, pared
pélvica o pared abdominal.
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INVASION DE
MUSCULO
Tumores
vesicales no
musculo
invasores
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Tumores
vesicales
musculo
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Tabla 2. Clasificacién de los tumores vesicales segun la OMS 20162,

Urothelial tumours

fnfiltrating urothelial carcinoma
Nested, including large nested
Microcystic
Micropapillary
Lymphoepithelioma-like
Plasrnacytoid / signet ring cell / diffuse
Sarcomatoid
Giant cell
Poorly differentiated
Lipid-rich
Clear cell

MNon-invasive urothelial neoplasms

Urothelial carcinoma in situ

Mon-invasive papillary urathelial
carcinoma, low-grade

Mon-invasive papillary urothelial
carcinoma, high-grade

Papillary urcthelial neoplasm of
low malignant potential

Urothelial papillorma

Inverted urothelial papilloma

Urothelial proliferation of uncertain
malignant potential

Urothelial dysplasia

Squamous cell neoplasms
Pure squamous cell carcinoma
Verrucous carcinoma
Sguamous cell papilloma

Glandular neoplasms
Adenocarcinoma, NOS
Enteric
Mucinous
Mixed
Villous adenoma

Urachal carcinoma
Tumeours of Mallerian type

Clear cell carcinoma
Endormetrioid carcinoma

B8120/3

8131/3
808213

B8122/3
8031/3
8020/3

8120/2
8130/2
8130/2

81301
8120/0
8121/0

8070/3
8051/3
80520

814073
B144/3
8480/3
814073
826110

801013

8310/3
B8380/3
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Meuroendocrine tumours

Small cell neuroendocrine carcinoma
Large cell neuroendocrine carcinoma
Well-differentiated neuroendocrine turmaour
Paraganglioma

Melanocytic tumours
Malignant melanoma
MNaevus

Melanosis

Mesenchymal tumours
Rhabdomyosarcoma
Leiomyosarcoma
Angiosarcoma
Inflammatory rmyofibroblastic tumour
Parivascular epithelicid cell tumour
Benign
Malignant
Salitary fibrous tumour
Lelomyoma
Haemangioma
Granular cell tumour
Meurofibroma

Urothelial tract haematopoietic and
lymphoid tumours

Miscellaneous tumours

Carcinoma of Skene, Cowper, and Littre glands

Metastatic tumours and tumours extending
from other organs

Epithelial turnours of the upper urinary tract

Turmours arising in a bladder diverticulum

Urothelial tumnours of the urethra

B8041/3
8013/3
B8240/3
869311

8720/3
872010

8900/3
889013
9120/3
BE25/1

B714/0
B714/3
88151
BE30/0
4120/0
9580/0
95400

814073

The marphology codes are from the International Classification of Diseases
far Oncology (ICD-O) {9174]. Behavicur is coded /0 for benign tumeurs;

M for unspecified, borderling, or uncertain behaviour; [2 for carcinama in
situ and grade | intraepithelial neoplasia; and /3 for malignant temaurs.
The classification is modified fram the previcus WHO classification {7564,
taking into account changes in our undarstandmng of thess lasions.




4. Diagnéstico del TVNMI

El diagndstico del TVMNI se basa en la cistoscopia®. La cistoscopia se debe
realizar ante la sospecha clinica. Los sintomas clinicos que orientan al
diagndstico del TVNMI son poco especificos y nunca patognomonicos. La
hematuria macroscépica monosintomatica es el signo mas importante y esta
asociada a enfermedad de mayor grado y estadio’. Entre las pruebas

diagndsticas que podemos utilizar se encuentran:

4.1.Tomografia computarizada: se puede utilizar para detectar tumores
vesicales o de la via urinaria superior. Usualmente se diagnostican como un
defecto de replecidn del contraste que ocupa la via urinaria®. La necesidad
de realizar una tomografia en pacientes con TVNMI, con el objetivo de
evaluar la via urinaria superior, es dudosa; la incidencia de tumores de la via
urinaria superior va desde 1,8% en los pacientes con tumores de bajo grado
hasta 7% en pacientes con tumores de alto grado o con TVNMI en el
trigono?®. La tomografia no ha demostrado sensibilidad suficiente para
reemplazar a la cistoscopia en el diagndstico de TVZ.

4.2.Ultrasonografia: se puede utilizar para determinar alteraciones del
tracto urinario (hidronefrosis, masas renales, etc.). No ha demostrado
suficiente sensibilidad para reemplazar a la cistoscopia en el diagndstico de

TV ni al TC en el de masas de la via urinaria superior?’.
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4.3.Resonancia magnética multiparamétrica: la utilidad de la resonancia
en el diagndstico y estadiaje del TVNMI no se ha demostrado.
Recientemente se ha publicado una metodologia estandarizada para
reportar pacientes con TV, se ha denominado VI-RADS (Vesical Imaging-
Reporting And Data System)?,.

4.4.Citologia urinaria: tiene alta sensibilidad para detectar TVMNI de alto
grado (84%) pero en los tumores de bajo grado la sensibilidad ronda el
16%%°. Una citologia positiva sugiere un TV de alto grado en alguna parte del
tracto urinario. Por el contrario, un resultado negativo no descarta la
presencia de TV (particularmente si es de bajo grado). Otro de los problemas
de la citologia es la variabilidad dependiente del evaluador. Un estudio
reporta tasas de concordancia de entre 0,7 y 0,86 dependiendo del tipo de
tumor?®,

4.5.Cistoscopia: el diagndstico definitivo del TV se realiza mediante la
visién endoscépica mas citologia o biopsia. La cistoscopia regularmente se
realiza como un procedimiento ambulatorio y se ha demostrado que el uso
de un instrumento flexible y anestesia local aumenta las tasa de adherencia
de los pacientes®.. La cistoscopia se realiza regularmente utilizando luz
blanca. Se han desarrollado tecnologias para identificar el TV que esta
presente pero que no es posible identificar:

4.5.1. Fotodinamico (fluorescencia): se utiliza luz violeta después

de haber instilado acido 5-aminolaevulinico o acido hexaminolaevulinico.
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Se ha demostrado que la fluorescencia aumenta la tasa de diagndstico de
TV, particularmente CiS*2. Una revision sistemdtica demostré una
reduccion de la recidiva del TVNMI a corto y largo plazo, sin embargo, no
demostré mejoria en progresion y mortalidad®.

4.5.2 Imagen de banda estrecha (narrow banding): permite
aumentar el contraste entre urotelio normal e hipervascularizado. Ha
demostrado aumento del diagndstico del TV y reduccidn de recidivas

precoces3+3¢,

5. Recidiva y progresion en el TVNMI

En el TVNMI dos factores se deben tener muy en cuenta: recidiva y
progresion. Recidiva se refiere a la reaparicién de enfermedad con el mismo
grado/estadio. Progresion se refiere a la reaparicion de la enfermedad con
mayor grado/estadio?!. El tratamiento y vigilancia del TVNMI se debe ajustar
al riesgo de recidiva y progresion. Con el objetivo de predecir el riesgo de
cada paciente se han creado tablas de riesgo?2. Las dos recomendadas por la

sociedad europea de urologia son:

5.1.La tabla de la European Organization for Research and Treatment of
Cancer (EORTC)*: incluye factores clinicos y anatomopatoldgicos (himero de
tumores, diametro del tumor, tasa de recidiva previa, estadio T, presencia de
carcinoma in situ y grado histoldgico). Esta tabla se basa en 2596 pacientes

con TVMNI que fueron aleatorizados a varios ensayos. De acuerdo con las
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caracteristicas de los pacientes se asigna un puntaje que se utiliza para
estimar el riesgo de recidiva y progresion al afio y a los 5 afios. Ver Tabla 3y
4.

5.2.El modelo del Club Uroldgico Espafiol del tratamiento Oncoldgico
(CUETO)?: esta basado en 1062 pacientes tratados con diferentes
modalidades de instilacidn vesical con BCG. En su puntaje incluye factores
clinicos y anatomopatoldgicos diferentes de las tablas de la EORTC (género,
edad, tasa de recidiva, nimero de tumores, estadio T, presencia de
carcinoma in situ y grado histoldgico). Utilizando las tablas de CUETO, los
riesgos de recidiva calculados son menores que los de la EORTC,

probablemente por el uso de BCG®.

Establecer el grupo de riesgo individual es fundamental para determinar el
tratamiento y la vigilancia en el TVNMI. La sociedad europea de urologia
recomienda asignar cada paciente a uno de los tres grupo de riesgo de

acuerdo con el puntaje EORTC®. La tabla 5 describe los grupos de riesgo.
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Tabla 3. Ponderacién para puntuar el TVNMI segtin EORTC?,

Factor Recidiva Progresion
Numero de tumores

Unico 0 0
2-7 3 3
>8 6 3
Diametro del tumor

<3cm 0 0
2 3cm 3 3
Frecuencia de recidiva anterior

Primario 0 0
<1 recidiva / afio 2 2
> 1 recidiva / afio 4 2
Categoria

pTa 0 0
pT1 1 4
CiS concomitante

Si 0 0
No 1 6
Grado (OMS 1973)

G1 0 0
G2 1 6
G3 2 5
Puntuacion total 0-17 0-23
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Tabla 4. Probabilidad de recidiva y progresién segtin el puntaje EORTC?.

Puntuaciéon de @ Probabilidad Probabilidad Grupo de riesgo de
recidiva de recidiva al de recidiva al recidiva

cabo de 1 aiio cabo de 5 aiios

% | ICal95% | % | ICal95%

0 15 10-19 31 21-37 Riesgo bajo
1-4 24 | 21-26 46 | 42-49 Riesgo intermedio
5-9 38 35-41 62 58-65 Riesgo alto
Puntuaciéon de | Probabilidad Probabilidad Grupo de riesgo de
progresion de progresion de progresion progresion
al cabode 1 al cabo de 5
afho afos
% ICal95% % ICal95%
0 0,2 0-0,7 0,8 0-1,7 Riesgo bajo
2-6 1 0,4-1,6 6 5-8 Riesgo intermedio
7-13 5 4-7 17 | 14-20 Riesgo alto
14 -23 17 10-24 45 35-55
Tabla 5. Estratificacién en Grupos de riesgo® ‘
Grupo de riesgo Caracteristicas
Bajo riesgo Tumor inicial, solitario, menos de 3 cm sin
CiS
Riesgo intermedio Todos los tumores que no puedan ser

asignados a los grupos de bajo o alto riesgo
Alto riesgo Cualquiera de los siguientes:
e pTl
e Alto grado / Grado 3
e CiS

e pTa de Bajo grado multiple,
recidivante y de mas de 3cm (se
deben cumplir los 3 criterios)

37




6. Tratamiento inicial del TVNMI

6.1.Reseccion transuretral del tumor vesical (RTU): el diagndstico
definitivo del TYNMI lo da la biopsia / reseccién vesical transuretral. El
objetivo principal de la RTU debe ser hacer un diagndstico correcto y
eliminar completamente el TV®. El procedimiento debe incluir la
identificacion de los factores necesarios para asignar el grupo de riesgo
(tamafio, niUmero, presencia de CiS, etc.), la resecciéon completa (de todas las
lesiones vy la visualizacidn del musculo detrusor) y la identificacion de
posibles complicaciones (descartar la perforacién vesical)®. Existen dos
técnicas para la reseccion del TV;
6.1.1. Reseccidn en fragmentos: se debera enviar por separado los
fragmentos que pertenecen a la base tumoral, la parte exofitica del tumor
y los margenes de reseccidn. La reseccion en fragmentos extendidos
brinda informacion adicional de la extensién horizontal y en profundidad
del TV,
6.1.2.  Reseccion en bloque: se puede realizar mediante el uso de
energia monopolar, bipolar, l[dser de Holmio o Tulio en tumores que lo asi
lo permitan. Mediante esta técnica la tasa de representacion del detrusor

llega al 96-100%%°2,

Se ha demostrado que la ausencia de musculo detrusor en el estudio

histoldgico esta asociado a persistencia de la enfermedad, recidiva precoz y
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sub-estadificacién del tumor®®. La presencia de musculo detrusor en el tejido
resecado indica la calidad de la reseccidén y es necesaria para un correcto

estudio histoldgico®.

6.2.Biopsias vesicales: el CiS puede presentarse como una zona
eritematosa o afelpada del urotelio, semejando zonas inflamatorias.
También es posible que no se vea en absoluto®. Por estas razones se
recomienda tomar biopsias de cualquier zona sospechosa de la superficie
vesical. Sin embargo, en pacientes con TV de alto grado o con citologias
urinarias positivas, se recomienda tomar biopsias vesicales de zonas
aleatorias para “muestrear” la superficie vesical en busca de CiS*. Para
obtener una representacion de toda la vejiga se recomienda tomar muestras
del trigono, cipula y de las paredes laterales y posterior®.

6.3.Biopsia de uretra prostdtica: la presencia de CiS en la uretra prostatica
ha sido demostrada por algunos autores*. Es mas frecuente en tumores del
trigono o cuello vesical, en CiS vesical y en tumores multiples*’. Por estas
razones, se recomienda hacer biopsia de la uretra prostatica en estos casos.

6.4.Segunda reseccion: se ha demostrado un riesgo significativo de
enfermedad residual después de una RTU de un TVNMI*, Una revision
sistematica de mas de 8000 pacientes con TVNMI demostré un 51% de
enfermedad residual y hasta un 8% de infra-estadificacion en tumores pT1.
Una segunda reseccidn puede aumentar el tiempo libre de recidiva, mejorar

los resultados de las instilaciones con BCG y dar informacién prondstica®®>2,
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Estudios retrospectivos han demostrado que una segunda reseccion
realizada entre los 14 y 42 dias posteriores a la primera RTU supera en
tiempo libre de recidiva y progresion a una realizada después de 43 dias*.
Basados en estos datos, se recomienda una segunda reseccién entre los 14y
42 dias postoperatorios en resecciones incompletas, ausencia de musculo en

la muestray pT1°.

7. Tratamiento adyuvante del TVNMI

A pesar de que el objetivo de la RTU es eliminar por completo el TVNMI, en
un porcentaje no desdefiable de pacientes habrd persistencia, recidiva y
progresion de la enfermedad®. Por esta razén se recomienda considerar
terapias adyuvantes en todos los casos. Los tratamientos adyuvantes en el
TVNMI consisten en instilaciones vesicales en el postoperatorio inmediato
(con agentes antineoplasicos) o instilaciones tardias (con antineopldsicos o

bacilos de Calmette-Guérin).

7.1.Instilacion postoperatoria inmediata de antineopldsicos: actua
mediante la destruccion de las células tumorales circulantes en la vejiga y las
que puedan quedar en el lecho de la reseccién®**. En un metaanlisis de
2016 que incluyd datos de mas de 2200 pacientes, se redujo la tasa de
recidiva a los 5 afios en un 14%. Los pacientes beneficiados fueron los que
tenian 1 o menos de 1 recidiva en el Ultimo afio y aquellos en los que el

puntaje de la EORTC fue menor de 5°°. Las instilaciones con mitomicina,
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epirrubicina, pirubicina y gemcitabina han demostrado algun beneficio®. La
instilacion debera hacerse en las primeras horas del postoperatorio,
preferiblemente en las primeras 2 horas®. No se debe instilar pacientes con
perforacién vesical ya que se han reportado complicaciones severas®’.

7.2.Instilacién adyuvante con antineopldsicos: la instilacidon de
antineopldsicos disminuye las tasa de recidiva en el primer afo en torno al
13-14% cuando se compara con RTU aislada®. Por el contrario, no disminuye
la tasa de progresion®°. También se ha demostrado que la instilacidn tardiay
continuada de mitomicina C disminuye la tasa de recidiva en pacientes de
riesgo intermedio®. Se recomiendan las instilaciones en paciente de riesgo
intermedio (disminuyen la recidiva mas no la progresién)®. Se han descrito
algunos mecanismos para aumentar el efecto antitumoral intravesical;
basados en hipertermia®! y en electromocidon®. El valor de estas tecnologias
esta por demostrar.

