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RESUMO

O cancro representa uma das principais ameacas para a nossa sociedade, tanto a nivel
econdmico, como em qualidade de vida. O diagnéstico precoce pode aumentar a

probabilidade de cura e melhorar as condi¢cfes de sobrevida.

A deteccdo de cancro no sangue pode ser realizada através de biomarcadores
tumorais. Hoje em dia, os principais marcadores utilizados ainda ndo apresentam a
especificidade e a sensibilidade pretendidas. Sdo raras as excep¢des em que sdo utilizados na

practica oncoldgica.

As biodpsias liquidas vieram trazer um novo conceito para a area de oncologia.
Consistem em técnicas ndo invasivas de deteccdo, e analise de biomarcadores genéticos,
provenientes de células tumorais. Os principais biomarcadores estudados sdo: as células
tumorais circulantes (CTC), ADN tumoral circulante (ctDNA) e os exossomas (EXO). Estes
marcadores podem vir a ser uma solucdo para a deteccdo e diagnostico de cancro, uma vez

que permitem estudar a heterogeneidade temporal e espacial.

Esta tese de mestrado € uma revisdo bibliografica que se vai focar na importancia
clinica destes testes clinicos na deteccdo do cancro, a biogénese e as caracteristicas destes
biomarcadores e as técnicas de isolamento utilizadas. Assim como o0s desafios e as

expectativas para que possam ser implementadas durante a practica clinica.

Palavras-chave: biopsias liquidas, biomarcadores, células tumorais circulantes, ADN

tumoral circulante, exossomas.
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ABSTRACT

Cancer is a major threat to our society, both economically and with respect to quality
of life. Early diagnosis can increase the likelihood of cure and improve survival conditions.

Blood cancer is detected by tumor biomarkers. Nowadays, the main markers used
don’t have the desired specificity and sensitivity. The exceptions in which they are used in

cancer practice are rare.

Liquid biopsies have brought a new concept to the field of oncology. They consist of
noninvasive detection techniques and analysis of genetic biomarkers from tumor cells. The
main biomarkers studied are: circulating tumor cells (CTC), circulating tumor DNA (ctDNA)
and exosomes (EXO). These markers may prove to be a solution for cancer detection and

diagnosis, as they allow the study of temporal and spatial heterogeneity.

This master's thesis is a bibliographical review that will focus on the clinical
importance of these clinical tests in cancer detection, the biogenesis and characteristics of
these biomarkers and on the isolation techniques used. As well as the challenges and

expectations so that they can be implemented during clinical practice.

Keywords: liquid biopsies, biomarkers, circulating tumor cells, circulating tumor

DNA, exosomes.
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ABREVIATURAS E SIGLAS

AFP — Alfafetoproteina

APC - Adenomatosis-polyposis-coli

BEAMIing - Beads, emulsion, amplification and magnetics
CCR — Cancro colo-rectal

cfDNA - Circulating free DNA

CHC - Carcinoma hepatocelular

CO — Cancro do ovario

CTC - Células Tumorais Circulantes

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole

ddPCR - droplet digital polymerase chain reaction
DEP — Dieletroforese

EAU - European Association of Urology

FDA - Food and Drug Administration

FHIT - Fragile histidine triad

GPC1 - Glipicanos-1

EMT - Epithelial-mesenchymal transition
EpCAM - Epithelial cell adhesion molecule
ESMO - European Society for Medical Oncology
ISET — Isolation by size of epitelial tumor cells

g — Gramas

MRNA - RNA messangeiros

mMIiRNA - microRNA

ml — Milimetro

NGS - next generation sequencing

nm — Nanometro

ng — Nanograma

PSA — Prostate Specific Antigen

RASSF1A - Ras association domain family 1
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TAC - Tomografia Axial Computorizada
TAm-Seq - tagged amplicon deep sequencing)
WHO — World Health Organization

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias
Escola de Ciéncias e Tecnologias da Salde



Vera Maria Fernandes Bugalho Ladeiras Andlises sanguineas na detec¢do de cancro

INDICE GERAL
INTRODUGAOQ ..ottt st 11
1.1 Biomarcadores TUMOF@IS . .......uuueierierieriesiesiisieeeeie ettt see bbb sienreas 14
1.1.1 Antigénio ESpPecifico da PrOSIata..........ccccovreriririnieieireseses et 14
1.1.2 Antigénio carcinO-emMbBIIONAIIO ........ccviiiieieieierese e 15
1.1.3 AIfafetOproteiNa .......ccceeiiiiieie e 16
1.1.4 Antigénio carbohidratado 19-9 ........cccceiiiiiiii i 17
1.1.5 Antigénio carbohidratado 125 ........ccoooeiiiiiiiiie e 18
1.2 BiOPSIaS LIQUITAS . ....ccviieiiiieiieieiesieie ettt 20
1.2.1 Células tumorais CIFCUIANTES ........eiveiieriiiiiieiee e 21
I 0 Y =1 (oo [0 1S [0 (=) T o Lo SRR 22
1.2.1.1.1 Propriedades fiSICaAS.........ccuiuiirriiireisise e 23
1.2.1.1.2 Propriedades DIOIOQICAS ..........ccceoveieiiiiicieece e 24
1.2.1.2 As CTC cOmMO DIOMAICAUON.........couerierieriirieeiieieeeiesie ettt enene 26
1.2.2 Acido desoxirribonucleico tumoral CIrCUlaNte................ccevevvervieeeerereieeeeiereiseeenns 26
0 R =] (oo (o 1S (o0 (=) T o Lo RS RRR 27
1.2.2.2 CctDNA e biomarcadores tUMOIaIS ........coereeuereeieieerienenesre et 28
1.2.3 EXOSSOIMAS .....eveeutieiitieiiesiteestee st ettt ettt et e e et e st e esb e e be e e st e e ebe e e mb e e b e e e nbeennneenneennnas 30
1.2.3.1 Metod0oS de AEtECCAD ......eevereeeeienieieiesiesie sttt st 32
1.2.3.2 Ex0ssomas e biomarcadores tUMOTaIS..........ceveverierierereneneniieeeiesee e enenne 33
I B R o () (=11 - LSS 33
1.2.3.2.2 MICTORNA ...ttt et raete e e sneenns 36
CONCLUSAO ...ttt 38
REFERENCIAS ...ttt 40



Vera Maria Fernandes Bugalho Ladeiras Andlises sanguineas na detec¢do de cancro

INDICE DE QUADROS

Quadros 1. Proteinas exossomais estudadas para o diagnostico de cancro. .........cccceceevrveennne. 35
Quadros 2. microRNA exossomais estudados para o diagnostico de cancro. ..........cccccceeeene. 37
9

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias
Escola de Ciéncias e Tecnologias da Salde



Vera Maria Fernandes Bugalho Ladeiras Andlises sanguineas na detec¢do de cancro

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. BiOpsias HOQUITAS ......ceeiveeieiieiecie ettt e e esraeee s 21
Figura 2. Técnicas de isolamento das células tumorais Circulantes ............ccooeverereresvsnannns 25
Figura 3. BiOGENESE 0OS EXOSSOMAS ....vveveerreriesrerrestessesreaseesieseessessessessessessesseessessessessessessessensens 31

10



Vera Maria Fernandes Bugalho Ladeiras Andlises sanguineas na detec¢do de cancro

INTRODUCAO

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) estima que as doengas cancerigenas sao
uma das principais causas de morte no mundo e responsaveis por 9.6 milhGes de mortes
segundo as estimativas realizadas em 2018 (World Health Organization [WHO], 2018a).
Entre os mais diagnosticados esta o cancro dos pulmdes (18,4% do total de casos), seguido
do cancro da mama (11,6%), prostata (7,1%),colo-rectal (6,1%) e estbmago (5,7%) (Bray et
al., 2018).