7.3.Inmunoterapia vesical con bacilos de Calmette-Guérin (BCG): la
instilacion de BCG ha demostrado reducir la tasa de recidiva y la progresidn.
Su problema principal es que produce mds efectos secundarios que las
instilaciones de antineoplasicos.

7.3.1.  BCGy recidiva: cinco metaanalisis confirman la superioridad
de BCG vs antineoplasicos en la prevencion de recidivas®*™®’. Un
metaanalisis estimé la reduccién de recidivas en 32% en los pacientes que

hicieron BCG de mantenimiento®.
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8.

7.3.2. BCGy progresiéon: dos metaanalisis han probado que se
retrasa e incluso disminuye la tasa de progresién con BCG de
mantenimiento®®®, Un metaanilisis de la EORTC con mas de 4000
pacientes demostré que la tasa de progresion disminuyd un 27% en los
gue hicieron mantenimiento con BCG (vs RTU sola o RTU mas
antineoplasicos)®.

7.3.3.  Toxicidad de la BCG: las instilaciones con BCG producen mas
efectos secundarios que las de antineoplasicos®. A pesar de esto, los
efectos secundarios serios suceden en menos del 5% de los pacientes, son
tratables, no empeoran en el mantenimiento, suelen presentarse en el
primer afio y no son peores en las personas mas ancianas®.

7.3.4.  Esquemas de instilacién de BCG: la induccién se basa en un
esquema empirico de 6 semanas’®. Para mayor eficacia, BCG debe darse,
después de la induccidn, en un esquema de mantenimiento (3 semanas
cada 3 meses). Se han utilizado mantenimientos de entre 18 semanasy
36 meses con resultados variables®. Un estudio observé que esquemas de
mantenimiento de menor dosis podrian ser subdptimos en prevenir la

progresion y recidiva’t.

Vigilancia del TVNMI

La vigilancia del TVNMI se realiza con cistoscopias seriadas. El tiempo total

de vigilancia y la frecuencia de estas depende del grupo de riesgo. Durante la
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vigilancia, los riesgos mds importantes para los pacientes son la recidiva o
. . . . .

progresion’. La primera cistoscopia se debe realizar a los 3 meses de la

reseccion del tumor. Si se confirma la ausencia de recidiva, el control se

ajusta al grupo de riesgo.

8.1.Grupo de bajo riesgo (ver tabla 4) la vigilancia deberia ser anual y por
5 afios. En este grupo la tasa de progresion es muy baja; las recidivas suelen
ser también de bajo riesgo. Dado que este tipo de enfermedad no representa
un riesgo vital, su diagndstico precoz no es fundamental’

8.2.Grupo de alto riesgo (ver tabla 4) la vigilancia ha de ser semestral por
5 afios y luego anual de por vida®. En este grupo, dado que la tasa de
progresion es elevada, la deteccion del TV debe ser lo mds precoz posible. Un
retraso en el diagndstico puede ser de riesgo vital para el sujeto®. Ademas,
las recidivas incluso después de 10 aiflos no son excepcionales. Se
recomienda por esta razdn, la vigilancia de por vida’3.

8.3.Grupo de riesgo intermedio: En este grupo la vigilancia debe ajustarse

a cada caso.

Ademas de la cistoscopia se pueden realizar ensayos urinarios para la

deteccion no invasiva del TVMNI. El mas utilizado es la citologia urinaria (ver
punto 4.4). Entre las limitaciones de la citologia urinaria se encuentra su baja
sensibilidad para los TV de bajo grado, la necesidad de un personal experto y

la variabilidad inter e intra evaluador®. Se ha intentado superar estos
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problemas con marcadores urinarios para la vigilancia del TVNMI.
Actualmente no hay ningln marcador validado por las principales guias de

tratamiento para la vigilancia del TVNMI°.

9. Marcadores urinarios para el diagnéstico del TVNMI

Desde hace mds de 30 afos se realizan ensayos en orina con el objetivo de
diagnosticar el TVNMI de manera no invasiva. Los primeros ensayos se
orientaron a la deteccién de una proteina en orina (NMP22, UBC,
metaloproteasas, etc.) o ensayos celulares modificados (mejorando la
citologia)’®. Con el progreso tecnoldgico se comenzd a analizar factores de
transcripcidon (ARN, ADN, metilaciones, microsatélites) y multiples proteinas
en ensayos cada vez mas simples e incluso que pueden ser inmediatos y en el
punto de control (PdC). Dado que los ensayos con proteinas son los mas
respaldados con literatura y nuestro estudio se centra en este grupo,

haremos su descripcién por separado (seccion 10).

De acuerdo con las Sociedad Europea de Urologia, los marcadores urinarios

del tumor vesical tendrian tres posibles aplicaciones:

e Cribado en poblacidon en riesgo de TV: se han reportado resultados
con marcadores proteicos y celulares’ 7%, Factores asociados a la
enfermedad como la baja prevalencia general y largo periodo de evolucién
dificultan la utilizacién de marcadores en su cribado 7. A dia de hoy no se

recomienda la utilizacién de marcadores urinarios para el cribado del TV®
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e  Deteccidn primaria: en pacientes con sintomas sugestivos de TV
(hematuria, sindrome miccional persistente). En el diagnéstico inicial no se
plantea la sustitucidn de la cistoscopia por marcadores. Sin embargo, podrian
ser Utiles en el diagndstico de enfermedad no visible (CiS, tumores de via
urinaria superior)>”’.

e Vigilancia del TVNMI: es en este grupo de pacientes en que seria de
mayor utilidad la implementacién de marcadores urinarios. El objetivo de la
utilizacion del marcador seria mejorar el protocolo de vigilancia actual
(reduciendo el nimero de cistoscopias, anticipando el diagndstico de la
recidiva, ajustando el grupo de riesgo, sustituyendo la citologia, etc.). Se
plantean dos posibles escenarios

oPacientes de alto riesgo: el marcador deberia tener una alta
sensibilidad y no dar falsos negativos.

oPacientes de riesgo bajo / intermedio: el objetivo seria reducir el
numero de cistoscopias o seleccionar los pacientes que requeririan la

prueba®. El valor predictivo negativo (VPN) del marcador deberia ser muy

alto.

Para describir los marcadores estudiados en la vigilancia del TVNMI los
dividiremos en tres grupos; marcadores de transcripcion, ensayos celulares y
ensayos de proteinas. Describiremos cada grupo y, dado que es el grupo que

estudiamos, haremos mas énfasis en los ensayos con proteinas
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9.1.Marcadores de transcripcion: se incluyen pruebas que detectan ADN o
ARN (micro ARN, ARN mensajero) en orina acelular o en el “pellet” de células
exfoliadas de la via urinaria. Los ARNs mensajeros (mARN), son cadenas
dobles de ARN codificantes que se encuentran en el citoplasma’®. Su
expresion se utiliza para identificar y cuantificar genes mutados asociados al
TV?. Las mutaciones del receptor del factor de crecimiento fibrobléstico
(FGFR3) estan asociadas al TVNMI hasta el 70% y se asocian a recidivas de
bajo grado®®. Kavalieris et al y Lotan et al, evaluaron el ensayo CxBladder®. La
sensibilidad fue superior al 90% y el VPN superd el 95%282, Pichler et al,
evaluaron el ensayo Xpert Bladder Cancer®®3, La sensibilidad fue de 84% vy el
VPN de 93%. Los micro ARNs (miARN) son cadenas simples de ARN, de
menos de 22 nucleédtidos, no codificantes, que regulan la expresién de
MARN. Sapre et al, han utilizado un panel con 6 miARNs y han observado una
sensibilidad y especificidad de 88% y 48% respectivamente y un VPN de
75%8. Los microsatélites (MS) son regiones altamente polimoérficas de ADN,
parte integral de la progresidon neoplasica, que pueden ser usados como
marcadores clonales del TV. El estudio de los MS ha permitido demostrar
zonas de pérdida de la heterocigocidad (LOH) que estdn asociadas al TV&.
Van der Aa et al, combinaron la deteccidn de la mutacion de FGFR3 y Ia
deteccion de zonas de LOH en MS de 10 cromosomas, observando una
sensibilidad de 58% y un VPN de 94%®°. Couffignal et al, detectaron la

mutacion de FGFR3 en el 39% de los TV primarios. La deteccidn de la
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mutacion durante la vigilancia tuvo una sensibilidad del 73% y un VPN del
94%8°. Las metilaciones del ADN son cambios epigenéticos, estables y que se
asocian al desarrollo de neoplasias mediante la inactivacién de genes
supresores y/o la sobreexpresién de oncogenes®’. La deteccién de
metilaciones se ha estudiado extensamente como biomarcadores del TVNMI,
en paneles exclusivos de metilaciones o combinados con otros ensayos.
Kandimalla et al, combinaron la deteccién de FGFR3 y tres metilaciones;
observaron una sensibilidad global y VPN de 79% y 76% respectivamente. En
TV de alto grado la sensibilidad fue del 80% y del 73% en TV de bajo grado™.
Reinert et al, una vez determinado el estado de metilaciones del TV inicial,
controlaron la reaparicidn de los genes metilados. Durante el seguimiento
alcanzaron sensibilidades en la deteccidn de recidiva entre 87 y 93%. Sin
embargo, no demostraron beneficio al combinar metilaciones®. Roperch et
al, también evaluaron el estatus de FGFR3 y 18 metilaciones®. En su andlisis,
la mejor combinacién asocié 3 metilaciones y obtuvieron una sensibilidad
global para la recidiva del 90%. Zuiverloon et al, evaluaron un panel de 23
metilaciones sin determinar su estado en el TV inicial. La mejor combinacion
alcanzé una sensibilidad del 72%*. Su et al, con un panel de 3 metilaciones
observaron una sensibilidad y especificidad de 86% y 89%
respectivamente®, En un estudio multicéntrico, van der Heijden et al, con la
deteccidon conjunta de la metilacion de 3 genes observaron una sensibilidad y

VPN de 89.6% y 82.86% respectivamente. También estimaron que, al ajustar
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la prevalencia de recidivas a la practica clinica habitual, su panel de
metilaciones podria alcanzar un VPN del 99%, pudiéndose evitar mds del 35%

192, Witjes et al, en un

de las cistoscopias durante el seguimiento de los TVNM
estudio multinstitucional europeo utilizaron el Bladder EpiCheck®, un ensayo
que evalta 15 metilaciones, en mas de 350 muestras obtenidas durante el
primer afio de vigilancia. Observaron una sensibilidad y un VPN global del
68% y 95% respectivamente®, La tabla 6 resume los ensayos urinarios de
factores de transcripcion; se describen los genes mutados / micro ARNs /

metilaciones o microsatélites estudiados y su sensibilidad global, en alto

grado y el VPN.

48




Tabla 6. Resumen de marcadores urinarios de factores de transcripcion. Se muestra la sensibilidad,

especificidad, valor predictivo negativo y sensibilidad en tumores de alto grado

Autor, aiio Biomarcadores Sensibilidad Especificidad VPN Sensibilidad
global (%) global (%) global en AG (%)
(%)
Allory et al, TERTp + FGFR3 50 71 NE NE
2014%*
Sapre et al, miR16, miR200c, 88 48 75 NE
201678 miR205, miR21,
miR221 y miR34a
Kavalieris et al, | CXCR2, HOXA13, 92 NE 96 95
2016 MDK, IGFBP5 y CDK1
(CxBladder)3*
Lotan et al, CXCR2, HOXA13, 91 NE 96 97
2017 MDK, IGFBP5 y CDK1
(CxBladder)®
Pichler et al, ABL1, CRH, IGF2, 84 91 93 100
2017 (Xpert UPK1B y ANXA10
Bc)BS
van der Aa et MS + mutacién FGFR3 | 58 73 94 NE
al, 2009%°
Zuiverloon et mutacién FGFR3 58 NE 89 NE
al, 2010%
Kandimalla et mutacién de FGFR3 + 79 NE 76 73
al, 20107 3 metilaciones (OTX1,
ONECUT2 y OSR1)
Zuiverloon et 4 metilaciones 72 55 NE NE
al, 2012% (APC_a, TERT _a,
TERT_b y EDNRB)
Reinertet al, 6 metilaciones 87-93 28-47 55-78 NE
201288 (EOMES, HOXA9,
POU4F2, TWIST1,
VIM y ZNF154)
Zuiverloon et MS + mutacién de 82 34 NE NE
al, 2013% FGFR3
Suetal, 2014 3 metilaciones (SOX1, @ 86 89 NE NE
IRAK3 y L1-MET)
Couffignal et mutaciéon FGFR3 73 87 94 NE
al, 2015%¢
Roperch et al, mutacion de FGFR3 + 90 65 NE NE
2015% 3 metilaciones
(HS3ST2, SLIT2 y
SEPTIN9)
van der 3 metilaciones (CFTR, 89 30 83 91
Heijden et al, SALL3 y TWIST1)
2018%
Witjes et al, BladderEpiCheck (15 68 88 95-99 89
2018% metilaciones)

MS: microsatélite; NE: no especificado, AG: alto grado
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9.2.Ensayos de base celular: En este apartado incluimos dos ensayos;
UroVyision FISH® (Vysis, Laboratorios Abbott, Des Plaines, EE. UU.) y el uCyt+°
(Scimedx Inc., Denville, EE. UU.). UroVysion FISH® (hibridizacién fluorescente
in situ) requiere la visualizacién de al menos 25 células morfoldgicamente
anomalas; la deteccion de 4 o mas células con exceso de 2 o mas
cromosomas 3, 7 0 17 en la misma célula o como minimo 12 células con
supresion en el gen p16%. uCyt+° contiene anticuerpos fluorescentes contra
glicoproteinas de mucina y antigeno carcinoembrionario. Todenhofer et al,
aplicaron UroVysion®, uCyt+° y un marcador proteico en mas de 400
muestras de pacientes en vigilancia por TVNMI. Demostraron que con el uso
de 2 de estos marcadores se puede obtener un VPN de 99.1% en los TV de
alto grado®’. El uso de ensayos “reflejo” se refiere a la utilizacién de pruebas
secundarias (UroVysion® o uCyt+°) cuando el resultado de la citologia es
dudoso. Odisho et al, utilizaron el uCyt+° como reflejo de citologia en mas de
300 muestras y obtuvieron sensibilidad de 72,9% y VPN de 80%. En la tabla
7 se resumen los resultados de ensayos celulares; sensibilidad y especificidad

global, VPN y sensibilidad en alto grado.
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Tabla 7. Resumen de los estudios con ensayos celulares en vigilancia. Se
muestra la sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y sensibilidad

en tumores de alto grado

Autor, afio | Técnica Sensibilidad = Especificidad VPN Sensibilidad
global (%) global (%) global  en AG (%)

(%)
Todenhofer | UroVysion | 80-90 NE 89-91 | NE
etal, 2014%7 + uCyt+
Odisho et uCyt+ 73 47 80 73
al, 2013°% (reflejo)
NE: no especificado, AG: alto grado
10. Ensayos con proteinas urinarias en el diagndstico del TVNMI:

Se han estudiado gran cantidad proteinas urinarias para el diagndstico no
invasivo del TVNMI. Una revisidn reciente estima que se han probado al
menos 187 proteinas distintas con este propdsito®. Los resultados obtenidos
hasta ahora son muy heterogéneos’. Dada la abundancia de publicaciones,
dividiremos su estudio por marcadores e incluiremos los que cuentan con
mas respaldo bibliografico. Inicialmente haremos una descripcion general de
los ensayos, incluyendo pacientes en diagnéstico inicial y vigilancia, ademas
de series de mas de una década de antigiiedad. Posteriormente nos
centraremos en los marcadores que han demostrado utilidad en la vigilancia

del TVNMI en la dltima década.

10.1.Fibronectina (FN): es una glicoproteina de 440kDa presente en la

matriz extracelular. Se teoriza que regula la interaccion de la célula con la
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matriz extracelular: adhesién celular, migracién y morfologia celular 1. Se
ha descrito su presencia en el plasma y en la orina. La presencia de
fragmentos en orina se ha relacionado a la degradacién proteolitica por
enzimas tumorales 1%, Varios grupos han evaluado la utilidad de la deteccién
de esta glicoproteina o sus fragmentos, mediante inmunofluorescencia, en el
diagndstico y vigilancia del TVMNI. Sdnchez-Carbayo et al 1%%, evaluaron,
retrospectivamente 402 pacientes (112 pacientes con sospecha de TV, 104
pacientes en seguimiento, 109 pacientes sometidos a instilaciones vesicales,
45 con patologias benignas y 32 controles sanos). Obtuvieron una
sensibilidad y especificidad global de 80% y 74% respectivamente.
Describieron ademas la elevacién de FN antes de las recidivas y que la
persistencia del marcador negativo es muy sugestiva de ausencia de recidiva,
lo que podria evitar cistoscopias. Eissa et al 1%, estudiaron 215 pacientes y
obtuvieron una sensibilidad y especificidad de 83% y 82% respectivamente
ademads de mayor sensibilidad en el grupo de pacientes con TV escamoso

bilharzial. Otro estudio 1%

, con 75 casos y 55 controles obtuvo una
sensibilidad y especificidad de 72% y 82% respectivamente, ademas de no
demostrar relacion con la recidiva en el seguimiento (en promedio 23
meses). Menéndez et al 1°, evaluaron prospectivamente 68 casos y 55
controles obteniendo sensibilidad y especificidad de 78% y 80%

respectivamente, ademas de demostrar una relacién directa con el grado,

estadio y tamafio tumoral. Li et al 1%, demostraron la utilidad de la FN como
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predictor de masa tumoral residual después de la RTU. No existen ensayos
PdC de FN. La deteccién urinaria de FN demostré que podria ser util en el
diagndstico y vigilancia de TV y como predictor de masa tumoral residual
post-RTU. Hoy en dia no es un marcador que se siga estudiando y no se han
detectado publicaciones con FN en la Ultima década. Los resultados

obtenidos con FN se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Resumen de los estudios que analizan Fibronectina (FN). Se

muestra la sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y
sensibilidad en tumores de alto grado
Autor, ano Sensibilidad Especificidad VPN Sensibilidad

global (%) global (%) global | en AG (%)
(%)

Sanchez- 80 74 75 82
Carbayo et al
20007
Eissa et al, 83 82 78 89
2002108
Mutlu et al, 72 82 87 NE
20031
Menéndezet 78 80 82 82
al, 2005%%

NE: no especificado, AG: alto grado

10.2.Citoqueratina 19 (CYFRA 21-1): La expresion de ciertas
citoqueratinas (CK) se ha relacionado a la presencia de TVNMI 1%, El ensayo
CYFRA 21-1 (Cytokeratin Fragments) mide la presencia de fragmentos de la
CK 19 en orina. Sanchez-Carbayo et al'®, incluyeron 237 pacientes entre
sospechas de tumor vesical y pacientes en control por antecedente de

TVNMI. Se detectaron 61 casos y obtuvieron una sensibilidad y especificidad
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de 68% y 94% respectivamente para un punto de corte de 5,4ng/mL. El
ensayo detectd los tumores de AG mejor que los de BG (88% vs 67%).
Pariente et al ° incluyeron 182 pacientes, 66 con TVNMI y 116 sin TVNMI
(controles sanos y pacientes con cistoscopia negativa). Con un punto de
corte de 4ng/mL, obtuvieron sensibilidad y especificidad de 96% y 67%
respectivamente. Nisman et al ! evaluaron inicialmente 325 pacientes, 119
casos y 206 controles. Con un punto de corte de 4,9ng/mL obtuvieron
sensibilidad y especificidad de 79% y 88% respectivamente. En una serie

posterior 112

anadieron ultrasonografia abdominal y citologia de orina. Con
los tres parametros obtuvieron sensibilidad y especificidad de 90% y 67%, y
un valor predictivo negativo de 99%. En su investigacidn describieron falsos

| 113 estudiaron 50

positivos en casos de hematuria e infecciéon. Morsi et a
pacientes con TV, 35 con TV urotelial y 15 con TV escamoso (bilharzial). Con
un punto de corte de 18,5ng/mL obtuvieron sensibilidad y especificidad de
80% y 88%. Determinaron que CYFRA 21-1 no diferencia entre TV urotelial y
TV escamoso. Por otra parte, Fernandez et al 1, estudiaron 446 pacientes en
vigilancia por TVNMI. Con un valor de corte de 1,5ng/mL obtuvieron
sensibilidad y especificidad de 69% y 47% respectivamente. Concluyeron que
la baja sensibilidad, incluso con un valor de corte de 1,5ng/mL, descarta el
CYFRA 21-1 para el control del TVNMI. Satyam et al '** evaluaron el ensayo

segln el grado tumoral. Para el BG y con un punto de corte de 1,91ng/mL

obtuvieron sensibilidad y especificidad de 100% y 98% respectivamente. Para
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el AG, el punto de corte lo determinaron en 4,36 ng/mL obteniendo
sensibilidad y especificidad de 94% y 98% respectivamente. En conclusidn, el
ensayo CYFRA 21-1 no parece aportar demasiado en la vigilancia del TVNMI.
No existen ensayos PdC, la heterogeneidad de los estudios y la falta de un
punto de corte estandar disminuyen su aplicabilidad. Tampoco existen
publicaciones que incluyan la medicién de CK19 en orina en la ultima década.

La tabla 9 resume los estudios realizados con CYFRA 21-1.

Tabla 9. Resumen de los estudios que analizan CYFRA 21-1. Se muestra la

sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y sensibilidad en
tumores de alto grado

Autor, ano Sensibilidad = Especificidad VPN Sensibilidad

global (%) global (%) global en AG (%)
(%)

Sanchez-Carbayo et 68 94 78 57

al, 2000%°

Pariente et al, 96 67 77 NE

2000°

Nisman et al, 79 88 81 NE

200211t

Nisman et al, 71 68 80 NE

2009112

Morsi et al, 2006 | 80 88 80 NE

Fernandez et al, 69 42 77 NE

20074

NE: no especificado, AG: alto grado

10.3.Metaloproteinasas: La degradacién de la membrana basal y la matriz
extracelular es un paso obligado para la invasién tumoral. Las
metaloproteinasas (MMP) juegan un papel muy importante en la

homeostasis del tejido conectivo *°. La sobreexpresion de las MMPs estd
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relacionada con la agresividad de la célula tumoral*'’. La cuantificacién de las
MMP en orina se puede hacer mediante la evaluacidén de su actividad

| 118 evaluaron

(zymografia) o mediante su deteccidén directa (ELISA). Sier et a
la actividad de MMP2 y 9 en 140 pacientes (82 casos, 30 con patologias
uroldgicas benignas y 28 controles sanos) mediante zymografia. Obtuvieron
una sensibilidad y especificidad para MMP2 de 35% y 100% y para MMP9 de
42% y 93%. De igual manera, Gerhards et al 1*°, analizaron las MMP 2y 9 en
101 pacientes (43 casos, 14 con patologias urolégicas benignas y 44
controles sanos). Ambas MMPs tuvieron baja sensibilidad, 51% y 31%,
respectivamente. Di Carlo et al *?°, también usaron la zymografia en 25
pacientes con TVNMI. Reportaron mayor actividad de MMP9 en TV de alto

| 121, analizaron 244 pacientes por medio de zymografia,

grado. Eissa et a
ELISA y la relacién de MMPs con un inhibidor de su actividad (TIMP2).
Obtuvieron una alta concordancia entre el ensayo ELISA y la zymografia. En
su estudio describen sensibilidad de 78% y especificidad de 75% con ELISA de
MMPs. Mohammed et al 122, analizaron MMP9 y MMP2 por medio de
zymografia en 166 pacientes (66 casos). Obtuvieron sensibilidad de 62% y
54% respectivamente y especificidad de 100% con ambos marcadores. El-
Sharkawi et al 123, estudiaron la actividad de MMP 3y 9 por medio de
zymografia en 70 casos y 12 controles. En su cohorte la mitad de los casos

fueron TV bilharzial. Describen una mayor concentracién de MMPs en TV no

bilharzial y mayor sensibilidad de MMP3 en los estadios iniciales. La
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detecciéon de MMP por zymografia es una técnica laboriosa y poco aplicable
a una prueba que busca ser de uso habitual. La deteccidn con ELISA ha sido
muy poco estudiada pero sus resultados parecen, al menos, igualar a la
zymografia. No existen ensayos PdC. Como se puede ver en las tablas 10 y
11, ninguna de las dos proteinas muestra alta sensibilidad en el TV de AG ni

alto VPN global.

Tabla 10. Resumen de los estudios que analizan Metaloproteinasa 9 (MMP9).

Se muestra la sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y

sensibilidad en tumores de alto grado

Autor, ano Método Sensibilidad ' Especificidad VPN Sensibilidad
global (%) global (%) global  en AG (%)

(%)
Sier et al, zymografia | 42 93 66 47
20008
Gerhards et zymografia 31 NE 65 NE
al, 2001%°
Di Carlo et zymografia | NE NE 62 66
al, 2006'*°
Eissa et al, ELISA 78 75 69 66
2007*%
Mohammed | zymografia @ 62 100 71 68
etal,
20132
El-Sharkawi = ELISA 64 100 71 NE
et al,
20143

NE: no especificado; MMP9: metaloproteinasa 9, AG alto grado
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Tabla 11. Resumen de los estudios que analizan Metaloproteinasa 2 (MMP2).

Se muestra la sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y

sensibilidad en tumores de alto grado

Autor, afio = Método Sensibilidad ' Especificidad VPN Sensibilidad
global (%) global (%) global  en AG (%)

(%)
Sier et al, zymografia | 32 100 62 19
20008
Gerhards et zymografia 51 NE 61 NE
al, 2001%°
Di Carlo et zymografia | NE NE 59 20
al, 2006
Mohammed zymografia | 54 100 64 65
et al,
201322
El-Sharkawi | ELISA 86 92 58 NE
et al,
20142

NE: no especificado; MMP2: metaloproteinasa 2, AG alto grado

10.4.Proteina de la matriz nuclear 22 (NMP22): La expresion de las NMP
varia segun el tejido, el estado fisiolégico y la patologia celular. Se han
detectado patrones especificos de expresidn en cdncer de mama, prostatico
y de colon %, La deteccién de NMP22 se realiza mediante dos ensayos
aprobados por la Comisidn Europea. El NMP22® Bladder ELISA test (un
ensayo cuantitativo y realizado en laboratorio) y el NMP22 BladderChek®
(ensayo PdC cualitativo). En el ensayo cuantitativo el punto de corte mds
utilizado es 10U/mL, aunque diversos autores lo ajustan segun sus
resultados. En el ensayo cualitativo el “positivo” se obtiene con 10U/mL o
mas. Existe gran cantidad de literatura relacionada al uso de NMP22. En

cuanto a sensibilidad y especificidad, el metaanalisis mas amplio (mas de
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10000 pacientes) obtuvo 68% y 79% respectivamente 2°. Otro metaandlisis
% que incluyé 4528 pacientes con TV y 7728 sin TV, estimd la sensibilidad y
especificidad en 62% y 80% respectivamente. La sensibilidad de NMP22

aumenta con el grado y el estadio 26128, En tumores de bajo grado, NMP22

129,130

es mas sensible que la citologia mientras que en TV de alto grado, las

especificidad es similar a la citologia. Se ha demostrado también que la edad

133

131 1a funcidén renal 3% y la inflamacién local e instrumentacién 3 aumentan

la tasa de falsos positivos. En los estudios en que se utiliz6 como método de

134135 no demostro utilidad. Algunos

cribado en poblaciones de riesgo
autores han demostrado que en un diseno de algoritmo de decisiones, el uso
de BladderChek® podria disminuir el nimero de cistoscopias de control*3¢"
138 Los resultados publicados y el hecho de que se pueda realizar como
ensayo cuantitativo PdC la sitian como una opcidn interesante para

incorporar en el protocolo de vigilancia. La tabla 12 resume los estudios mas

importantes de NMP22.
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Tabla 12. Resumen de los estudios que analizan NIMIP22. Se muestra la sensibilidad,

especificidad, valor predictivo negativo y sensibilidad en tumores de alto grado

Autor, ano

Saad et al, 2002!%*°
Lotan et al, 2008!3*
Todenhofer et al,
2012132

Jeong et al,
2012140

Huber et al,
20123

Hosseini et al,
201210
Hatzichristodoulou
et al, 2012%¢
Al-Magherbi et al,
20124

Horstmann et al,
20131

Dogan et al,
201328

Kelly et al, 2012%2

Método

ELISA

BladderChek®

ELISA

ELISA

ELISA

BladderChek®

BladderChek®

BladderChek®

ELISA

NE

ELISA

Sensibilidad = Especificidad VPN

global (%)
81
57
79
85
97
79
59
61
72

60

53

global (%)
87
85
76
83
28
70
93
96
34

78

84

global
(%)
88
86
84
83
82
67
72
78
86

68

85

Sensibilidad
en AG (%)

87
64
NE
NE
NE
64
NE
67
NE

60

NE

NE: no especificado; BladderChek®: ensayo cualitativo en PdC; AG: alto grado

10.5.Proteina H relacionada al complemento (BTA): Este antigeno ha sido

reconocido como la proteina H relacionada con el complemento (hCFHrp).

Actua inhibiendo la citélisis mediada por el complemento lo que resulta una

ventaja para las células tumorales 1#3. Existe un ensayo cuantitativo (BTA

TRAK®, mediante ELISA) y un ensayo cualitativo (BTA STAT®) que ademds es

PdC. En el ensayo TRAK® el punto de corte més utilizado es 14U/mL*1%, En

el metaanalisis de Guo et al 1%, que incluyé 13 estudios y mas de 3000
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pacientes, se obtuvo una sensibilidad y especificidad de 67% y 75%

147 estadio® y

respectivamente. La sensibilidad aumenta con el grado
tamafio del tumor'®. En general es mas sensible y menos especifico que la
citologia para los TVNMI**¢, La manipulacién®®°, patologias benignas®>,
instilaciones y la hematuria'>? aumentan considerablemente la frecuencia de
falsos positivos (que alcanzd hasta el 25% en una serie °). Davies et al**3, no
demostraron utilidad en tamizaje de TV en pacientes con lesién medular. El
ultimo estudio publicado con BTA es de 20122, En general los resultados

muestran bajas sensibilidades en el TV de alto grado y bajos VPN. La tabla 13

resume los estudios mds importantes.
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Tabla 13. Resumen de los estudios que analizan BTA. Se muestra la

sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo y sensibilidad en tumores
de alto grado

Autor, afno Método | Sensibilidad Especificidad VPN Sensibilidad

global (%) global (%) global en AG (%)
(%)

Casetta et al, ELISA 57 57 77 NE

20004

Giannopoulos | STAT 71 56 76 79

et al, 2000%**

Heicappell et | STAT 63 93 78 64

al, 2000'¥

Serrettaetal, | STAT 57 62 76 NE

20004

Serretta etal, | ELISA 62 79 78 NE

20004

Raitanen et al, | STAT 81 NE 79 90

20004°

Raitanen et al, | STAT 53 75 68 65

2001%°

Raitanen etal, STAT 56 76 76 NE

2001%°

Gutiérrez STAT 72 89 72 NE

Bafios et al,

2001

Lokeshwar et = STAT 60 74 68 NE

al, 2002%!