Em Portugal, esse nimero chegou as 28.960 mortes registadas. Os novos casos
diagnosticados apontam para os 58.199, e entre 0s mais comuns estdo o cancro colo-rectal
(17,6% do total de casos), da mama (12%), prostata (11,4%), pulmdes (9,1%) e estdbmago
(5%) (International Agency for Reasearch on Cancer [IARC], 2018).

O cancro metastizado é a principal causa de mortalidade e morbilidade, é
responsavel por 90% das mortes em doentes oncoldgicos (Guan, 2015; Seyfried &
Huysentruyt, 2013). Estas elevadas percentagens tornam a deteccao e o diagnostico precoce
da doenca extremamente relevantes para a patologia. A deteccdo do cancro num estadio
inicial pode permitir que o tratamento seja mais eficaz, reduzindo os custos associados e
melhorando os resultados obtidos, com consequente aumento da probabilidade de
sobrevivéncia dos doentes (WHO, 2017). Torna-se fundamental conhecer e compreender
toda a fisiopatologia por trés desta doenca, de forma a encontrar melhores métodos para a
sua detecc¢do e diagnostico.

A medicina actual recorre cada vez mais a biomarcadores na detec¢do e
diagnostico de patologias. Estes marcadores podem ser definidos como qualquer parametro
que possa ser medido, e que seja capaz de reflectir a interaccdo entre um sistema bioldgico e
um potencial perigo, que pode ser quimico, fisico ou bioldgico. A resposta medida pode
resultar, a nivel celular, de uma forma funcional e fisiologica, bioquimica ou através de uma
interaccdo molecular. Os marcadores podem incluir desde a pressdo sanguinea e 0s
batimentos cardiacos até as andlises laboratoriais ao sangue e tecidos (Mitchell, Casimir, &
Lynch, 2010).

Ao longo dos anos, a andlise sérica de biomarcadores tem tido um papel cada vez

mais predominante na deteccdo e controlo das neoplasias. As decis@es clinicas importantes
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sdo cada vez mais baseadas nesses resultados, desde o rastreio, previsdo da doenca,
monitorizacdo e controlo de recaidas. Estes biomarcadores, também denominados de
marcadores tumorais sdo indicadores bioquimicos da presenca de um tumor e podem ser
constituidas por uma variedade de substancias como antigénios, proteinas citoplasmaticas,

enzimas, hormonas, receptores, oncogenes (Duffy, 2012; Sharma, 2009).

As duas principais caracteristicas destes marcadores devem ser a sensibilidade e a
especificidade para um determinado tumor. Contudo, os biomarcadores hoje em dia ndo
apresentam os valores desejados para estes parametros e 0s niveis séricos de um marcador
podem estar associados a mais do que um tipo de patologia (Duffy, 2012). Desta maneira,
faz com que ndo possam ser utilizados de forma isolada e exclusiva, mas como exames
complementares aos exames imagioldgicos e as bidpsias teciduais no diagndstico do cancro
(National Institutes of Health [NIH], 2019).

De forma a encontrar biomarcadores mais especificos e que permitam uma
caracterizacéo global e actualizada do cancro, os investigadores tém vindo a desenvolver o
conceito de bidpsias liquidas. Esta técnica consiste na analise de uma amostra de sangue,
visando a deteccdo e caracterizacdo de células e outros constituintes celulares provenientes
de células neoplésicas. Os principais compostos que tém vindo a ser estudados sdo as células
tumorais, o acido desoxirribonucleico tumoral circulante e os exossomas (Ried, Eng, & Sali,
2017).

O desenvolvimento desta ideia deve-se principalmente ao conceito, cada vez mais
aceite, de medicina personalizada. Esta abordagem veio revolucionar a practica clinica
oncologica, sugerindo que o tratamento oncoldgico seja individualizado, segundo o perfil
genético do doente e do proprio tipo de cancro (Shin, Bode, & Dong, 2017). As doengas
neoplasicas estdo em constante evolugéo, sofrendo constantes mutagdes, o que faz com que
apresentem heterogeneidade intertumoral e intratumoral. E o tratamento dependera de
informacdes especificas e actualizadas sobre as caracteristicas moleculares do cancro,
nomeadamente através de um diagndstico especifico. (Dominguez-Vigil, Moreno-Martinez,
Wang, Roehrl, & Barrera-Saldaia, 2018) E neste contexto, que as biopsias liquidas tém

gerado muita atencdo, sendo uma alternativa mais practica as técnicas convencionais.

Esta tese de mestrado € uma revisdo bibliogréfica que pretende descrever alguns
dos marcadores mais conhecidos e utilizados para a detec¢do e monitorizacdo dos principais

tipos de cancro.
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Esta dissertacdo vai ser dividida em dois capitulos; o primeiro vai descrever 0s
principais marcadores proteicos utilizados diariamente na practica clinica. Contudo, embora
estes marcadores sejam mais amplamente conhecidos e estudados, continuam a ser alvo de
alguma indeterminacdo uma vez que podem ser influenciados por outros tipos de condicGes
benignas ou por outras neoplasias para alem das aqui mencionadas. E a segunda parte vai
focar-se na descricdo de novos biomarcadores provenientes directamente das ceélulas
tumorais, que podem resolver a falta de especificidade dos marcadores tradicionais e que

podem permitir uma caracterizacdo em tempo real do tumor.

13
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias
Escola de Ciéncias e Tecnologias da Salde



Vera Maria Fernandes Bugalho Ladeiras Andlises sanguineas na detec¢do de cancro

1.1Biomarcadores tumorais

Os biomarcadores tumorais sdo moléculas que podem estar presentes em
concentragfes mais elevadas no sangue, urina, ou noutros fluidos corporais e tecidos em
doentes com cancro (Sturgeon, Lai, & Duffy, 2009; Duffy, 2012). Estes indicadores
bioquimicos sdo libertados para a circulagéo, pelas células tumorais ou pelo organismo, em

resposta a presenca de tumor (Nagpal, Singh, Singh, Chauhan, & Zaidi, 2017).

A avaliagdo sérica destes marcadores é uma importante fonte de informacéo para 0s
clinicos. Na préactica oncologica, esta avaliacdo € Gtil no rastreio de cancro, confirmacéo de
diagnostico, classificacdo e estadio do tumor, determinacdo do prognostico, avaliacdo da
resposta ao tratamento e controlo da recidiva (Sturgeon et al., 2009). O valor de um
marcador, na detec¢do ou no controlo da doenca, depende de duas principais caracteristicas,
a sensibilidade e a especificidade desse marcador para um determinado tipo de cancro
(Handy, 2009).

Os biomarcadores tumorais apresentam grande potencial na deteccdo de cancro em
individuos assintomaticos, mas a sua utilidade na préactica clinica ainda ndo foi totalmente
confirmada (Nagpal et al., 2017). A falta de especificidade e sensibilidade dos marcadores
limitam a sua utilizacdo no rastreio de cancro (Handy, 2009). Muitos dos biomarcadores
utilizados hoje em dia podem apresentar valores elevados em condic¢Ges benignas (Sharma,
2009). Contudo, os marcadores continuam a ser alvo de estudos e avaliacdes de forma a

serem utilizados no rastreio de neoplasias.