Mahnert, et al | ELISA 17 95 NE 69

20031%¢

Schroeder et STAT 52 76 73 51

al, 20047

Tsui et al, ELISA 51 73 76 NE

2007%8

Raitanen et al, STAT 56 86 77 63

2008%°

Miyake et al, ELISA 72 53 68 NE

2012152

NE: no especificado; STAT: ensayo cualitativo en PdC; AG: alto grado
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10.6.Citoqueratinas 8 y 18 (ensayo UBC): se puede realizar de tres
maneras, cuantitativa con inmunoensayo (ELISA), cualitativa PdC,
denominado UBC STAT y cuantitativa PdC (UBC Rapid®, usando el lector
espectrofotométrico, Concile Omega®©)*°. En el ensayo cualitativo PdC, el
punto de corte determinado por el fabricante es 12,3ug/L. En los estudios
cuantitativos el punto de corte varia entre 10ug/L y 15ug/L. En un estudio se
establecio el corte en 1ug/L con el objetivo de ajustar la especificidad'*. Un
metaandlisis que recoge mas de 2000 pacientes, obtiene un sensibilidad y
especificidad de 64% y 80%°. Se ha demostrado relacion directa con el
grado, el estadio y el tamafio tumoral'®%1, En tumores de bajo grado es més
sensible que la citologia®. En TV de alto grado, su sensibilidad es similar a la
citologia urinaria °. Ha demostrado ser mds sensible en la deteccién del TV
bilharzial'®. No demostrd utilidad en el cribado de poblacién asintomética®®s.
Los falsos positivos aumentan con la inflamacion de la via urinaria, pero no
por hematuria'®4%148 Segin un grupo, podria disminuir hasta un 30% de las
cistoscopias en control del TVNMI®4, Se han publicado multiples estudios
con UBC en la ultima década, algunos centrados en la vigilancia del TVNMI.
Al igual que NMP22, es uno de los marcadores mas interesantes para incluir
y mejorar el actual protocolo de vigilancia en el TVNMI; puede realizarse PdC
y cuenta con amplio respaldo de literatura. En la tabla 14 se resumen los

resultados mds importantes de UBC.
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Tabla 14. Resumen de los estudios que analizan UBC. Se muestra la sensibilidad,

especificidad, valor predictivo negativo y sensibilidad en tumores de alto grado

Autor, aho Método Sensibilidad = Especificidad VPN Sensibilidad

global (%) global (%) global en AG (%)
(%)

Sanchez- STAT 78 97 81 81

Carbayo et al,

2000%°

Mian et al, ELISA 65 92 82 64

2000162

Mian et al, STAT 66 90 81 48

2000162

Sanchez- ELISA 69 91 79 71

Carbayo et al,

20017

Boman et al, ELISA 64 73 80 NE

2002165

Eissa et al, ELISA 67 81 77 NE

200218

Schroeder et STAT 35 75 78 39

al, 200457

Hedelin et al, ELISA 43 NE 79 60

200663

Babjuk et al, ELISA 12 97 83 33

200816

Gkialas et al, ELISA 50 80 85 50

2008161

Jeong et al, ELISA 77 71 74 NE

2012140

Ritter et al, UBC 60 70 82 NE

2014160 Rapid®

Pichler et al, UBC 64 82 NE 36

20177 Rapid®

Styrke et al, UBC NE NE NE 79

2017168 Rapid®

NE: no especificado; STAT: cualitativa en PdC; UBC Rapid®: cuantitativa en PdC, AG:
alto grado
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10.7.Marcadores urinarios y diagndstico anticipado del TVNMI: se define
como la capacidad de un marcador de diagnosticar la enfermedad antes de
que sea visible (en cistoscopia). Actualmente se ha descrito en ensayos
celulares y en mutaciones de ADN%%, E| estudio mas extenso incluyé mas
de 6000 muestras de orina de pacientes en seguimiento por TVNMI. Al afio
se observé una tasa de diagndstico anticipado del 75% para los sujetos con
citologias positivas y del 40% para aquellos con hallazgos positivos en
UroVysion FISH**®, Esto resultados parecen descartar el UroVysion FISH®
como una opcion en el diagndstico anticipado. Por otra parte, los resultados
en ensayos con metilaciones son mejores; Zuiverloon et al, en una cohorte
de 136 sujetos en vigilancia por TVNMI, observaron un 81% de anticipacion
diagndstica evaluando la mutacién de FGFR3 y microsatélites®, Es un
mejor resultado, pero el tamafio de la muestra y el hecho de que no exista
validacién externa le resta vigencia. Hoy en dia no existen publicaciones que
hayan analizado la anticipacién diagndstica con el uso de marcadores
proteicos. De probarse que alguna proteina puede pre-diagnosticar se
tendrian mas criterios para decidir en qué sujeto intensificar la vigilancia;

seria un dato mads para la clasificacidn de riesgo de recidiva.
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11. éPor qué no se han implementado marcadores urinarios en la

vigilancia del TVNMI?

Existen tres razones principales:

e La heterogeneidad de los métodos de laboratorio utilizados en los
ensayos. Se han medido gran cantidad de proteinas, genes, ARN,
metilaciones, microsatélites, micro ARN, etc. Cada grupo utiliza su método
de cuantificacién y, dado que se avanza muy rapido en las técnicas de
laboratorio, practicamente no existe validacidn externa en ninguno de los
métodos descritos’.

e Lafalta de estudios con el objetivo de demostrar mejoria en el
protocolo de vigilancia. La gran mayoria de los grupos orienta sus trabajos a
demostrar la precisién diagndstica del marcador que estudian. Esta
informacidn es fundamental para demostrar la utilidad inicial del marcador,
pero, una vez demostrada, es indispensable incorporarlo a un protocolo de
vigilancia y demostrar los beneficios de su utilizacion.

e Las poblaciones analizadas en los estudios publicados no se ajustan a
la realidad. Para demostrar la exactitud diagndstica de los ensayos, los
autores utilizan poblaciones de estudio construidas artificialmente;
poblaciones con alta tasa de tumores de alto o bajo grado, tumores de

tamanios variables, sujetos en vigilancia y en diagndstico inicial. Asi, los
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resultados obtenidos de estas poblaciones artificiales no se logran extrapolar

a la practica clinica habitual.

Todo esto lleva a que, por ahora, no se aconseje ningin marcador como
sustituto de la cistoscopia en la vigilancia del TVNMI®. Ningin marcador ha
demostrado mejorar los protocolos de vigilancia basados exclusivamente en

cistoscopia y citologia urinaria.

12. Motivacion

La cistoscopia es un método exploratorio invasivo, doloroso, caro y que tiene
riesgos inherentes (infeccidn, sangrado, entre otros). Ademds requiere de un
personal especializado y un centro preparado para su realizaciéon’®. Un
paciente diagnosticado de TVNMI sera sometido a un nimero elevado de
cistoscopias a lo largo de la historia natural de su enfermedad. En el grupo de
bajo riesgo podrian, en el mejor de los casos, ser entre 7y 12. En el de alto
riesgo, dado que se recomienda el control de por vida, el nUmero serd

indeterminado y mucho mayor?.

De acuerdo con las guias europeas del TVNMI, los marcadores urinarios en la
vigilancia del TVNMI deberian tener dos objetivos: reducir el nimero de

cistoscopias y anticipar la deteccion del TV>.

Nuestra motivacidn inicial fue identificar un marcador que cumpla estos

objetivos. Para ello primero fue necesario realizar una revisién sistematica de
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la literatura (Articulo de Revisién). El objetivo principal de esta revisidn fue
identificar marcadores que puedan mejorar la vigilancia del TVNMI
reduciendo el nimero de cistoscopias. Una vez analizada y ordenada la

literatura en este aspecto, decidimos hacer un estudio prospectivo.

Con los resultados obtenidos en nuestra revision, dos marcadores fueron los
principales candidatos para el andlisis prospectivo. NMP22 ha demostrado
poder reducir las cistoscopias en la vigilancia del TVNMI y puede ser
realizado en el PdC*’, El UBC Rapid® también ha demostrado poder mejorar
la vigilancia (utilizado junto a otros marcadores)'®, también es un ensayo
PdCy, afortunadamente, contaba con un distribuidor local y con voluntad de

realizar un estudio prospectivo.

Asi, decidimos evaluar la utilidad de la deteccidn de citoqueratinas 8 y 18
(mediante el ensayo UBC Rapid®) en la vigilancia del TVNMI. El ensayo evalua
la presencia de CK 8 y 18 en orina. Se puede realizar cuantitativamente con
un ELISA (en un laboratorio central) o utilizando un casete que determina
cualitativamente la presencia de citoqueratinas en orina (similar a una
prueba de embarazo en orina). Los resultados cualitativos obtenidos con el
casete se pueden hacer cuantitativos mediante un lector
espectrofotométrico (Concile Omega 100®). El ensayo cuantitativo y con
resultados inmediatos (UBC Rapid®) es el que decidimos utilizar en nuestro

estudio. A pesar de ser un marcador con gran cantidad de literatura a lo
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largo de muchos afios no se ha utilizado, como marcador Unico, en estudios
clinicos disefiados con el objetivo de mejorar el protocolo de
vigilancial40164167,168.170 ' na de las razones primordiales para escoger este
ensayo es la posibilidad de realizarlo inmediatamente y en el lugar de
atencién del sujeto. Los resultados son casi inmediatos e, hipotéticamente,
servirian para decidir a qué paciente se somete a cistoscopia. A partir de

estas premisas, se realizé el estudio clinico (Articulo original).
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HIPOTESIS
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La determinacion de marcadores urinarios puede reducir el nimero de
cistoscopias durante la vigilancia de los tumores vesicales no musculo-

invasores (TVNMI).
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OBJETIVOS
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. Realizar una revisidn sistematica de la literatura de los marcadores
urinarios utilizados en la vigilancia de los TVNMI.

. Evaluar los marcadores urinarios que hayan demostrado poder reducir el
numero de cistoscopias durante la vigilancia de los TVNMI.

. Elegir un marcador urinario para realizar un estudio prospectivo en
nuestro centro.

. Determinar el niUmero de cistoscopias que se pueden evitar utilizando el
UBC Rapid® en nuestra practica clinica.

. Determinar el rendimiento diagndstico del UBC Rapid® (sensibilidad,
especificidad, valor predictivo negativo y valor predictivo positivo) en la
vigilancia de los TVNMI.

. Determinar el rendimiento diagndstico del UBC Rapid® (sensibilidad,
especificidad, valor predictivo negativo y valor predictivo positivo) en el
diagnéstico inicial del TV.

. Determinar la relacidn entre el UBC Rapid® y los parametros clinicos del
TV: volumen tumoral, estadio y grado.

. Evaluar la capacidad del UBC Rapid® para anticipar el diagndstico de la

recidiva del TVNMI.
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METODOLOGIA
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Esta tesis se presenta como un compendio de dos publicaciones cuya

metodologia se especifica a continuacion:

1. Marcadores urinarios en la vigilancia del tumor vesical no musculo

infiltrante. Revision de la literatura

Se utilizé la metodologia PICO (patients, intervention, comparison &
outcome) para delimitar el &mbito general de la revision’!. Una vez
delimitado el objetivo general, se realizd una blsqueda bibliografica en
MedLine, Embase y libreria Cochrane, acotada a los ultimos 10 aios, idioma
inglés o castellano, utilizando los términos MeSH: “bladder cancer” (cancer
vesical), “recurrence” (recidiva), “detection” (diagndstico) y “urine marker”
(marcador urinario). Se obtuvieron 973 registros, y siguiendo los criterios
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
analysis), finalmente se identificaron 27 estudios que cumplian los criterios
de seleccién?’?. Con los estudios seleccionados se confecciond una tabla
general de datos que incluyd la informacion relevante a la pregunta de
investigacion. Se sometio cada estudio incluido a un anadlisis de sesgos; en
nuestro caso y dado el tipo de estudios que incluimos se utilizé la
herramienta QUADAS 273, Los resultados de la revisidn se reportaron de
manera estructurada, respondiendo la pregunta por partes y usando tablas

con resultados especificos.
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2. Assessing the clinical benefit of UBC Rapid® in surveillance and

initial diagnosis of bladder cancer

De manera prospectiva se realizé el UBC Rapid® en 336 pacientes
consecutivos, en una institucidon (Hospital Vall d’Hebron), entre el 1 de
febrero del 2016 y el 31 de enero de 2017. El estudio fue aprobado por el
comité ético de investigacién clinica (CEIC) con el nimero de referencia
PR(AG)072016 (Anexo 1). Todos los sujetos firmaron un consentimiento
informado antes de entrar al estudio. Los hallazgos descritos en la
cistoscopia (tamafio y nUmero de tumores), los antecedentes de TVNMI,
género, edad, tiempo desde la ultima cirugia transuretral, tratamiento previo
con instilaciones de BCG y resultados de la citologia urinaria (espontaneay
por lavados) fueron documentados. Se utilizaron los criterios STARD para
reportar la precisidén de del ensayo'’*. También se evalué la posibilidad de
diagndstico anticipado en pacientes con resultado positivo de UBC Rapid® y
cistoscopia negativa. Los 336 pacientes se dividieron en dos grupos: 297
sujetos en vigilancia por antecedentes de TVNMI y 39 con diagndstico inicial
de TV y programados para RTU. Los criterios de exclusidn fueron: la
manipulacion uretral en los 10 dias previos al ensayo o un cultivo de orina
positivo. De los 336 pacientes, 310 fueron incluidos finalmente para el
analisis: 26 fueron excluidos (14 por cultivo de orina positivo, 11 por no tener
cultivo de orina y 1 por no tener un resultado valido del ensayo UBC Rapid®.

Técnica del ensayo: de cada sujeto se recogié una muestra de orina del flujo
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medio (20mL) antes de la cistoscopia. La muestra de orina fue recogida en un
contenedor estéril y procesada posteriormente. La muestra de orina fue
sometida a citologia, cultivo de orina y el ensayo UBC Rapid®. El ensayo UBC
Rapid® fue realizado de acuerdo con las recomendaciones del fabricante;
después de aplicar la muestra de orina en el casete y esperar 10 minutos de
incubacidn, los casetes fueron analizados con el lector fotométrico (Concile

Reader 100®) para obtener el valor cuantitativo. El lector da un valor entre 5

ug/Ly 300 pg/L.

Andlisis estadistico: conociendo que la sensibilidad y especificidad
reportadas del ensayo UBC Rapid® rondan el 50 y 80% respectivamente, que
la sensibilidad de la citologia urinaria se aproxima al 65% y asumiendo un
error alfay beta de 5 y 85% respectivamente, calculamos como necesario
una muestra de 350 pacientes. Para reportar las variables continuas y
cualitativas utilizamos la mediana y el rango intercuartil respectivamente.
Utilizamos pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney) para comparar las
medianas de variables continuas y la prueba Chi cuadrado para relacionar
variables cualitativas dada la distribucién no normal de la muestra. El
significado estadistico se ajusté a un valor de p< 0,05. El punto de mayor
sensibilidad del ensayo fue determinado usando el drea bajo la curva
(andlisis ROC). A partir de este punto de corte se calculd sensibilidad,

especificidad, valor predictivo negativo y valor predictivo positivo usando
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tablas de contingencia. El andlisis estadistico se realizé con el programa

informatico SPSS 24 (Corporacidn IBM, Armonk, Nueva York, EE. UU.).
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RESULTADOS (publicaciones)
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Publicacion 1

1. Marcadores urinarios en la vigilancia del tumor vesical no musculo
infiltrante. Revisidn de la literatura. Agreda Castafeda F, Raventds
Busquets CX, Morote Robles. Actas Uroldgicas Espaiolas. 2019 oct;

43(8):404-413. DOI: 10.1016/j.acuro.2019.03.001. Epub 2019 May 13.
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PALABRAS CLAVE Resumen

Cancer vesical; Contexto: La vigilancia del tumor vesical no musculo infiltrante (TVNMI) se realiza habitual-
Biomarcador; mente mediante cistoscopia y citologias urinarias senadas. Hoy, no se utiliza ningun marcador
Vigilancia; urinano, suficientemente eficaz, para reducir la morbilidad y coste de este seguimiento.
Orina Objetivo: Describir el rendimiento de los marcadores urinarios en la vigilancia del TVNMI.

Adquisicion de la evidencia: el 1 de agosto de 2018 se realizo busqueda bibliografica en Pubmed,
Embase y libreria Cochrane, acotada a los ultimos 10 anos, con los terminos: bladder cancer,
recurrence, detection y urine marker. Se obtuvieron 973 registros y siguiendo las recomenda-
ciones PRISMA se seleccionaron 27 publicaciones.

Sintesis de la evidencia: Los valores predictivos negativos de vanos ensayos permitirian reducir
el numero de cistoscopias en la vigilancia del TVNMI. Seis ensayos de factores de transcripcion
tuvieron un valor predictivo negativo supenor al 90% y uno de ellos se puede realzar en el punto
de control. Seis ensayos de factores de transcripcion describen diagnostico anticipado entre el
68% y 83% de sus -falsos positivos-. Dos ensayos de factores de transcripcion y uno de proteinas
demuestran reducir entre el 23% y el 35% de las cistoscopias de vigilancia. Los ensayos celulares
se restringen a pruebas reflejo ante citologias urinanas dudosas.

Conclusion: Existen pocas publicaciones que permitan analizar la mejoria del protocolo de
vigilancia del TVNMI. Los ensayos de factores de transcripcion tienen la mejor precision diag-
nostica y algunos permiten diagnoastico anticipado. Hoy en dia no hay analisis que comparen
entre protocolos alternativos de vigilancia y el convencional.

© 2019 AEU. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

* Autor para correspondencia.
Carreo electronico: fernandoagredac@hotmail.com (F. Agreda Castaheda).

https:/ /adol.org/ 10.1016/).acur0.2019.03.001
0210-4806/© 2019 AEU. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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Urinary markers in the surveillance of non-muscle invasive bladder cancer. A
literature review

Abstract

Badkground: The surveillance of non-muscle-invasive bladder cancer (NMIBC) is usually perfor-
med by cystoscopy and cytology. Until today, no effective urinary biomarker has been used to
reduce the morbidity and cost associated with these procedures.

Objective: To describe the performance of urinary biomarkers in the surveillance of NMIBC.
Evidence acquisition: on August 1, 2018, a bibliographic search was carried out in Pubmed,
Embase and Cochrane Library, limited to the last 10 years, with the terms: bladder cancer,
recurrence, detection and urine marker.973 registers were obtained, and 27 publications were
selected following the PRISMA recommendations.

Evidence synthesis: The negative predictive values (NPV) of several assays could reduce the
number of cystoscopies in NMIBC surveillance. Six transcription-factor trials had an NPV rate
greater than 90%, and one of them can be performed at the control point. Six transcription-
factors evaluations describe anticipated diagnosis between 68% and 83% of their ''false
positives''. Two transcription factors and one protein assays proved reduction between 23%
and 35% of surveillance cystoscopies. Nowadays, cell-based assays are restricted to reflex test
after doubtful cytologies.

Conclusion: There are few studies analysing the improvement of the NMIBC surveillance pro-
tocols. Several transcription factor assays are more precise and allow anticipatory diagnosis.
Currently, there are no comparative studies between alternative surveillance protocols and

classic ones.

© 2019 AEU. Published by Elsevier Espana, 5.L.U. All rights reserved.

Introduccion

El cancer vesical es la neoplasia maligna mas comun del
tracto urinario’. Su incidencia varia segun regiones y pai-
ses. En Europa la mayor incidencia ajustada por edad se da
en Espana (41,5 en hombre y 4,8 en mujeres) y la mas baja
en Finlandia (18,1 en hombre y 4,3 en mujeres). En Espana
se diagnostican 12 000 nuevos casos anualmente’. Aproxi-
madamente el 75% de los tumores vesicales son no musculo
infiltrantes (TVNMI)*. ElL TVNMI se caracteriza por su alta
tasa de recidiva y el riesgo de progresion a tumor musculo
invasor y por estas razones se recomienda un seguimiento a
largo plazo’.

La cistoscopia es la prueba de referencia en la vigilancia
de los TVNMI'. También se utiliza junto a la cistoscopia la
citologia urinaria de miccion espontanea o lavado vesical’.
La citologia tiene alta sensibilidad para tumores de alto
grado y carcinoma in situ pero baja para los tumores de bajo
grado, donde oscila entre el 4y 31%°,

Se han descrito numerosos marcadores urinarios para la
deteccion no invasiva de la recidiva del TVNMI y, aungque
algunos han sido aprobados por agencias internacionales,
su uso no se ha consolidado en la practica clinica®. Esto
se produce, basicamente, por la falta de coherencia entre
los estudios y la realidad clinica. En la mayona de los
estudios las cohortes se han establecido artificialmente, se
mezclan datos entre diagnostico de tumores iniciales y reci-
divas, no se especifica claramente el grado de los TVNMI
seguidos®. En muchas ocasiones, la prevalencia de casos en

estas cohortes artificiales es superior a la real. Como
consecuencia, la precision diagnostica reportada en estas
cohortes artificiales no se puede extrapolar a poblaciones
reales’. Para poder demostrar la utilidad de un ensayo es
necesano evaluarlo en poblaciones reales, con prevalencias
similares a las encontradas en la practica clinica.

El objetivo de esta revision es analizar la eficacia de
los marcadores urinarios, seleccionando estudios que uti-
licen exclusivamente pacientes en vigilancia de TVNMI, en
comparacion con el método clasicamente utilizado (cisto-
scopia y citologia urinaria). Desde el punto de vista practico
se pretende evaluar si hoy en dia podemos reducir el
numero de cistoscopias necesarias en el seguimiento del
TVNMLL

Adquisicion de la evidencia

El 1 de agosto de 2018 dos facultativos realizaron una bus-
queda bibliografica en MedLine (http://www.ncbi.nim.nih.
gov), Embase (http://www.embase.com) y libreria Coch-
rane (http://www.cochrane.org), acotada a los Gltimos 10
anos, idioma ingles o castellano, utilizando los términos:
bladder cancer, recurrence, detection y urine marker. Se
obtuvieron 973 registros, y siguiendo los criterios Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses
(PRISMA), finalmente se identificaron 27 estudios que cum-
plian los criterios de seleccion: analisis comparativo entre
algun marcador urinario y cistoscopia y citologia exclusiva-
mente en la vigilancia de pacientes con TVNMI (fig. 1).
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Figura 1 Diagrama de flujo de estudios identificados, revisados e incluidos segun PRISMA.

Evaluacion de la calidad de los estudios
incluidos

El resultado de aplicar la herramienta QUADAS-2* se muestra
en la figura 2. El sesgo mas frecuentemente registrado es no
especificar la positividad del ensayo en la metodologia. A
pesar de esto, la mayoria de los articulos incluidos en la
revision cumplen la mayoria de los criterios QUADAS-2, lo
que sugiere que la calidad es moderada-alta.

Sintesis de la evidencia

Para facilitar el analisis hemos dividido los marcadores en
3 grupos y los describimos en orden de cantidad de estu-
dios, desde los que tienen mas literatura a los que menos:
ensayos de factores de transcripcion, marcadores proteicos
y ensayos celulares. Ademas, analzamos por separado el
diagnostico anticipado, un topico evaluado en algunas de
las publicaciones revisadas.

Ensayos de factores de transcripcion

En este grupo se incluyen pruebas que detectan ADN o
ARN (microARN, ARN mensajero) en orina acelular o en el
«pellet. de celulas exfoliadas de la via urinaria. Los ARN
mensajeros (MARN), son cadenas dobles de ARN codifican-
tes que se encuentran en el citoplasma’. Su expresion se
utiliza para identificar y cuantificar genes mutados aso-
ciados al TV®. Las mutaciones del receptor del factor de
crecimiento fibroblastico (FGFR3) estan asociadas al TVNMI
hasta el 70% y se asocian a recidivas de bajo grado'”. Allory
et al., demostraron una elevada prevalencia de mutaciones
del gen promotor de TERT (telomerasa transcriptasa inversa)

en hasta el 80% de pacientes con TV. La sensibilidad frente
a la recidiva fue solo del 42% aumentando hasta el 50% al
combinar mARN TERT y mARN FGFR3'". Kavalieris y Lotan,
evaluaron el ensayo CxBladder®. Este ensayo detecta cuanti-
tativamente la expresion de mARN de CXCR2, HOXA13, MDK,
IGFBPS5 y CDK1, ademas de incluir en su algoritmo si es un
TV primario o recidivado y el intervalo libre hasta la reci-
diva. La sensibilidad fue superior al 90% y el valor predictivo
negativo (VPN) supero el 95%'%' . Pichler et al., evaluaron
el ensayo Xpert Bladder Cancer®''. Este ensayo detecta la
expresion del mARN de ABL1, CRH, IGF2, UPK1B y ANXA10 y
se puede realizar automatizadamente en la consulta (PdC:
punto de control) obteniendose resultados en menos de 2 h.
La sensibilidad fue de 84% y el VPN de 93%. Hoy en dia,
no hay otras publicaciones que validen estos resultados. Los
microARN (miARN) son cadenas simples de ARN, de menos
de 22 nucleotidos, no codificantes, que regulan la expresion
de mARN. Sapre et al., han utilizado un panel con 6 miARN:
miR16, miR200c, miR205, miR21, miR221 y miR34a, y han
observado una sensibilidad y especificidad de 88% y 48% res-
pectivamente y un VPN de 75%”. En la tabla 1 se exponen
las caractenisticas y resultados de los estudios basados en
ARN.

Los microsatélites (MS) son regiones altamente polimor-
ficas de ADN, parte integral de la progresion neoplasica, que
pueden ser usados como marcadores clonales del TV. El estu-
dio de los MS ha permitido demostrar zonas de perdida de
la heterocigocidad (LOH) que estan asociadas al TV'. Van
der Aa et al., combinaron la deteccion de la mutacion de
FGFR3 y la deteccion de zonas de LOH en MS de 10 cro-
mosomas observando una sensibilidad de 58% y un VPN de
94%'°. Zuiverloon et al., observaron, que en pacientes con
la mutacion de FGFR3, la reaparicion durante la vigilancia
del gen mutado en celulas exfoliadas de la orina compor-
taba un riesgo de recidiva de 81%, siendo el VPN del 94% .
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Figura 2

Evaluacion de los estudios incluidos usando la herramienta QUADAS-2. A) Resumen de riesgo de sesgos: evaluacion de

cada tipo de sesgo en cada estudio incluido. B) Grafico de riesgo de sesgos: resume la evaluacion de cada tipo de sesgo como

porcentajes del total de estudios.

Tabla 1

Resumen de los estudios con ARN. Se muestran pacientes y parametros de precision diagnostica

Allory etal., TERTp « FGFR3 109 85 50 ] NE°  NE
2014"
Sapre et al., miR16, miR200c, 25 25 88 48 75 NE
2016° miR205, miR21,
miR221 y miR34a
Kavalieris CXCR2, HOXA13, 156 607 92 NE 96 95
etal., 2016'"  MDK, IGFBPS y
CDK1(CxBladder" )*
Lotanetal., CXCR2, HOXA13, 151 597 91 NE 96 97
20171 IGFBPS y
CDK1(CxBladder" )
Pichler et al., ABL1, CRH, IGF2, 43 97 84 91 93 100
201714 UPKIBy
ANXA10(XpertaC")*
# Valor predictvo negativo.
b Alto grado.

€ No especificado.
4 validago para uso comercial.
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Posteriormente, evaluaron las mutaciones (FGFR3, PIK3CA
y RAS), analisis de MS y metilacion de ADN en pacientes
con TV de bajo grado y observaron que la evaluacion con-
junta de las tres mutaciones no mejora la deteccion de
recidiva y que la mejor combinacion fue FGFR3 y analisis de
MS, obteniendo una sensibilidad de 82%''. Couffignal et al.,
detectaron la mutacion de FGFR3 en el 39% de los TV prima-
rios. La deteccion de la mutacion durante la vigilancia tuvo
una sensibilidad del 73% y un VPN del 94%°%.

Las metilaciones del ADN son cambios epigenéticos, esta-
bles y que se asocian al desarrollo de neoplasias mediante
la inactivacion de genes supresores y/o la sobreexpresion
de oncogénes'’. La deteccion de estas metilaciones se ha
estudiado extensamente como biomarcadores del TVNMI,
en paneles exclusivos de metilaciones o combinados con
otros ensayos. Kandimalla et al., combinaron la deteccion
de FGFR3 y tres metilaciones (OTX1, ONECUT2 y OSR1) y
sin necesidad de considerar el estado de FGFR3, observaron
una sensibilidad global y VPN de 79% y 76% respectivamente.
En TV de alto grado la sensibilidad fue del 80% y del 73%
en TV de bajo grado®. Reinert et al., una vez determi-
nado el estado de metilaciones del TV inicial, controlaron
la reaparicion de los genes metilados. En total analza-
ron el estado de 6 metilaciones (EOMES, HOXA9, POU4F2,
TWIST1, VIM y INF154). Durante el seguimiento alcarza-
ron sensibilidades en la deteccion de recidiva entre &7 y
93%. Sin embargo, no demostraron beneficio al combinar
metilaciones’. Roperch et al., también evaluaron el estatus
de FGFR3 y 18 metilaciones’'. En su analisis, la mejor combi-
nacion asocio 3 metilaciones (HS35T2, SLIT2 y SEPTINS) con
una sensibilidad global para la recidiva del 90%. Zuiverloon
et al., evaluaron un panel de 23 metilaciones sin determinar
su estado en el TV inicial. La mejor combinacion la obtu-
vieron con las metilaciones APCa, TERTa, TERTb y EDNRB,
alcarzando una sensibilidad del 72%%. Su et al., con un panel
de 3 metilaciones (SOX1, IRAK3 y L1-MET) observaron una
sensibilidad y especificidad de 86% y 89% respectivamente’ .
En un estudio multicéntrico en el que se incluyeron mas de
450 muestras, van der Heijden et al., con la deteccion con-
junta de la metilacion de 3 genes (CFTR, SALL3 y TWISTT),
observaron una sensibilidad y VPN de 89,6% y 82 86% respec-
tivamente. También estimaron que, al ajustar la prevalencia
de recidivas a la practica clinica habitual, su panel de meti-
laciones podria alcarzar un VPN del 99%, pudiéndose evitar
mas del 35% de las cistoscopias durante el seguimiento de los
TVNMI““. Witjes et al., en un estudio multiinstitucional euro-
peo utilizaron el Bladder EpiCheck®, un ensayo que evalua
15 metilaciones, en mas de 350 muestras durante el primer
ano de vigilancia. Observaron una sensibilidad y un VPN glo-
bal del 68% y 95% respectivamente. Tambien estimaron que,
si se excluyen los pTa de bajo grado, el VPN asciende a 99,3%,
lo que permitiria descartar recidivas de alto grado y reducir
las cistoscopias de vigilancia®™. En la tabla 2 se resumen los
estudios con ADN.

Marcadores proteicos

La cuantificacion de proteinas en orina es sencillay habitual-
mente se realiza mediante inmunoensayos. Recientemente,
algunos ensayos se han automatizado y permiten su deter-

95

minacion en el punto de control (PdC)’. Actualmente es
tambien posible la determinacion de paneles de proteinas.