Seguidamente, serdo abordados alguns dos marcadores tumorais mais estudados e

utilizados na préctica clinica.

1.1.1 Antigénio Especifico da Prostata

O cancro da prostata em 2018 foi responsavel por 1.3 milhdes de novos casos
diagnosticados e 359.000 das mortes registadas no mundo. E o segundo cancro com maior
incidéncia e a quinta causa de morte no homem (Bray et al., 2018). Ao longo dos anos o
numero de novos casos tem vindo a aumentar, devido ao desenvolvimento e divulgacdo do
teste de rastreio ao PSA do inglés prostate specific antigen ou antigénio especifico da

préstata. Este marcador foi descoberto em 1970 por Richard Ablin, mas s6 em 1991 foi

14
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reconhecido o seu potencial na deteccdo precoce do cancro (Catalona et al., 1994). E uma
glicoproteina produzida no epitélio da prostata e segregada no liquido seminal, onde actua
como fluidificante. Este marcador circula geralmente complexado & proteinas ol-
antiquimotripsina e a a2-macroglobulina, e apenas uma pequena por¢do do PSA permanece

na sua forma livre (Nogueira, Corradi, & Eastham, 2009).

Segundo as directrizes da Associacdo Europeia de Urologia (EAU do inglés,
European Association of Urology) o PSA € utilizado no rastreio, diagnostico, estadio e
monitorizacdo do cancro. O rastreio é feito a homens com elevados factores de risco, que
incluem; idade superior a 50 anos, individuos com mais de 45 anos e com historia familiar

de cancro da préstata e individuos de raca negra com mais de 45 anos (Mottet et al., 2018).

O PSA apresenta problemas no que diz respeito a sua especificidade, uma vez que
0s seus valores também aumentam no caso de outras patologias benignas, como a prostatite
e a hiperplasia da prostata (Kim et al., 2015). Contudo, tem havido progressos na analise
deste marcador, de forma a aumentar a sua especificidade. Foram desenvolvidos testes
complementares, nomeadamente; a medicdo da densidade do PSA, a sua monitoriza¢do ao
longo do tempo e a determinacdo da razdo PSA livre/PSA total (Nogueira, Corradi, &
Eastham, 2009; Prensner, Rubin, Wei, & Chinnaiyan, 2012).

1.1.2 Antigénio carcino-embrionario

O antigénio carcino-embrionario (CEA) é uma gliproteina produzida durante o
desenvolvimento fetal, mas que pode ser um sinal de malignidade se for produzida depois do
nascimento (Fernandes & Matos, 2002; Nagpal et al., 2017). Este antigenio oncofetal € o
principal marcador tumoral utilizado no cancro colo-rectal (CCR) (Duffy et al., 2007; Sotaro
et al., 2016). Este tipo de cancro afecta principalmente os homens, e tem uma incidéncia
elevada a nivel mundial. O CCR registou em 2018 o terceiro maior niUmero de novos casos
diagnosticados e em termos da taxa de mortalidade estd em segundo lugar (Bray et al.,
2018).

A anélise do CEA no rastreio e diagnéstico do cancro colo-rectal ainda ndo foi
completamente aceite. E um marcador que apresentou uma sensibilidade entre 46-59% e
uma especificidade de 80%, num estudo realizado com doentes com CCR, mas a principal

preocupacdo deve-se ao facto de os valores de CEA poderem ser influenciados por outras
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condicdes e patologias (Gao et al., 2018). Os valores podem estar elevados em patologias
benignas, como; o tabagismo, infecdes gastrointestinais, Ulceras pépticas, doenca
inflamatoria intestinal, pancreatite, hipotiroidismo, cirrose, obstrugdo biliar (Younesi, 2016).
Pode também estar associado a outros tipos de cancro, como o cancro do pulméo, da tiroide,
do ovario e 0 melanoma (Chen et al., 2018; Latteri et al.,, 2018; Meng et al., 2017,
Turkdogan et al., 2018)

A medicdo do CEA é especialmente utilizada na monitorizacdo do doente e € uma
importante ferramenta no seu seguimento, bem como no controlo de recaidas ou de
metastases apOs uma cirurgia curativa (Duffy et al., 2007; Locker et al., 2006). Os estudos
demonstram que uma vigilancia rigorosa, a cada 2-3 meses, pode aumentar a sobrevida do
doente (Duffy et al., 2007; Locker et al., 2006).

1.1.3 Alfafetoproteina

A alfafetoproteina (AFP) é uma proteina encontrada no soro fetal e € produzida
inicialmente no saco vitelino e posteriormente pelo figado do embrido. Depois do
nascimento, os niveis séricos baixam drasticamente apds um ano e no adulto sdo bastante
baixos (De Mees, Bakker, Szpirer & Szpirer, 2006). A elevacdo da dosagem sérica deste
marcador esta relacionada com o carcinoma hepatocelular (CHC) (Bruix, Reig & Sherman,
2016; Galle et al., 2018). Em 2018, foi o0 sexto cancro mais diagnosticado, e a quarta causa
de morte por cancro no mundo (Bray et al., 2018). Aproximadamente 90% dos casos deste
carcinoma estdo associados etiologias subjacentes como hepatite B e C, ingestdo de alcool e
exposicdo de aflatoxina (Galle et al., 2018; McGlynn, Petrick, & London, 2015).

A quantificacdo da AFP identifica apenas 60% dos doentes com CHC (Bolondi et
al., 2001; Bruix et al., 2016). A avaliag&o sérica pode fornecer falsos positivos, visto que 0s
niveis deste marcador também estdo aumentados em doentes com cirrose, hepatite cronica e

colangiocarcinoma (Bruix et al., 2016).

Este marcador é atil no diagnostico precoce em populaces de risco. Os niveis
séricos da AFP aumentam progressivamente com o tamanho do tumor e com o estadio da
doenca (Rehman, Samiullah, Sharif, & Farhat, 2016). Os estudos demonstram que a anélise

guantitativa do AFP sérica, juntamente com as técnicas de ultrassonografia, aumentam a
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sensibilidade para a deteccdo do CHC em doentes com cirrose hepatica (Tzartzeva et al.,
2018).

1.1.4 Antigénio carbohidratado 19-9

O antigénio carbohidratado 19-9 (CA 19-9, do inglés carbohydrate antigen) é o
principal biomarcador utilizado no cancro pancreatico. E define-se como uma glicoproteina
presente na membrana celular e no citoplasma de células tumorais. Normalmente sdo
sintetizadas nas células dos ductos pancreaticos e pelos epitélios colico, gastrico, da vesicula
biliar, endometrial e salivar (Manso et al., 2011).

O cancro pancreatico é bastante agressivo e letal, com uma esperanca de vida em
cinco anos de apenas 5% (Ducreux et al., 2015). Este prognostico esta relacionado com o
facto de ser um cancro que apresenta um desenvolvimento rapido e que é diagnosticado
apenas nas fases avancadas da doenca. A identificacdo e o rastreio de populagdes de risco é
importante para encontrar doentes nas fases assintomaticas, que ainda possam ser curadas

atempadamente (Ducreux et al., 2015).