Existen dos ensayos que determinan NMP22 (proteina de
la matriz nuclear 22). El NMP22 Bladder ELISA test®, un
ensayo cuantitativo y realizado en laboratorio) y el NMP22
BladderChek®, un ensayo POC cualitativo). En el ensayo
cuantitativo el punto de corte mas utilizado ha sido 10U/mL,
aunque algunos autores lo han ajustado en funcion de sus
resultados. En la prueba cualitativa el «positivo. se obtiene
con 10 U/mL o mas. La deteccion de NMP22 en orina esta
validada por la FDA para el diagnostico del TV?. Horstmann
et al., utilizando la prueba ELISA cuantitativa, obtuvieron
una sensibilidad y VPN de 68% y 60% respectivamente’*. En
TV de alto grado, la sensibilidad ascendio a 80%. Hosseini
et al., utilizando el ensayo POC, obtuvieron una sensibilidad
de 78,8% y un VPN de 85,3%". Utilizando el mismo ensayo,
Pichler et al., observaron una sensibilidad de 12,9%*. Por
otra parte, un grupo propone el uso del BladderChek®, sus-
tituyendo la citologia en la vigilancia del TVNMI, basandose
en su menor costo, inmediatez y un VPN de 90,5%°”. Shariat
et al., en un analisis de mas de 2000 muestras y utilizando
un algoritmo de decision, demostro que el uso del NMP22
Bladder ELISA test® podnia reducir un 23% de las cistoscopias
durante la vigilancia de los TVNMI™.

El ensayo Urinary Bladder Cancer (UBC®) evalia la
presencia de CK 8 y 18 en orina. Se puede realizar cuan-
titativamente con un ELISA, de forma cualitativa y PaC
(UBC STAT®) y cuantitativa y PdC, mediante un lector
espectrofotométrico, denominada UBC rapid POC*''. En 3
publicaciones que utilizaron el UBC rapid POC® se obtuvie-
ron sensibilidades globales entre 54% y 64%. El mejor VPN
reportado fue de 70,5% y la mejor sensibilidad para detectar
TV de alto grado fue 79%% 7%,

La determinacion simultanea de varias proteinas tiene
como objetivo aumentar la precision diagnostica global y se
han publicado resultados con diferentes combinaciones de
proteinas urinanas. Rosser et al., analizaron un panel de 10
proteinas observando una sensibilidad global de 79% y de 65%
en TV de alto grado™ . Soukup et al., después de evaluar 27
proteinas urinarias, determinaron que con el uso de la cito-
logia urinaria y 2 proteinas alcanzaban una sensibilidad de
92%*. Otro grupo, utilizo un panel de 5 proteinas ademas
de otros parametros clinicos (numero de recidivas, estadio
tumoral y antecedente de instilaciones con BCG) . Tambien
se han utilizado ensayos que detectan peptidos (fragmentos
de proteinas como hemoglobina, colageno, apolipoproteina
A, etc.). Frantzi et al., observaron una sensibilidad de 88%,
utilzando espectrometria de masas para cuantificar 106
peptidos™. En la tabla 3 se resumen los estudios con pro-
teinas urinarias.

Ensayos celulares

En este apartado incluimos dos ensayos; UroVysion FISH®
(Vysis, Laboratorios Abbott, Des Plaines, EE. UU.) y el
uCyt +*® (Scimedx Inc., Denville, EE. UU.). UroVysion FISH®
(hibridacion fluorescente in situ) contiene sondas que hibri-
dan con las regiones centromericas de los cromosomas 3,7
y 17 y una sonda de secuencia unica que hibrida con el gen
p16 en 9p21. Para el diagnostico se requiere la visualizacion
de al menos 25 ceélulas morfologicamente anomalas; la
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Tabla 2 Resumen de los estudios con ADN. Se muestran pacientesy parametros de precision diagnostica
Autor, ano Biomarcador Pacientes  Pacientes  Sensibilidad Especificidad VPN* Sensibilidad
con recidiva sin recidiva en AG"
Van dezglaetal.. MS- + mutacion FGFR3 84 EEL 58 73 94 NE*
2009
Zl.iverl??n etal., Mutacion FGFR3 45 89 58 NE 89 NE
2010
Kandimalla et al., Mutacion de 95 130 79 NE 76 73
2013 FGFR3 + 3 metilaciones
(OTX1, ONECUT2 y OSR1)
Zuiverloon et al., 4 metilaciones 65 29 7.3 55,3 NE NE
2012+ (APCa,TERTa, TERTb y
EDNRB)
Reinert et al., 6 metilaciones (EOMES, 101 57 87-93 28-47 55-78 NE
20125 HOXAS, POU4FZ,
TWIST1, VIMy ZNF154)
Zuiverloon et al., MS+mutacion de FGFR3 136 NE 82 34 NE NE
2013"7
Su et al., 2014~ 3 metilaciones (SOX1, 34 56 86 89 NE NE
IRAK3 y L1-MET)
etal., Mutacion FGFR3 30 38 73 87 94 NE
2015
Roperch et al., Mutacion de FGFR3 + 3 a6 72 920 65 NE NE
2015"" metilaciones (HS3ST2,
SLIT2 y SEPTIN9)
Van der Heijden 3 metilaciones (CFTR, 173 285 89 30 83 9N
etal., 2018 SALL3 y TWIST1)
Witjes et al., Bladder EpiCheck” (15 EE] 309 68,2 88 95,1-99,3 889
20185 metilaciones)”

“ Valor predictivo negativo.

¥ Alto grado.

© Microsatélite.

9 Mo especificado.

“ Validado para uso comercial.

deteccion de 4 0 mas células con exceso de 2 o mas cromoso-
mas 3, 7 0 17 en la misma celula o como minimo 12 celulas
con supresion en el gen p16”. Para la interpretacion del
ensayo se requiere personal preparado y con experiencia,
ademas de reportarse hasta un 10% de casos no evaluables™.
uCyt +° contiene anticuerpos fluorescentes contra glicopro-
teinas de mucina y antigeno carcinoembrionario. Despues
de evaluar al menos 500 nucleos, la deteccion de mas de
una celula positiva es considerado patologico™. Todenhofer
et al., aplicaron UroVysion®, uCyt +° y NMP22 a mas de 400
muestras de pacientes en vigilancia por TVNMI. Demostraron
que con el uso de 2 de estos marcadores se puede tener un
VPN de 99.1% en los TV de alto grado’’. El uso de ensayos
«reflejo- se refiere a la utilizacion de pruebas secundarias
(UroVysion® o uCyt+") cuando el resultado del ensayo ini-
cial es dudoso (citologia dudosa). Odisho et al., utilizaron el
uCyt + * como reflejo de citologia en mas de 300 muestras y
obtuvieron sensibilidad de 72,9% y VPN de 80%"". En la tabla
4 se resumen los estudios con ensayos celulares.

Diagnoéstico anticipado

El diagnostico anticipado de la recidiva del TVNMI se pro-
duce cuando un ensayo de orina es positivo previamente al
diagnostico”. El tiempo entre el ensayo positivoy el diagnos-
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tico del TV debe ser inferior a un ano, segin se define en las
guias europeas y americanas®. Cuatro grupos *'®, determi-
naron la presencia de la mutacion de FGFR3 y demostraron
que entre los 12 y 24 meses mas del 80% de los pacientes
con la mutacion tendra una recidiva. Otros dos grupos™ -,
evaluando la aparicion de 9 metilaciones, demostraron que
entre el 68% y el B0% de los pacientes recidivan a los 24
meses. La tabla 5 resume los marcadores que reportan diag-
nostico anticipado.

Discusion

Sorprende, después de este analisis de la literatura, que a
pesar de ser la vigilancia del TVNMI el escenario clinico de
mayor interes para un biomarcador urinario, son pocos los
estudios que hemos identificado y que especificamente se
centran en esta cohorte de pacientes. La mayona de las
publicaciones reportan poblaciones -artificiales- que inclu-
yen pacientes con TV en el momento de su diagnostico,
recidivas de TVNMI de alto y bajo grado, y ademas lo hacen
en proporciones que no reflejan realidad clinica de la vigi-
lancia de los TVNMI®. Para poder determinar la utilidad
de un marcador, en la vigilancia del TVNMI, hemos anali-
zado unicamente las publicaciones que describen resultados
especificamente en esa poblacion y ademas hemos evaluado
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Tabla 3 Resumen de los estudios con marcadores proteicos. Se muestran pacientesy parametros de precision diagnostica

Horstmann NMP22° 13 108 68 49 &0 80
et al., 2009
Hosseini etal., NMP22° 52 92 78,8 69,6 853 81,3
20127
Ritter et al., uBc? 22 29 54,6 77,4 70,5 75
2014
Rosser et al., 10 proteinas (IL8, MMP9, 53 72 79 88 NE- 65,2
2014 MMP10, SERPINAT,
VEGFA, ANG, CA9, APOE,
SERPINET y SDC1)
Soukup etal.,  Midkiney Synuclein G (y 44 &1 92,68 90,16 NE NE
2015% citologia)
Blanca et al., FGFR3 « Cyclina 102 219 73 90 8 NE
2016
Frantzietal.,, 106 péptidos 55 156 88 51 NE NE
2016*
Pichler etal.,  NMP22° 3 44 12,9 100 N 71
2017
usc? 31 44 645 81,8 NE 35,7
Styrke et al., uBc? 43 32 NE NE NE 79,2
20174

4 Valor predictivo negativo.

b Alto grado.

© No especificado.

4 vallgado para use comercial.

Tabla 4 Resumen de los estudios con ensayos celulares. Se muestran pacientes y parametros de precision diagnostica

Todenhdfer etal.,,  UrdVysion"'y 128 355 80-90 NE* 89-99,1 NE
2014% uCyt+"*

Odisho et al., uCyt+"® (reflejo) 86 306 72,9 47,1 80,2 73,5
20137

* Valor predictivo negativo.

b Alto grado.

€ No especificado.

4 valigado para uso comercial.

la posibilidad de mejorar el protocolo habitual de vigilancia cinco publicaciones, dos comparan protocolos de vigilancia
del TVNMI, adecuando el numero y frecuencia de cistosco- y estiman una reduccion de cistoscopias. Van der Heijden
pias. et al., han estimado una reduccion del 35% de cistoscopias’.
Entre los ensayos geneticos que evaluan ARN, hemos Witjes et al., con Bladder EpiCheck®, han observado un VPN
encontrado dos (CxBladder® y XpertBC®) que podrian mejo- de 99,1% cuando se consideran solo recidivas de alto grado
rar la vigilancia del TVNMI. CxBladder® es un ensayo y estiman una reduccion relevante de cistoscopias™. En las
prometedor ya que su VPN supera el 96% y ello permitiria otras tres publicaciones que evaluan ensayos de ADN, no se
reducir un elevado numero de cistoscopias'’'!. XpertBC® comparan protocolos de vigilancia.
tiene la ventaja de poderse realzar en el punto de con- La cuantificacion de proteinas en orina mediante inmu-
trol y, en una cohorte con una tasa de recidiva del 30% su noensayos se realiza desde hace mas de 30 anos™.
VPN fue del 93%'". A pesar de los buenos resultados obser-  Marcadores basados en la cuantificacion de NMP22 y cito-
vados con estos dos ensayos en la vigilancia del TVNMI, no queratinas 8y 18 (UBC®) han sido ampliamente estudiados y
se han disenado estudios que comparen distintos protocolos los resultados han sido muy heterogéneos, motivo por el cual
de vigilancia. no son recomendados por las guias de practica clinica” “*'.
Entre los ensayos que evaluan ADN, cinco reportan VPN Con la mejoria en las técnicas de cuantificacion de protei-
que superan el 80%, lo que permitiria reducir el numero de nas, la tendencia actual es analizar paneles proteicos. Entre
cistoscopias en la vigilancia del TVNMI (tabla 2). De estas las publicaciones revisadas, pocas reportan el VPN, lo que
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Tabla 5

miento tasa de «falsos positivos- y porcentaje que recidivan

Resumen de los estudios que reportan marcadores con diagnostico anticipado. Se muestran tiempo maximo de segui-

Van der Aa et al., 2009" MS* + mutacion FGFR3
Zuiverioon et al., 2010 Mutacion FGFR3 12
Reinert et al., 2012 & metilaciones (EOMES, 24
HOXA9, POU4F2,
TWIST1, VIM y ZNF154)
Zuiverioon et al., 2013"/ MS + mutacion de FGFR3 12
Su et al., 2014~ 3 metilaciones (SOX1, NE
IRAK3 y L1-MET)
Couffignal et al., 2015'* Mutacion FGFR3 24

198/80 % 83%
NE" 81%
0/ 3I7% £8%
NE 85%
6/17% 80%
5/18% 81%

4 Microsatélites.
b No especificado.

impide estimar la reduccion de cistoscopias durante la vigi-
lancia del TVNMI (tabla 3). Una ventaja importante de los
inmunoensayos s la posibilidad de hacerlos en el punto de
control (UBC® y NMP22), una caractenstica muy util para
los clinicos. Dos estudios que evaluaron proteinas sugieren
poder cambiar el protocolo de vigilancia del TVNMI. Terrell
et al., demostraron que con el uso de BladderChek® (NMP22
en el punto de control) se puede evitar la citologia urinania,
estimando que la vigilancia seria mas agil y se reducirian
costes’’. Shariat et al., sugieren que con el uso de NMP22
Bladder ELISA test® se podrian reducir un 23% las cistosco-
pias en la vigilancia del TVNMI™.

Los ensayos de base celular tienen la limitacion de
que requieren personal entrenado y tiempo, ademas de
que en algunos casos no se pueden obtener resultados
concluyentes™. Estas razones han llevado a que su uso
sea limitado a pruebas «reflejo. de la citologia urinaria
convencional (cuando la citologia es dudosa)™ *. Aunque
las publicaciones revisadas reportan VPN superiores al 80%
(tabla 4), la complejidad de su interpretacion los descarta
como una opcion para simplificar y mejorar la vigilancia del
TVNMLL

La anticipacion a la recidiva del TVNMI se describio ini-
cialmente en los ensayos celulares, aungue con resultados
heterogéneos”. Con la introduccion de ensayos genéti-
cos, se ha intentado cuantificar alteraciones (metilaciones,
mutaciones de ADN) que precedan a la aparicion de la
recidiva tumoral. Algunos estudios demuestran que las
mutaciones y metilaciones no dan una idea clara de cuando
aparecera la recidiva y que en algunos casos, metilaciones y
mutaciones no implican recidiva tumoral” . Los estudios ana-
lzados reportan tasas de diagnosticos anticipados de hasta
el 85% 7. Estos resultados deben ponderarse porque en algu-
nos estudios las recidivas se describen a los 24 meses, lo
que muy probablemente no tenga relacion con la altera-
cion genetica que demuestra el ensayo, si no con la historia
natural de la enfermedad. De cualquier manera, deter-
minar mutaciones y metilaciones, asi como alteraciones
cromosomicas celulares, permite determinar un grupo de
riesgo para adecuar la vigilancia, ajustando la frecuencia de
cistoscopias.

En esta revision no hemos incorporado marcadores de los
que no existen publicaciones en la Ultima decada y la limita-
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cion fundamental para establecer la sintesis de la evidencia
es la escasez de estudios bien disehados especificamente en
la vigilancia del TVNMI.

Conclusiones

En la Ultima década se han estudiado gran cantidad de mar-
cadores con el objetivo de mejorar la vigilancia del TVNMI.
Se han utilizado ensayos de factores de transcripcion, de
proteinas y de base celular. Algunos de ellos han demostrado
tener gran precision diagnostica, sin embargo, son pocos los
que han demostrado mejorar el protocolo de vigilancia del
TVNML. En el futuro deberian realizarse estudios que ademas
de probar la precision diagnostica del ensayo, demuestren
poder mejorar la vigilancia del TVNMI.
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Assessing the Clinical Benefit of UBC Rapid in the

Surveillance and Initial Diagnosis of Bladder
Cancer

. _ 1 . 2
Fernando Agreda Castaneda, Carles Xavier Raventds Busquets,

Juan Morote Robles®

Abstract

We aimed to determine whether the UBC (urinary bladder cancer) Rapid test could reduce the number of
required cystoscopies in the surveillance of patients with superficial bladder cancer. We found that the UBC
Rapid assay failed to detect small tumors and did not improve the surveillance protocol.