O uso deste marcador no rastreio de doentes é limitado. O valor preditivo é bastante
baixo (0,5-0,9%) (Ballehaninna & Chamberlain, 2012). No que diz respeito ao diagnostico
do cancro pancreatico, este marcador apresenta uma sensibilidade de aproximadamente 80%
e uma especificidade de 90% para doentes sintomaticos (Al-Shamsi, Alzahrani, & Wolff,
2016; Onal, Colakoglu, Ulusan, Yapar, & Kayaselcuk, 2012). Contudo, condi¢fes benignas
como a cirrose, colestasis, colangite e pancreatite também podem elevar os valores séricos
da glicoproteina CA 19-9 (Maestranzi, Przemioslo, Mitchell, & Sherwood, 1998; Teng et
al., 2018). Outra limitacdo relacionada com este marcador consiste no facto de 5% da
populacdo ndo produzir este marcador (Ballehaninna & Chamberlain, 2011; Duffy et al.,
2009). As pessoas com um grupo sanguineo com um genotipo Lewis a- b- ndo produzem o
CA 19-9 (Duffy et al.,, 2009). Ou seja, estas pessoas podem ter o cancro, mas ndo €

detectado na analise quantitativa deste marcador.

As directrizes da Socidade Europeia de Oncologia Médica indicam que este
marcador pode fornecer informacgdes importantes e ser utilizado como factor prognostico da
doenca, ajudando na medicao da agressividade do cancro, permitindo deste modo a tomada
de determinadas decisdes clinicas em relacdo ao tratamento a ser adoptado (Ducreux et al.,
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2015). Por exemplo, os doentes apresentam um pior prognostico, quanto maior for o nivel
sérico medido no pré-operatorio. Sdo especialmente valiosos na avaliacdo da ressecabilidade
tumoral (Zhang, Wang, Sun, Lu, & Wu, 2008). Em alguns estudos foram demostrados que
96% dos cancros operaveis detectados, apresentavam valores acima dos 1000 U/mL (Al-
Shamsi et al., 2016; Colakoglu et al., 2012). Desta forma, estes resultados podem ajudar na
monitorizacdo e avaliagcdo da resposta a quimioterapia numa fase avancada da doenca, uma
vez que uma descida dos valores de CA 19-9, representa melhores respostas nos doentes
(Ballehaninna & Chamberlain, 2012; Bauer et al., 2013).

1.1.5 Antigénio carbohidratado 125

O cancro do ovario foi responsavel por 295.414 novos casos e por 184.799 das
mortes registadas em 2018 (Global Cancer Society [GLOBOCAN], 2019). Este cancro €
geralmente diagnosticado na fase mais avancada da doenca e apresenta uma taxa de
sobrevivéncia, em cinco anos, que varia entre 0os 30-40% (Brett et al., 2017). Essa taxa
aumenta para 90% se for diagnosticado no primeiro estadio da doenca (National Cancer
Institute [NCI], 2018).

O antigénio carbohidratado 125 (CA 125, do inglés cancer antigen 125), também
conhecido como MUC16, é uma glicoproteina membranar da familia das mucinas, cujo a
elevacdo sérica encontra-se associada ao cancro do ovério (Felder et al., 2014). Este
marcador pode também estar associado a outras patologias, como é o caso de algumas
condi¢des benignas (endometriose, gravidez, menstruacdo, inflamacdo pelvica e cistos
ovarianos) e neoplasicas (por exemplo: pulméo, mama, colon e pancreéatico) (Ledermann et
al., 2013).

A utilidade da CA 125 na deteccdo precoce do cancro do ovario, assim como na
monitorizacdo da doenca, ainda ndo foi comprovada, mas apresenta grande potencial. A
sensibilidade deste marcador varia entre 24% e 90%, de acordo com o estadio e o tipo
histologico do carcinoma. Pode existir um aumento consoante a extensdo da doenca
(Henriques, Horta, Cunha & Correia, 2015). A elevagdo dos valores é encontrada em 85%
das mulheres com cancro, mas apenas em 50% dos doentes em estadio | (Scholler, Urban, &
Gene, 2010; Henriques et al. 2015).
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Depois desta sintética abordagem dos principais biomarcadores proteicos
conhecidos e utilizados na practica clinica, vou aprofundar outro tipo de marcadores
tumorais que tém sido alvo de muito interesse e o foco de varios estudos desenvolvidos ao
longo dos anos. O estudo de células ou componentes provenientes dos tumores na detecgdo

do cancro é também denominado de biopsias liquidas.
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1.2Biopsias Liquidas

Os avancos da medicina e da biotecnologia resultaram na descoberta de novas
técnicas de diagndstico, e de avaliacdo de biomarcadores que permitam a detecgdo mais
practica e precisa de cancro. A biopsia liquida foi uma das descobertas que veio

revolucionar a practica clinica oncologica.

A Dbiopsia liquida é uma nova ferramenta de diagnéstico, que consiste no
isolamento do sangue periférico de compostos derivados dos tumores e na sua avaliagdo
gendémica e protedmica (De Rubis, Rajeev Krishnan, & Bebawy, 2019). Os principais
parametros estudados nestes métodos sdo: as células tumorais circulantes (CTC, do inglés
circulating tumor cell), o &cido desoxirribonucleico tumoral circulante (ctDNA, do inglés
circulating tumoral DNA) e os exossomas (EXO) (Mathai et al., 2019; Palmirotta et al.,
2018).

Esta ferramenta apresenta grande potencial na medida em que pode ultrapassar as
limitacdes das bidpsias teciduais (Palmirotta et al., 2018). As bidpsias liquidas conseguem
identificar mutacbes de uma forma nédo invasiva e mais rapida (Kwapisz & Dorota, 2017).
Para além disso, conseguem fornecer informacbes sobre heterogeneidade temporal e
espacial dos tumores (Crowley, Di Nicolantonio, Loupakis, & Bardelli, 2013; Sharma,
2009)

De forma a compreender melhor esta técnica é importante estudar os diferentes

tipos de constituintes derivados do cancro.
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Tumor

Sangue

Circulating tumor Cells

Exossomas

Acido desoxirribonucleico tumoral

Figura 1. Bidpsias liquidas. Adaptado de (Nordgard, Tjensvoll, Gilje, & Sareide, 2018)

1.2.1 Células tumorais circulantes

As células tumorais circulantes foram descritas pela primeira vez por Thomas
Ashworth, em 1860. Desde entdo, o desenvolvimento de novos estudos permitiram descobrir

a sua potencialidade na préactica oncolégica (Zhang et al., 2017).

As CTC sdo um conjunto de células provenientes de tumores primarios ou
secundarios, que sdo encontradas na corrente sanguinea (Dominguez-Vigil et al. 2018;
Potdar & Lotey, 2015). O numero de CTC ¢ extremamente baixo, principalmente nas fases
iniciais do desenvolvimento do cancro, podendo chegar a uma CTC por 10°%-107 leucécitos
por milimetro de sangue (Dimitrova et al., 2017; Stott et al., 2010). Estas células sdo
excretadas principalmente durante o crescimento inicial do cancro e podem circular de
forma individual ou em aglomerados (Haber & Velculescu, 2014; Ferreira, Ramani, &
Jeffrey, 2016; Hanahan & Weinberg, 2011).

Alguns estudos demonstram que a libertagdo das celulas para a circulacao é feita de

duas formas; por transicdo epitélio-mesenquial (EMT, do inglés epithelial-mesenchymal
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transition) ou de forma passiva (Chen et al., 2017; Thiery et al., 2009). A EMT consiste na
conversdo do fenotipo epitelial em mesenquimal. As células epiteliais perdem parcial ou
completamente o0s marcadores epiteliais e adoptam as caracteristicas de células
mesenquimais, tornando-as mais plasticas, favorecendo a migracdo e a capacidade produzir
metastases (Hong & Zhang, 2016; Nieto, 2013; Thiery et al., 2009). A infiltracdo de forma
passiva pode resultar de forcas externas, como crescimento tumoral e forcas mecéanicas
(exemplo: cirurgia). Ao contrério dos processos activos, as CTC mantém o fendtipo epitelial
(Camara et al., 2006; Chen et al., 2017; .Zhang et al., 2017).

Uma vez libertadas, as CTC possuem um tempo de vida curto (Haber &
Velculescu, 2014; Sawabata et al., 2016). Estas, podem morrer em circulagdo por tensdes
mecanicas tangenciais, por apoptose, por ataques imunitarios ou por ndo terem capacidade
para se adaptar a um microambiente estranho (Mitchell & King, 2013; Douma et al., 2004;
Scholch et al., 2014).

Os resultados obtidos em estudos realizados com as CTC tém demonstrado um
potencial promissor o que pode facilitar a deteccdo precoce, o prognostico, a seleccdo da

terapéutica, bem como a monitorizacao da resposta (Chen et al., 2017).

1.2.1.1  Métodos de deteccdo

O principal desafio na deteccdo das CTC consiste na identificacdo e caracterizacdo
das restantes células presentes no sangue (Marrugo-Ramirez, Mir, & Samitier, 2018). As
técnicas de detecgdo encontram alguns obstaculos, como o facto de existirem em pequenas
quantidades em circulacdo e a sua inerente heterogeneidade bioldgica. Desta forma, é
extremamente importante a utilizagdo de meios de detecgdo com elevada sensibilidade e

especificidade (Marrugo-Ramirez et al., 2018).

Uma analise sérica as CTC comeca por um processo de isolamento, de forma a
aumentar a concentragdo de CTC, para que depois possam ser analisadas (Alix-Panabié Res
& Pantel, 2012; Chen et al., 2017). Os véarios métodos utilizados baseiam-se nas diferencas
fisicas e bioldgicas entre as CTC e as restantes células (Alix-Panabie Res & Pantel, 2012;
Mathai et al., 2019).
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1.2.1.1.1 Propriedades fisicas

Os métodos de enriquecimento dependem da capacidade para discriminar as CTC
das restantes células, tendo por base as suas propriedades fisicas, como o tamanho, a

densidade e a carga eléctrica (Ramani et al., 2016).

Os métodos de isolamento com base nas propriedades fisicas das CTC incluem a
filtracdo por tamanho, centrifugacdo por gradiente de densidade e separacdo por

dielectroforese (DEP, do inglés dielectrophoretic) (Chen et al., 2017).

A filtracdo por tamanho baseia-se no precedente que as CTC (12-25 um) séo
maiores e menos deformaveis que os leucocitos (7-12 um) (Sollier et al., 2014). Esta técnica
consiste em passar o sangue por filtros membranares policarbonados, com poros de
aproximadamente 8 um. Como em principio as CTC sdo maiores que o poro, estas vao ficar
presas no filtro (Harouaka, Nisic, & Zheng, 2013; Vona et al., 2011). Contudo, estas células
sdo muito heterogéneas, e pode haver CTC mais pequenas que o tamanho do poro que sao
filtradas. Outra limitacdo desta técnica resulta da falta de pureza das amostras obtidas, onde
pode haver uma misturas das CTC com leucdcitos de maior tamanho (Chen et al., 2017). O
ISET® (do inglés,lsolation-by-Size-of-Epithelial-Tumour) é dos testes mais conhecidos que

utilizam este tipo de filtracdo (Vona et al., 2011).

A centrifugacdo foi uma das primeiras técnicas utilizadas para o isolamento das
CTC (Ramani et al., 2016). A Ficoll-Paque® é o método mais utilizado pelos investigadores
e baseia-se na diferenca de densidades das CTC das restantes células no sangue. O problema
desta técnica é a perda de CTC com densidades elevadas, sdo capazes apenas de recuperar
aproximadamente 70% das células (Chen et al., 2017). De forma a evitar essa perda, foi
desenvolvida uma técnica OncoQuick®, onde foram combinadas a centrifugagdo por
densidade e a filtracdo, adicionando uma barreira porosa ao sistema de forma a capturar as
CTC (Ramani et al., 2016).

A técnica de DEP explora as diferengas morfoldgicas e eléctricas entre as diferentes
células (Becker et al., 1995). O teste ApoStream® utiliza este método na separacdo de
células (Gupta et al., 2012). Embora sejam capazes recuperar as CTC com uma viabilidade
na ordem dos 97%, apresentam uma taxa de recuperacdo de aproximadamente 70% (Gupta
etal., 2012).
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Um dos métodos mais inovadores consiste na utilizacdo de dispositivos
microfluidicos. As técnicas baseiam-se em teorias hidrodindmicas e envolvem o fluxo de
sangue em canais, no qual as particulas do fluido movem-se em linhas rectas e paralelas as
paredes do tubo (Figura 2). Nestes dispositivos, as células circulam em dois caminhos
distintos com diametros diferentes. As células maiores ndo conseguem entrar no tudo mais
pequeno, e passam para um caminho secundario de maior tamanho. Como em média as CTC
sdo maiores que os leucdcitos, conseguem separar os dois tipos de células (Yu, Stott, Toner,
Maheswaran, & Haber, 2011).

O isolamento de acordo com as propriedades fisicas oferece algumas vantagens.
Né&o depende da expressdo de biomarcadores e deste modo é possivel obter células viaveis,
intactas e podem ser utilizadas para futuras caracterizagdes, para além de ser répidos e
baratos (Lozar, Gersak, Cemazar, Kuhar, & Jesenko, 2019). Contudo, os resultados obtidos

apresentam baixa especificidade (Shen, Wu, & Chen, 2017).

1.2.1.1.2 Propriedades biolégicas

Estes métodos sdo baseados em processos imunoldgicos e isolam as CTC mediante
a utilizacdo de anticorpos (Haber & Velculescu, 2014; Yu et al. 2011). O isolamento pode
ser feito por selecdo positiva, na qual os anticorpos capturam os CTC ligando-se a
marcadores especificos presentes na superficie destas células. (Chen et al., 2017; Ramani et
al., 2016). A outra forma de isolamento pode actuar por deplecdo dos leucécitos no sangue,
utilizando anticorpos que captam antigénios exclusivamente expressados nestas células
(exemplo: anti-CD4) (Yang et al., 2009).

O CellSearch® ¢ o unico teste aprovado pelo FDA (do inglés, Food and Drug
Administration) para a deteccdo das CTC. A sua utilizacdo foi aceite na monitorizagdo de
doentes com cancro da mama metastizado, bem como em casos de cancros da prostata e do
colon (Harouaka et al., 2013) . Esta técnica funciona por seleccdo positiva, isolando as CTC
que derivam de tumores epiteliais e que possuam marcadores de superficie especificos das
células epiteliais, o EpCAM (do inglés, epithelial cell adhesion molecule) (Pantel,
Brakenhoff, & Brandt, 2008). As CTC sdo depois identificadas e quantificadas utilizando
reagentes fluorescentes, como o anti-CK-ficoeritrina, especifico para a citoqueratinas

(proteinas especificas das células epiteliais), o DAPI (do inglés, 4'6-diamidino-2-
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phenylindole) que cora o nucleo das células, e o anti-CD45- aloficocianina que é especifico
para os leucécitos. Posteriormente, as CTC que exibam o fen6tipo EpCAM™* /CK+/CD4- s&o
atraidas por um forte campo magnético (Andree, van Dalum, & Terstappen, 2016). Esta
técnica consegue resultados com um elevado grau de pureza, mas apresenta algumas
limitacBes. Uma desvantagem desta técnica consiste em sO conseguir detectar células que
possuam marcadores EpCAM. Né&o consegue detectar células tumorais que tenham sofrido
uma EMT ou que circulem em grupos, e que ndo possuam estes marcadores (Hofman et al.,
2011;Ried, Eng, & Sali, 2017b; Smit & Peeper, 2010).