Introduction: Several studies have shown that abnormal urine levels of cytokeratins 8 and 18 are associated with
bladder cancer. However, the clinical benefit of the UBC (urinary bladder cancer) Rapid assay has remained unclear.
Patients and Methods: We performed the UBC Rapid assay and voided cytology in 336 patients—297 in surveillance
for non—muscle-invasive bladder cancer and 39 with newly diagnosed bladder cancer. The sensitivity, specificity,
positive predictive value, and negative predictive value were calculated by contingency. We also controlled for the
patients with positive UBC Rapid findings but negative cystoscopy findings to prove the former’s ability to provide an
anticipatory diagnosis. Results: We diagnosed 27 recurrences (9.8%). Overall, the sensitivity of the UBC Rapid assay
was better for the higher risk groups and after adding the cytology findings. The only independent predictor of a
positive UBC Rapid assay was the tumor size. Of the 81 patients with positive UBC Rapid findings without positive
cystoscopy findings, 8 (10%) had developed a recurrence within the first year. Avoiding cystoscopy for the patients
with UBC Rapid negative results could avoid 184 cystoscopies (66%) but would result in missing 7 of 13 high-risk
recurrences. Conclusions: The performance of the UBC Rapid assay improved with increasing tumor size. Limiting
cystoscopies to patients with UBC Rapid positive results could result in a reduction in surveillance cystoscopies but
could result in missing high-risk recurrences. Finally, the UBC Rapid assay was not useful for anticipatory diagnoses.

Clinical Genitourinary Cancer, Vol. m, No. m, m-m © 2019 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: Bladder cancer, Diagnosis, Proteomics, Surveillance, Urinary marker

Introduction

Bladder cancer (BC) is the most common malignant neoplasia of
the urinary tract. In the diagnosis and surveillance of non—muscle-
invasive BC (NMIBC), cystoscopy has been considered the refer-
ence standard in the current guidelines, and urinary cytology has
been the most used noninvasive test.” Several urinary markers test

have been studied regarding their accuracy in the primary diagnosis
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and follow-up of BC.” Two limitations of these available rests are
that they are expensive and require an enzyme-linked immunosor-
bent assay to evaluate the resuls.” At present, various point-of-care
(POC) tests are available, allowing for fast and reliable urine marker
detection.

The UBC (urinary BC) antigen Rapid assay (IDL Biotech AB,
Bromma, Sweden) is an immunoassay that detects fragments of
cytokeratin (CK) 8 and 18 in urine samples. The disadvantage of
the dichotomic results of the UBC Rapid assay can be overcome
using a photometric reader (Concile Omega 100; Concile GmbH,
Freiburg, Germany). The reader was adapted to provide quantitative
results of the UBC Rapid assay in a POC fashion. The equivalence
of the results provided by the photometric reader and the enzyme-
linked immunosorbent assay has been proved.’

The possibility of detecting premalignant changes and anticipa-
tory positive findings has been studied for cellular BC tests but not
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for protein markers.” Thus, the aim of our study was to evaluate the
diagnostic accuracy of the UBC Rapid assay for urine CK8 and
CK18 detection as a POC quantitative system for the surveillance
and inital diagnosis of BC. We also studied the incidence of false-
positive results and anticipatory positive findings, the potential
reduction of follow-up cystoscopies, and the relationship of the
ﬁndings with tumor size, stage, and grade.

Patients and Methods
Patients

In the present prospective study, we performed the UBC Rapid
quantitative POC test for 336 consecutive patients at our institution
from February 2016 w February 2017. The hospital ethics board
approved the present study [reference no. PR (AG)07/2016]. We
used the STARD (standards for reporting of diagnostic accuracy
studies) criteria (Figure 1).7 Data on the cystoscopy findings (ie,
tumor size, number of tumors), bladder tumor antecedents, gender,
age, interval since the previous transurethral resection of bladder
tumor (TURB), previous treatment with bacillus Calmette-Gueérin,
and voided cytology findings were collected. We also controlled for
an anticipatory diagnosis (ie, a positive test result before the diag-
nosis of BC), when the UBC Rapid test results were positive
without positive findings from cystoscopy. For patients with posi-
tive cystoscopy findings, the T stage and grade were collected after
TURB. The 336 patients were divided into 2 groups: 297 patients
receiving follow-up after TURB for NMIBC and scheduled to
undergo cystoscopy (group A) and 39 patients scheduled, for the
first time, to undergo TURB because of positive findings from
imaging studies or cystoscopy (group B). The exclusion criteria were
any type of urethral manipulation within 10 days before urine
sampling and positive urine culture. Of the 336 patients, 310 were

Figure 1
Present Study

included in the presentstudy and 26 were excluded (14 because of a
positive urine culture before testing, 11 who did not have urine
culture findings available, and 1 because of a nonvalid result using
the photometric reader).

Test Procedure

Midstream urine was collected, before cystoscopy or TURB, in a
sterile plastic container and processed. The urine samples were
analyzed using the UBC Rapid assay (IDL Biotech AB), urine
cytology, and urine culture. The UBC Rapid test was performed in
accordance with the manufacturer’s recommendations. After 10
minutes of incubation, the UBC Rapid test cartridges were analyzed
using the photometric reader Concile Omega 100 (Concile GmbH)
for quantitative analysis. The reader gives a result in a range
from < 5 o > 300 pg/L. For cytology, the urine sample was
processed and microscopically reviewed by a cytopathologist with

experience in BC.

Statistical Analysis

Because we knew that the sensitivity and specificity of the UBC
Rapid test is ~ 50% and 80%, respectively,X that, at our institution,
the sensidvity of wash urine cyrology is 65%, and assuming an o
and P error of 5% and 85%, respectively, we calculated a sample of
350 patients would be necessary to improve the sensitivity. The
median and interquartile range and the percentages are reported for
the continuous and qualitative variables, respectively. We used
nonparametric tests to compare the median values of the continuous
variables (Mann-Whitney [/ test) and they %7 test for qualitative
variables because of a small or non-normal sample. The statistical
significance level was set at P < .05. Receiver operating character-
istic curve analysis was performed to establish the most sensitive

STARD (Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy Studies) Diagram Showing the Flow of Participants Through the
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Table 1 Demographic and Clinical Characteristics of Group A

(Surveillance)

Characteristic Value
Patients 275 (100)
Gender

Male 235 (85.5)

Female 40 (14.9)
Age, y

Median 73

I0R 64-79
Previous BCG treatment 191 (69.5)
Interval from previous TURB, mo

Median 40

I0R 20-74
Recurrence found by cystoscopy 27 9.8
T stage of recurrence

pTa 15 (55.6)

pri 7 (25.9)

>pl2 3(11.1)

Cis 2(7.4)
Recurrence grade

High grade 11 (40.7)

Low grade 16 (59.3)
Recurrence size, mm

Median 5

I0R 4-10
Multiplicity of recurrence

Single 19 (70.4)

Multiple 8 (29.6)

Data presented as n (%), unless otherwise noted.
Abbreviati as = i in situ; IOR = |
resection of bladder tumor.

range; TURB = transurethral

cutoff. The sensitivity, specificity, negative predictive value (NPV),
positive predictive value (PPV) were calculated. Statistical analysis
was performed using SPSS, version 24 (IBM Corp, Armonk, NY).

Results

Of the 310 included patients, 275 were in the surveillance group
(group A) and 35 were in the initial TURB group (group B). The
demographic and clinical characteristics of group A are presented in
Table 1. Of the 275 patients in group A, 85% had had 1 year free of
recurrence at study inclusion. In group A, 27 cases of recurrence
(9.8%) were diagnosed. Of the recurrence cases, 89% were
NMIBC, 60% were low grade, 70% were single tumors, and some
had exceeded 10 mm in size. The UBC Rapid assay findings in
group A using the most sensitive cutoff (5 pg/L) and the manu-
facturer’s cutoff are presented in Table 2. Both cutoff values showed
the same sensitivity for high-risk tumors and a very high NPV after
adding the cytology findings. In group A, we detected 81 UBC
Rapid results that were > 5 pig/L without positive findings from
cystoscopy (29% of patients). After a median follow-up of 29
months (range, 23-35 months), 13 of these 81 patients (16%) had

had a diagnosis of a recurrence from cystoscopy. The median time

Fernando Agreda Castaneda et al

to recurrence was 12.9 months (range, 2.7-24.9). The results for
these 13 recurrences are shown in Table 3.

The demographic and clinical characteristics of group B are
presented in Table 4. The gender and age of the patients in group B
were very similar to those of the patients in group A. Tumor size
and multiplicity (both describing the total tumor volume) were
notably greater in group B (P < .05). The performance of the UBC
Rapid test in group B is shown in Table 5. The best results for
detecting high-risk tumors were obtained with a cutoff of 5 pg/L;
adding the cytology findings did not show any improvement in
group B.

The differences in the UBC Rapid assay results between the 2
groups are listed in Table 6. The UBC Rapid findings were related
o the tumor grade, stage, size, and multiplicity and whether the
tumor was initial or recurrent on univariate analysis. After
multivariate stepwise analysis, the only independent predictor for
a positive UBC Rapid finding was tumor size (P .004),
described by the expression: [UBC Rapid = 10.086 + 1.782
(tumor size)].

Discussion

To evaluate the performance of the UBC Rapid assay in everyday
clinical practice, we included 2 groups of patients in our prospective
study. A large group of consecutive patients receiving surveillance
(with low- and high-grade NIMBC, with and without previous
bacillus Calmerte-Guérin instillation) and a group of patients with a
first diagnosis of BC and scheduled to undergo TURB. We evalu-
ated the overall and specific performance of the UBC Rapid assay,
the likelihood of anticipatory diagnosis (for group A), and the
relationship with T stage, pathologic grade, and tumor size. To
better describe the results, we analyzed the data from the patients in
2 groups of risk: high risk (high grade, > pT1) and low risk (low
grade, < pTa).

The current guidelines do not recommend any protein-based
urine marker for the diagnosis or surveillance of NMIBC.
Cytology has been suggested as an adjunct of cystoscopy to detect
high-grade disease.”

Our recurrence rate was 9.8%. This low prevalence could be
explained by the very long freedom from recurrence for our pa-
dents (only 15% of patients were in their first year of surveillance),
because most recurrences will have developed within the first year

. 2 . .
of surveillance.” Previous reports have demonstrated a direct
9,10 5,811

relationship to the tumor size, grade, and s[age.lz To the
best of our knowledge, no previous reports have evaluated these
results using multivariate analysis to search for independent pre-
dicrors. Because the tumor size is related to the tumor grade and
stage,2 it is probable that the higher Rapid UBC levels describe
only the tumor size as a continuous variable. In our cohort, the
only independent predictor of a positive UBC Rapid result was the
tumor size. These results highlight the significance of the quan-
dtative consideration of the UBC Rapid assay. These results also
explain the poor performance of the UBC Rapid assay in our
surveillance group, because the median size of the recurrent w-
mors was only 5 mm. In the initial tumor group, because the
umors were larger, the overall performance of the UBC Rapid
assay was better; however, the usefulness of any NMIBC urine

marker will mainly be for surveillance.
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Table 2 Overall and Risk-stratified Performance of UBC Rapid in Group A (Surveillance)

Variable Sensitivity (%) Specificity (%)
UBC Rapid manufacturer's
cutoff (12.3 pgA)
Overall 14.8 89.1
High-risk tumor” 231 89.3
Low-risk tumor” 71 885
UBG Rapid manufacturer's
cutoff (12.3 ugA) plus voided
cytology
Overall 33.3 843
High-risk tumor” 61.5 84.7
Low-risk tumor” 71 820
UBC Rapid cutoff of 5 pg/L
Overall 33.3 669
High-risk tumor® 46.2 676
Low-risk tumor® 21.4 66.3
UBC Rapid cutoff of 5 pg/L
plus voided cytology
Overall 40.7 637
High-risk tumor” 61.5 64.5
Low-risk tumor® 214 625

PPV (%) NPV (%) PValue
129 90.6 540
9.7 959 168
32 94.7 616
188 921 022
16.7 978 <.001
21 94.3 297
99 90.2 .978
6.6 96.2 .3056
3.3 94.0 341
109 90.8 649
79 97.1 057
30 937 223

Abbreviations: NPV = negative predictive value; PPV = positive predictive value.
3Any stage > pT1 or high-grade tumor.
®Any tumor not included in the high-risk category.

We used 2 cutoff levels to evaluate the UBC Rapid assay, the level
recommended by the manufacturer (12.3 pg/L) and the most sensi-
tive level (5 Jlg/L) to obtain the maximum detection of BC. In group
A, when we used 12.3 Jig/L as the cutoff, the sensitivity was very low:
14.8% overall, 23% for the high-risk group, and 7.1% for the low-risk
group. Very similar results were obtained in a study with the same
cutofflevel."” As expected, when the cutoff was 5 jig/L, the sensitivity
was greater: 33% overall, 46% for the high-risk group, and 21.4% for
the low-risk group. To the best of our knowledge, no previous studies
have reported the results using this cutoff; most previous studies had

Table 3 Follow-up Data From Patients With Positive Ul

UBC Rapid Assay Result (pg/L) | Latency to Recurrence, mo
8.1 28
28.2 33
6.1 7
7.1 78
12.6 1.2
9.2 12
16.1 12
13.2 12.2
8.5 16.7
24.9 17.3
6.9 19
15.9 22.4
6.4 24.9

used the manufacturer’s recommended cutoff of 12.3 pg/L.>' "1
One study used 1 [ig/L as the cutoff and obrained a sensitvity of
64%." After combining the UBC Rapid results with those from
voided cytology, the sensitivity improved and the specificity showed a
minor change. Previous investigators have shown that cytology
findings can improve the results of the UBC Rapid assay.'”'” One
study reported a combined sensitivity of 72.9% overall and 88% for
high-risk disease.” In our study, the UBC Rapid assay showed supe-
rior performance in group B for both risk groups, which has also been
previously reported, with higher UBC levels and better diagnostic

pid Test Results (= 5 pg/L) and Negative Cystoscopy Findings

Tumor Stage Tumor Grade
pr2 High grade
pT High grade

pTa + CIS High grade
pT High grade
pT1 High grade
pT High grade
CIS High grade
pT1 High grade
PUNLMP Low grade
pT High grade
PUNLMP Low grade
pTa High grade
pTx Low grade

Abbreviations: CIS = carcinoma in sifu; PUNLMP = papillary urothelial neoplasm of low malignant potential.
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Table 4 Demographic and Clinical Characteristics of Group B

(Initial Diagnosis)

Characteristic Value
Patients 35 (100)
Gender

Male 33 (94.3)

Female 2 (5.7)
Age, y

Median 72

IGR 66-78
T stage

pla 11 (31.4)

pT1 17 (48.6)

>pT2 7 (20)
Grade

High grade 23 (65.7)

Low grade 12 (34.3)
Tumor size, mm

Median 20

I0R 15-40
Tumor multiplicity

Single 21 (60)

Multiple 14 (40)

Data presented as n (%), unless otherwise noted.
Abbreviation: IQR = interquartile range.
- 8 . .
petformance for initial tumors,” most certainly owing to the greater
tumor size.
Setting the cutoff at 5 pg/L, we obtained a very high NPV, If

cystoscopies were omitted for every patient with negative UBC

Fernando Agreda Castaneda et al

Rapid findings, 184 cystoscopies could have been avoided (67% of
the surveillance patients). However, 7 of the 13 high-risk recurrence
cases would have been missed. Adding the findings from voided
cytology, 174 cystoscopies could have been avoided (63.3% of total
cystoscopies). However, 5 of the 13 high-risk recurrence cases
would still have been missed. One group, using the NMP22 test,
estimated that if a risk of 15% of missed recurrence cases were
accepted, ~23% of cystoscopies could be avoided during surveil-
lance.'® To the best of our knowledge, no other studies have eval-
uated the reduction in the number of cystoscopies using protein-
based urine markers.