Alguns dispositivos microfluidicos tém vindo a ser desenvolvidos, capazes de
separar e detectar CTC com elevada sensibilidade (Pantel et al., 2008). O dispositivo CTC-
chip (Figura 1) é um deles e consiste num chip de silicone com milhares de colunas, ou
microposts revestidos de anticorpos EpCAM. Estes postos aumentam o contacto entre as
células e os anticorpos, permitindo um isolamento mais eficaz (Dimitrova et al., 2017,
Lingala & Ghany, 2016).

PROPRIEDADES BIOLOGICAS
Selegdo Positiva B Selegdo Negativa C CTC-Chip

0, .~ 4l
& o M
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Dispositivos

Dielectroforese Microfluidicos

\3% @ ?? Ak oo
g { 2 Qe
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Eritrocitos Leucdcitos CTC magnéticos

Figura 2. Técnicas de isolamento das células tumorais circulantes (Marrugo-Ramirez et al.,
2018, p.4)
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1.2.1.2 As CTC como biomarcador

As CTC sdo celulas bastante dindmicas e sofrem constantes alteragdes durante o
decurso da doenga e do tratamento (Micalizzi, Maheswaran, & Haber, 2017). Actualmente,
as CTC sdo reconhecidas pelo seu papel no prognostico e no controlo da efectividade do
tratamento da doenca (Ried et al., 2017a). Alguns estudos indicam que o numero de CTC
estd directamente relacionado com a progressao da doenca e a sobrevivéncia do doente
(Cristofanilli et al., 2004). Por exemplo, uma maior contagem de CTC no cancro da mama
metastizado, cancro do colon, e cancro da prostata esta associado a um pior prognostico e a
um maior risco de malignidade (Cristofanilli, 2006; Di Costanzo et al., 2008; Mehra,
Zafeiriou, Lorente, Terstappen, & De Bono, 2015). O modo como circulam no sangue é
também um factor que indica um maior potencial de metastizacdo e de menor sobrevida. O
facto de as CTC circularem em grupo indica um maior probabilidade de mestastizacao
(Wang et al., 2017).

A presenca destas células em circulacdo esta associada também a um aumento do
risco carcinogénico. Durante a carcinogénese, a migracdo das CTC na circulacdo inicia-se
cedo, mesmo antes de o cancro ser detectavel em imagens clinicas. Estudos realizados em
modelos animais indicam que estas células encontram-se em circulagdo, com tumores

inferiores a 1 nm (Rhim et al., 2012).

O factor previsional destas células foi demonstrado num estudo feito em pacientes
com doenga pulmonar obstructiva crénica, dos quais em 3% vieram posteriormente a

desenvolver cancro pulmonar num periodo de 1-4 anos (llie et al., 2014).

No estudo levado a cabo por Ried et al. (2017), as CTC mostraram também ser um
marcador fiavel na deteccdo do cancro da prostata, tendo sido confirmada a sua presenca em
50% dos doentes assintomaticos, em 20% dos quais foi depois efectivamente detectada a
presenca de cancro. Neste grupo, 25% dos doentes ndo apresentavam valores significativos
de PSA.

1.2.2 Acido desoxirribonucleico tumoral circulante

As primeiras evidéncias do acido desoxirribonucleico livre circulante (cfDNA, do
inglés cell-free deoxyribonucleic acid) no sangue foram reportadas em 1948, por Mendekl
and Métais em doentes saudaveis (Diaz & Bardelli, 2014; Fiala & Diamandis, 2018). Mas
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foi apenas em 1977 que Leon et al. (1977) provaram a correlagdo entre estas células e o
cancro, uma vez que a concentragdo destas células aumentava em doentes com cancro
pancreatico. Desde a sua descoberta emergiram um ndmero de estudos, juntamente com a
evolugéo da tecnologia. Hoje em dia, estdo a ser estudadas as suas aplicagfes na deteccao
precoce de cancro, na determinacdo do progndstico, na selec¢cdo do tratamento, na

monitorizacao do tratamento e na deteccédo de recaidas (Fiala & Diamandis, 2018).

Os cfDNA sdo pequenos fragmentos de &cido desoxirribonucleico que séo
libertados para a circulacdo sanguinea, por necrose ou apoptose das células normais e
cancerosas (Dominguez-Vigil et al., 2018). A porcédo proveniente dos tumores é denominada
de acido desoxirribonucleico tumoral circulante (ctbNA) e pode ser encontrado em Varios
fluidos corporais, como sangue, urina, liquido cefalorraquidiano (Cheng, Su, & Qian, 2016).
A concentracdo destes fragmentos em doentes com cancro pode variar entre 0 e 1000 ng/mL
de sangue. No caso de doentes saudaveis, os valores variam entre 0 a 100 ng/mL de sangue
(Schwarzenbach, B Hoon, & Pantel, 2011). Em doentes com cancro, as ctDNA representam
uma pequena porcdo das cfDNA, entre 0,1% a 10% consoante a carga tumoral, o estadio do
cancro, turnover ou renovacdo celular, e a resposta ao tratamento (Diehl et al., 2008). Estes
fragmentos podem carregar varias caracteristicas especificas dos tumores que lhes deram
origem. Contudo, podem possuir mutacGes, variacdes no nimero de coOpias génicas,

alteracdo de metilagGes ou integracdo de sequéncias virais (Dominguez-Vigil et al., 2018).

Actualmente, tém sido amplamente estudados devido ao seu potencial como
biomarcadores tumorais. A quantificacdo, a deteccdo de variacdes e as mutagdes nas ctDNA

podem ser de especial interesse para a practica clinica.

1.2.2.1 Meétodos de deteccao

Os principais problemas encontrados na deteccdo dos ctDNA estéo relacionado
com a discriminacdo entre os ctDNA e os cfDNA, a quantificacdo de porc¢des reduzidas
destas moléculas e a quantificacdo precisa dos fragmentos mutantes numa amostra (Diaz &
Bardelli, 2014). A fragdo de fragmentos de ctDNA em relagéo ao cfDNA pode ser inferior a
0,1%, dificultando os métodos de deteccdo e quantificacdo (Diehl et al., 2008).

O desenvolvimento de novas tecnologias digitais veio facilitar a deteccdo das
ctDNA, uma vez que permitem a pesquisa mais aprofundada das alteragdes gendmicas do
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ADN. A deteccdo pode ser feita segundo duas linhas de acdo. A primeira consiste numa
abordagem direccionada, através da andlise de alteracdes especificas conhecidas dos
tumores primarios. Para detectar estas alteracbes sdo usadas tecnologias com base na técnica
de PCR, como o ddPCR (do inglés,droplet digital polymerase chain reaction), o BEAMing
(do inglés,Beads, emulsion, amplification and magnetics), que apresentam uma elevada
sensibilidade (entre 1% a 0,001%) (Elazezy & Joosse, 2018; Palmirotta et al., 2018). Ou
através de tecnologias com base na sequenciacdo de nova geracdo (NGS, do inglés next
generation sequencing), como o TAm-Seq (do inglés tagged amplicon deep sequencing) e o
CAPP-Seq (do inglés, cancer personalized profiling by deep sequencing). A desvantagem
desta estratégia direccionada é depender da informacao prévia detalhada do genoma tumoral,
mas em contrapartida, a analise apresenta uma especificidade e sensibilidade elevada, com
um bom custo-efetividade (Cristofanilli & Braun, 2010; Freidin et al., 2015).

A segunda estratégia de deteccdo consiste na analise geral do genoma das ctDNA,
com 0 objetivo de encontrar mutagdes pontuais ou rearranjos cromossomais, por
sequenciacdo de todo o genoma tumoral ou por analise do sequenciacdo completo do exoma
(Elazezy & Joosse, 2018; Glenn, 2011). Ao contrario do outro método, este ndo precisa de
informacBes prévias sobre o genoma tumoral. Pode ser especialmente importante para
detectar alteracOes especificas tumorais, para ajudar a monitorizacdo da doenca, deteccédo de
resisténcias moleculares e novos alvos terapéuticos. A desvantagem esta na necessidade de
elevadas concentracdes de ctDNA para a reconstrucdo das mudancas gendmicas tumorais e

apresenta uma sensibilidade reduzida (5%-10%) (Elazezy & Joosse, 2018).

1.2.2.2 ctDNA e biomarcadores tumorais

A anélise das ctDNA na deteccdo precoce do cancro tem gerado muito interesse,
mas ainda ndo se chegou a nenhum consenso em relagdo ao seu papel na deteccdo precoce

de cancro.

No geral, a quantidade de ctDNA presente no sangue aumenta com a carga tumoral,
que pode chegar até 1% do total de cfDNA nos estadio iniciais e até as 40% nos estadios
mais avangados da doenca (Bettegowda et al., 2014). A quantificacdo de cfDNA tem sido
estudada de forma a rastrear pessoas com cancro. Por exemplo, no caso de doentes com
cancro do pulméo de ndo-pequenas células (tipo mais comum de cancro do pulméo, com um

crescimento e metastizacdo mais lentos, por oposi¢édo ao cancro do pulmédo de pequenas
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células, menos comum e que cresce mais rapidamente) foram detectados niveis muito
maiores de ctDNA do que em pessoas saudaveis, com uma sensibilidade entre 69-79% e
especificidade entre os 83-89% (Catarino et al., 2012; Elazezy & Joosse, 2018). Esta anélise
também apresentou bons resultados na deteccdo e progndéstico do cancro da mama (Hashad,
Sorour, Ghazal, & Talaat, 2012). Contudo, sdo muitos os estudos que ndo apresentam
resultados tdo favoraveis. O facto de serem moléculas pouco estaveis e com um tempo
médio de vida que varia muito, que pode chegar entre 0s quinze minutos até algumas horas

(Hashad et al., 2012). E por isso, 0s resultados obtidos néo séo t&o consistentes.

Alguns estudos demonstram que a concentracdo destas moléculas esta relacionada
com o volume tumoral e com a diminui¢do da sobrevida global, como se pode ver em
estudos realizados com o cancro da mama, ovario, pulmdes e colo-rectal (Diehl et al.,
2008;0lsson et al., 2015;Shao et al., 2015; Yoon, Park, Sang, Jin, & Jin, 2009). As ctDNA
também podem ser utilizadas para detectar doencas residuais minimas apds cirurgias
curativas. Foi demonstrado que no cancro do colo-rectal, mama e estdmago, a quantidade
destes fragmentos no sangue esta associada a um pior progndstico e maior probabilidade de
reincidéncia (Kim et al., 2014; Olsson et al., 2015; Tie et al., 2016).

As vantagens que estas moléculas apresentam, e nas quais os estudos se baseiam, é
o facto das ctDNA serem um reflexo das células de origem. As alteracdes detectadas nestas
células véao corresponder as mesmas alteracbes somaticas da célula original (Phallen et al.,

2017). Esta especificidade pode ser muito atil na deteccdo de cancro.

Os principais obstaculos desta técnica devem-se principalmente a desafios
técnologicos. A identificacdo de pequenas quantidades de ctDNA em circulacdo e a
separagdo das restantes cfDNA. Outro problema esta relacionado com escolha certa das

alteracdes especificas dos tumores a serem analisadas (Alix-Panabiéres & Pantel, 2016).

No estudo realizado por Bettegowda et al. (2014) foi avaliada a capacidade de
deteccdo das ctDNA, utilizando técnicas de PCR em 640 doentes com Varios tipos de
cancros. Embora tenham sido promissores, ndo foram satisfatorios. Foram identificados
entre 47% a 69% dos doentes com cancros localizados, com cancro colo-rectal, cancro
pancreatico, cancro gastroesofagico e cancro adenocarcinoma. A falta de sensibilidade da

técnica utilizada influenciou os resultados.
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Outra area de investigacdo consiste no estudo dos padrdes de metilacbes nas
CtDNA, que sdo uma assinatura epigenética das células de origem. Os recentes estudos
utilizam essas modificagdes no rastreio e deteccdo precoce de tumores e na monitorizacdo da

resposta do doente ao tratamento (Warton, Mahon, & Samimi, 2016).

No caso do cancro da prostata foi encontrada uma metilacdo no gene da glutationa
S-transferase (GSTP1 do inglés, glutathione S-transferase P) envolvida nas primeiras etapas
da carcinogénese, que pode ser bastante Gtil no diagnéstico do cancro (Martignano et al.,
2016). Alguns estudos indicam que pode ser um exame complementar ao teste PSA (Wu et
al., 2011).

A metilacdo da regido promotora do gene da proteina SEPT9 (do inglés, septin 9) é
0 Unico biomarcador metilado aprovado pelo FDA para o cancro colo-rectal. Os estudos
apresentam para este marcador uma elevada sensibilidade (71,1 to 95,6%) e especificidade

para a deteccédo deste cancro (Ma, Williams, Cheng, & Leung, 2019).

A hipermetilacéo das regides promotoras do gene da proteina RASSF1A (do inglés,
Ras association domain family 1) podem ser encontradas em diferentes tipos de cancro. No
estudo de Hoque e et al. (2006) este marcador apresentou uma sensibilidade 62% e uma
especificidade de 82% na detecgdo de cancro da mama. A combinagdo de mais do que um
gene metilado pode aumentar a sensibilidade do teste, como o caso do RASSF1A e RARf

(do inglés, Retinoic acid receptor beta)

A hipermetilacdo encontrada no gene RASSF1A, FHIT (do inglés fragile histidine
triad), and APC (do inglés, adenomatosis-polyposis-coli) podem ser importantes
biomarcadores para deteccdo do cancro renal, com uma elevada sensibilidade (77,9-92,3%)
e especificidade (86,7-93,3%) (Skrypkina et al., 2016).

O desenvolvimento de técnicas mais sensiveis € fundamental para que possam ser

usados na practica clinica.

1.2.3 Exossomas

Os exossomas (EXO) sdo vesiculas membranares com um diametro aproximado
entre 40 a 100 nm, que se formam dentro de compartimentos intracelulares multivesiculares,

que sdo excretadas através da fusdo com a membrana plasmatica (Figura 3) (Théry, 2011).
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Estas nanovesiculas sdo libertadas por vérios tipos de células e podem ser
encontrados em muitos dos fluidos biolégicos, como soro, plasma, urina, saliva, liquido
cefalorraquidiano e ascite (Raposo & Stoorvogel, 2013; Tai, Chen, Hsieh, & Shen, 2018).
Desde a sua descoberta, em 1983, que ao longo dos anos tém sido alvo de vérios estudos

com interesse na sua composicao e funcéo.