Anticipatory BC diagnosis has been defined as a positive urine
test result before the diagnosis of BC."” The American and Euro-
pean guidelines]J have reported that the interval between the urine
test and the BC diagnosis should be < 1 year. Several studies have

1920 and cellular-based

reported the results from using cytology
tests.””"”* In our cohort, 13 of 81 patients (16%) with UBC
Rapid assay results that were > 5 g/L withour positive cystoscopy
findings developed BC at some point during our study period. If the
1-year definition and the UBC Rapid assay cutoff of 5 pg/L were
used, 8 cases would have been diagnosed. Thus, 10% of our patients
with a UBC Rapid test result > 5 pg/L and withour positive
cystoscopy findings would have developed BC within the first year.
A recent report estimated this percentage at 75% for wash cytology
and 40% for UroVysion Huorescence in situ hybridization (a cell-
based genetic immune test).”” It is fundamental o understand
that the I-year risk of developing recurrence in our cohort was
greater (15%; data not shown). Thus, we most certainly had not
been prediagnosing BC.

Qur study had some limitations. One was that we included
patients from a single institution. Another was that we could not
complete the sample size of 350 patients.

Table 5 Overall and Risk Stratified UBC Rapid Performance in Group B (Initial Diagnosis)

Variable Sensitivity (%) P Value
UBC Rapid manufacturer's cutoff (12.3 pg/L)
Overall 51.4
High-risk tumor® 66.7 .008
Low-risk tumor” 182
UBC rapid manufacturer's cutoff (12,3 pg/L) plus
voided cytology
Overall 62.9
High-risk tumor® 792 .003
Low-risk tumor” 273
UBC Rapid cutoff of 5 pg/
Overall 85.7
High-risk tumor” 91.7 137
Low-risk tumor” 727
UBC rapid cut-off 5 pg/L + voided cytology
Overall 85.7
High-risk tumor” 91.7 137
Low-risk tumor® 72.7

“Any stage > pT1 or high-grade tumor.
°Any tumor not included in the high-risk category.
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Tahle 6 UBC Rapid Results for Overall Confirmed Tumors Stratified by Group and Grade, Stage, and Ris

UBC Rapid Results, pg/L

Variahle Group A (n = 27) Group B (n = 35) P Value
Qverall <5 (<5-7.8) 12.9 (5.8-106) <.001
Grade

High grade <5 (<5-15.7) 36.7 (9.9-129) 003

Low grade <5 («<5-5.12) 5.6 (4.25-10.25) 018
T stage

pla <5 (<5H) 5.4 (<5-10.4) 017

pTi <5 (<5-5.5) 22,6 (9.4-90.85) 017

>pl2 <5 (<) 129 (6.4-241) .084
Risk group

High risk <5 (<5-12.85) 36.25 (9.15-127.75) 001

Low risk <5 (<5-5.52) 5.4 (4-10.4) 024

Data presented as median (interquartile range).
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En los ultimos afos se han evaluado gran cantidad de marcadores urinarios
en la vigilancia del TVNMI. Muchos de ellos han demostrado tener gran
precision diagndstica. Ensayos de transcripcidon (mutaciones de ADN, ARN,
metilaciones, microsatélites) y de deteccién de proteinas son los mas
comunmente estudiados. A pesar de resultados relativamente buenos y
mucha produccidn cientifica, ninguno estd recomendado por las guias de

practica clinica para la vigilancia del TVNMI®.

Algunas de las limitaciones en la evidencia reportada hasta ahora y que
podrian explicar porque no se han incorporado marcadores al algoritmo de

vigilancia incluyen:

e Heterogeneidad de técnicas diagndsticas y falta de validacion
externa.

e  Utilizar poblaciones con una composicion artificial en las que la
prevalencia de recidiva del TVNMI no es real.

e  Combinar, en la poblacién de estudio, TVNMI de bajo y alto grado y
en proporciones que no reflejan la practica’.

e Undisefio inadecuado de los estudios. La gran mayoria de los
disefos buscan evaluar la precision diagndstica del marcador. Muy pocos
buscan demostrar la superioridad de un protocolo de vigilancia que incluya

su marcador.
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Demostrar la precision de un marcador es fundamental pero no suficiente. Es
imprescindible probar que puede mejorar el protocolo de vigilancia vigente,
basado en cistoscopias y citologias urinarias. La principal manera de mejorar
la vigilancia del TVNMI seria reducir el nUmero de cistoscopias y tan solo seis

autores han publicado ensayos en esta direccion:

e  Babjuk et al, incluyeron prospectivamente 88 pacientes con el primer
diagndstico de TVNMI y los siguieron con cistoscopias, citologia urinaria UBC
y BTA. Excluyeron de su estudio los pacientes de alto riesgo, lo que limita la
aplicabilidad de sus resultados. Estimaron que podrian reducir hasta el 30%
de las cistoscopias si se asume una pérdida en el diagndstico del 10% de los
TVNMI de bajo riesgo®.

e Terrell et al, evaluaron prospectivamente 434 sujetos entre los que
se incluian 203 en vigilancia por TVNMI. Aunque en sus resultados no
diferencian el grupo de sospecha de TV y el grupo de vigilancia, estiman que
con el uso de BladderChek® (NMP22 en el punto de control) se podria evitar
la citologia urinaria y se reducirian costes®3®,

e  Shariat et al, utilizando un modelo estadistico de “arbol de
decisiones”, estiman que con el uso de NMP22 Bladder ELISA test® se
podrian reducir un 23% las cistoscopias en la vigilancia del TVNMI. Los
autores asumieron un riesgo de perder un 8% de recidivas y un 1% de

progresiones’®,
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e  Kavalieris et al, incluyeron prospectivamente 763 pacientes en
vigilancia. Utilizando el CxBladder® (expresion de 5 genes + datos clinicos)
obtuvieron una sensibilidad entre 94 y 100% en pacientes que puntuaban <1
en la puntuacién EORTC (ver seccién 5.1). No estimaron una reduccién de
cistoscopias pero propusieron que con los resultados del ensayo se podria
ajustar la intensidad de la vigilancia®.

e van der Heijden et al, incluyeron pacientes de 4 centros a nivel
internacional, 3 europeos y uno americano. Evaluaron un ensayo que incluye
3 metilaciones. Entre los sujetos incluyeron 458 pacientes en vigilancia por
TVNMI. Su poblacidn estaba sobre representada en recidivas, 25% de la
poblacién en vigilancia presentaba recidiva (cuando estimaron que la tasa
real es del 10%). Estimaron un VPN del 99%. Con estos resultados, calcularon
poder reducir el 36% de las cistoscopias, si se restringen a los pacientes con
el ensayo positivo. Con esta reduccidon de cistoscopias estimaron una pérdida
del 4% de las recidivas, todas de bajo grado®.

e  Witjes et al, evaluaron prospectivamente 353 pacientes en vigilancia
por TVNMI. Describen una tasa real de recidiva del 12%. Utilizando Bladder
EpiCheck®, han demostrado un VPN de 99.1% cuando se consideran sdlo
recidivas de alto grado y estimaron una reduccion relevante de cistoscopias
en este grupo de riesgo. Con un VPN tan alto, la probabilidad de perder un

TV de alto grado es muy baja. Por el contrario, la baja sensibilidad (40%) en
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los TVNMI de bajo grado cuestiona el ensayo para su uso en todos los

pacientes®.

Con el objetivo de reducir el nimero de cistoscopias en nuestro centro,
diseflamos un estudio utilizando el UBC Rapid®. Incluimos dos tipos de
pacientes: sujetos en vigilancia por TVNMI y pacientes con el primer
diagndstico de TV. A pesar de que nuestra poblacion de estudio principal son
los sujetos en vigilancia por TVNMI, la poblacion de primer diagnéstico de TV
nos fue 0til para evaluar rendimiento diagndstico general y establecer la
relacion del UBC Rapid® con parametro clinicos como el grado, volumen
tumoral y estadio. De esta manera, en los pacientes con diagndstico inicial
analizamos el rendimiento general de UBC Rapid® (sensibilidad,
especificidad, VPN y VPP), relacion con volumen tumoral, estadio y grado
histolégico. En el grupo de vigilancia, ademas, dividimos la poblacién en
grupos de alto riesgo (alto grado o 2pT1) y bajo riesgo (bajo grado y <pTa)

con el objetivo de estratificar el analisis.

Observamos una tasa de recidiva del 9,8%. Utilizamos dos puntos de corte
para evaluar el UBC Rapid®; el recomendado por el fabricante (12,3 pg/L) y el
mas sensible (obtenido en nuestro analisis ROC, 5 pg/L). En el grupo de
vigilancia, al utilizar el punto de corte del fabricante, la sensibilidad fue baja;
14,8% en general, 23% en el grupo de alto riesgo y 7,1% en el de bajo riesgo.

Resultados muy similares han sido publicados previamente®®, Al reducir el
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punto de corte a 5 pg/L, la sensibilidad mejord; 33% en general, 46% en el
grupo de alto riesgo y 21,4% en el de bajo riesgo. No hay estudios previos
que utilicen este punto de corte. Esto probablemente se debe a que pocos

160-162,164 Tan solo un

estudios previos han utilizado el lector fotométrico
reporte utilizd un punto de corte inferior, 1 pg/L, obteniendo 64% de

sensibilidad general,

En el grupo de diagndstico inicial, UBC Rapid® demostrd un mejor
rendimiento, probablemente debido al mayor tamafio tumoral en este grupo
(media de 20 mm). Estudios previos han relacionado los valores de UBC
Rapid® con el tamafio tumoral, estadio y grado?107,160.161,168,176 'Ningyuno ha
realizado un analisis multivariante para descartar factores de confusién. En
nuestro analisis, la Unica variable predictora independiente del UBC Rapid®
fue el tamafio tumoral. Como el tamafio tumoral esta relacionado al estadio
y el grado, el valor de UBC Rapid® probablemente sélo describa el tamafio
tumoral®. De acuerdo con nuestros resultados, el UBC Rapid® probablemente
detecte mejor un tumor voluminoso de bajo riesgo que uno pequefio de alto
riesgo. Estos resultados podrian explicar el pobre rendimiento de UBC Rapid®
en la cohorte de vigilancia; en este grupo el tamafio medio del tumor

diagnosticado fue 5 mm.

Al establecer el punto de corte en 5 pg/L, con el objetivo de potenciar la

deteccidn, en el grupo de vigilancia se obtuvieron VPN muy altos. Asumiendo
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este punto de corte, si no realizamos la cistoscopia en cada paciente
“negativo”, se podrian haber ahorrado 184 cistoscopias (67% del total de
sujetos en vigilancia), sin embargo, se habrian perdido 7 de los 13 tumores
de alto riesgo. Si se afiade la citologia urinaria se habrian evitado 174
cistoscopias (63,3% del total de sujetos en vigilancia) pero auln se habrian

dejado de diagnosticar 5 de los 13 tumores de alto riesgo.

El diagndstico anticipado se ha evaluado en ensayos celulares y genéticos.
Algunos estudios han demostrado que las mutaciones y metilaciones no dan
una idea clara de cudndo aparecerad la recidiva y que en algunos casos,
metilaciones y mutaciones no implican recidiva tumoral®. Los estudios
analizados reportan tasas de diagndsticos anticipados de hasta 85%%. Estos
resultados deben ponderarse porque, en algunos estudios, las recidivas se
describieron a los 24 meses, lo que muy probablemente no tenga relacion
con la alteracion genética que demuestra el ensayo, si no con la historia
natural de la enfermedad. En nuestra cohorte, 13 de los 81 sujetos con UBC
Rapid® superior a 5 pug/L y sin hallazgos en la cistoscopia, desarrollaron alguin
tipo de TV en el tiempo de observacién (media de 24 meses). Limitando
estos hallazgos al primer afio posterior al ensayo (segun lo recomiendan las
guias europeas y americanas), tan solo se incluirian 8 casos. Esto significaria
que el 10% (8 de 81) de los “falsos positivos” realmente corresponden a un
diagndstico anticipado. Estudios recientes establecen esta tasa en 75% para

la citologia urinaria y 40% para ensayos celulares®®.
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e Limitaciones del estudio: Encontramos algunas limitaciones en
nuestra investigacion. La revision bibliografica se centré en los ultimos 10
anos. Las publicaciones en el campo del diagnéstico no invasivo del TVNMI
son muy numerosas, con muchos tipos de marcadores, técnicas de ensayos y
metodologias. Probablemente realizar el analisis de tanta literatura solo sea
posible dividiéndola en parcelas abarcables. A pesar de esto el factor que
mas limita nuestra revisién es la metodologia empleada en los estudios
revisados; pocos tienen un disefio adecuado. Por otra parte, nuestro estudio
original fue realizado en un solo centro y no logramos alcanzar la muestra
estimada. A pesar de todo esto, nuestros resultados son muy relevantes; la
poblacién incluida era real y el marco de nuestro estudio fue el de la practica
clinica habitual.

e Nuevas lineas de investigacion: La vigilancia del TVNMI tiene mucho
por mejorar. Para poder hacerlo, los marcadores a estudiar deben realizarse
en el contexto de estudios que planteen una alternativa a la vigilancia
convencional. La determinacion de una proteina o una mutacidn Unica
parece ser una opcion poco valida. Creemos que la via deberia ser mediante
ensayos genéticos, mediante la determinacion simultdnea de un panel de
mutaciones o metilaciones. De esta manera y utilizando una metodologia
aplicable a la practica clinica, se podria utilizar un panel de metilaciones /
mutaciones para reducir el nUmero de cistoscopias mediante la seleccion de

pacientes de muy bajo riesgo, sujetos que se podrian ahorrar la cistoscopia.
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CONCLUSIONES
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1. Se han estudiado gran cantidad de marcadores urinarios con el
objetivo de mejorar la vigilancia de los TYNMI. Fundamentalmente se han
utilizado: ensayos de transcripcidn, de proteinas y de base celular. Algunos
han evidenciado una buena precisidon diagnéstica; sin embargo, muy pocos
han demostrado mejorar el protocolo habitual de vigilancia del TVNMI.

2. Ensayos basados en la deteccién de metilaciones de ADN y ensayos
proteicos con NMP22 y citoqueratinas parecen eficaces en la reduccién del
numero de cistoscopias durante la vigilancia del TVNMI.

3. UBC Rapid® es un ensayo, basado en la cuantificacion de las
citoqueratinas 8 y 18, que ha demostrado su validez en el diagndstico del TV,
se puede realizar en el punto de control y permite obtener resultados
cuantitativos. Otros ensayos, basados en la determinacion cualitativa de las
mismas citoqueratinas, han demostrado previamente su potencial durante la
vigilancia de los TVNMI; sin embargo, no se ha determinado eficacia para
reducir el nimero de cistoscopias.

4. Nuestros resultados nos indican que si realizaramos cistoscopias sélo
a los pacientes con UBC Rapid® positivo, reduciriamos un 67% el numero
global de cistoscopias durante la vigilancia del TVNMI, pero dejando de
diagnosticar hasta el 50% de las recidivas de alto riesgo.

5. El rendimiento diagndstico del UBC Rapid® en la vigilancia del TVNMI
es subdptimo ya que tuvo una sensibilidad global del 33% y del 46% en el

grupo pacientes con recidiva tumoral de alto riesgo.
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6. En el diagndstico inicial del TV, UBC Rapid® tuvo una sensibilidad
global de 86% y del 91% en los TVNMI de alto riesgo.

7. Los niveles urinarios de UBC Rapid® parecen asociarse al tamafio
tumoral. En cambio, no se evidencid una asociacién con el estadio ni grado
tumoral. Esto explicaria el mejor rendimiento observado en el grupo de
pacientes con TV inicial, cuyo tamafio es muy superior (20 mm) al de las
recidivas tumorales del TVNMI (5 mm).

8. EI' UBC Rapid® no fue eficaz para anticipar el diagnéstico durante la
vigilancia del TVNMI. Tan solo el 10% de los “falsos positivos” desarrollaron
una recidiva tumoral en el primer afio de seguimiento. Este porcentaje
podria atribuirse a la tasa habitual de recidiva de los TVNMI, lo que implicaria

que su positividad no seria un diagnéstico anticipado.
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