Estas nanovesiculas estdo ligadas aos mecanismos de comunicagdo intercelular,
regulando e participando em processos bioldgicos e patoldgicos, incluindo o cancro (De
Rubis et al., 2019; Sumrin et al., 2018). Os exossomas transportam diferentes componentes,
entre elas; proteinas, lipidos, microRNA (miRNA) e RNA mensageiros (MRNA). No caso
dos exossomas tumorais, estes estdo associados a estimula¢do do crescimento tumoral, a
supressao da resposta imunitaria, na inducdo de angiogénese e na formacao de metastases
(Perakis & Speicher, 2017; Skog et al., 2017).

O potencial dos exossomas como biomarcadores tumorais depende do facto dos
componentes transportados por estas vesiculas possuirem como que a impressdo digital
molecular da célula de origem, que é mantida estavel pela protecdo membranar lipidica (Liu
etal., 2019; Torrano et al., 2016).

= Proteina
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Figura 3. Biogenese dos exossomas (Silva, 2015, p.6).
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1.2.3.1 Meétodos de deteccao

O isolamento dos EXO ¢é feito tendo em conta as propriedades fisicas (densidade e
tamanho) e propriedades bioldgicas (expressdo dos marcadores) das vesiculas (Armstrong &
Wildman, 2018).

As técnicas mais utilizadas para o isolamento das vesiculas sdo a centrifugacdo
diferencial e/ou ultracentrifugacéo e a centrifugacédo por gradiente de densidade. Entre estas,
a ultracentrifugacao diferencial é considerada a técnica padrdo para o isolamento dos EXOs.
Estas técnicas dependem de equipamento dispendioso, sdo lentas e ndo garantem a pureza

destas vesiculas (Armstrong & Wildman, 2018).

O isolamento de acordo com o tamanho é feito por filtracdo e por cromatografia da
exclusdo molecular (SEC, do inglés size-exclusion chromatography). A SEC tem melhores
resultados na recuperagdo das vesiculas comparado com a ultracentrifugacdo (Taylor &
Shah, 2015).

Outro método alternativo consiste no isolamento dos exossomas por precipitacao
utilizando polimeros, como por exemplo a técnica ExoQuick®. E um método simples, facil,
muito rapido (aproximadamente 30 minutos) e que ndo precisa de equipamento
especializado (Li et al., 2017).

O isolamento por imunoafinidade permite isolar determinadas EXO, de acordo com
0s marcadores apresentados a superficie destas vesiculas. Este método utiliza particulas
magnéticas conjugadas com anticorpos especificos para se ligar a antigénios especificos,
expressos na superficie exossomal (CD63, CD9 e CD81) (Armstrong & Wildman, 2018;
Peterson, Otoc, Sethi, Gupta, & Antes). Esta técnica é rapida (4-12 h), facil e de alto
rendimento (Li, Zhang, Zheng, Liu, & Chen, 2017).

Outro método comum de isolamento, especialmente indicado para 0s exossomas, €
a precipitagdo com polimeros. O polimero reduz a solubilidade das vesiculas, para depois
serem separadas por centrifugacdo (Wang, Luo, & Wang, 2018). A ExoQuick® é uma das
técnicas que utiliza este principio. E um método simples, facil, muito réapido
(aproximadamente 30 minutos) e que ndo precisa de equipamento especializado. Esta
metodologia apresenta elevados indices de recuperacdo, mas baixo grau de pureza (Li et al.,
2017).
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Os exossomas derivadas dos tumores depois de isoladas e analisadas ao
microscopio eletrénico ou por citometria de fluxo, a expresséo proteica e o perfil genético
sdo investigados de forma encontrar possiveis marcadores de diagndstico ou progndstico
(Palmirotta et al., 2018).

1.2.3.2 Exossomas e biomarcadores tumorais

Depois de serem isolados e caracterizados, a expressao proteica e o perfil genémico
dos exosomas sdo estudados de forma a encontrar um possivel marcador para diagnostico ou
prognostico. A carga celular que os exossomas transportam, como as proteinas, 0s mRNA e
miRNA podem fornecer muita informacdo sobre as células, das quais os EXO sdo

excretadas (Peterson et al. 2015).

A quantidade de EXO presentes em circulacéo esta relacionada com a presenca de
cancro e da sua carga tumoral, como se pode ver no caso do cancro da mama e do cancro
pancreatico (Melo, Luecke, Kahlert, Fernandez, Gammon, Kaye, LeBleu, et al., 2015). Estas
vesiculas sdo muitos estaveis em circulacdo e sdo encontrados em quase todos os fluidos

corporais (Halvaei et al., 2018).

Os EXO apresentam algumas vantagens em relagdo aos outros componentes nas
biopsias liquidas. Comparado com as CTC e as ctDNA, os EXO tém um tamanho mais
homogéneo e a sua forma em copo torna-os facilmente reconheciveis através do microcopio
electrénico (Luga et al., 2012). A segunda vantagem consiste no facto de existirem muitos
protocolos disponiveis para o isolamento e caracterizacdo, ao contrario das CTC (Lobb et
al., 2015).

1.2.3.2.1 Proteinas

O desenvolvimento de novas biotecnologias e a analise protedmica vieram
aprofundar as pesquisas relacionadas com marcadores proteicos. Estes avangos levaram ao

estudos das proteinas presentes nos exossomas (Sumrin et al., 2018).

Os exossomas possuem algumas proteinas que sdo especificas deste tipo de
vesiculas como as proteinas citosdlicas, a actina e a tubulina, assim como as anexinas e as

proteinas Rab (envolvidas nos processos de transporte e fusdo membranares). Outro grupo
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de familias de proteinas presentes nos exossomas sdo as proteinas de choque térmico,
nomeadamente as HSP70 (do inglés, heat shock protein” 70) e HSP90 que estdo implicadas
na apresentacdo de antigénio. Um dos grupos proteicos mais abundantes nestas vesiculas séo
as tetraspaninas, como as CD9, CD63, CD81 and CD82 (do inglés, cluster of
differentiation), que podem ser um marcador especifico destas vesiculas, e sdo responsaveis
por um conjunto de processos bioldgicos que passam pela adesdo celular, motilidade,
invasdo membranar, assim como pela sinaliza¢do proteica (Théry, Zitvogel, & Amigorena,
2002).

A composigdo exossomal pode fornecer informagdes, nomeadamente o estado da
célula original e a sua origem. Desta forma, também pode conter muita informacao biol6gica
sobre as células tumorais. As proteinas presentes nestas vesiculas possuem o perfil
especifico das células tumorais de origem (Halvaei et al., 2018). Por exemplo, no estudo de
Melo et al. (2015) foram identificadas proteinas, glipicanos-1 (GPC1) a superficie dos
exossomas derivados das células cancerigenas. Estas proteinas foram especialmente
encontradas nestes exossomas. As GPC1 desses exossomas possuem mutacOes especificas
que podem ser utilizadas para distinguir doentes com doencas pancreaticas benignas dos

doentes com cancro pancreéatico (Melo et al., 2015).

No caso do cancro da mama, os estudos realizados por Moon et al. (2016)
demonstraram que as proteinas EDIL3 (do inglés, Epidermal Growth Factor-like repeats
and Discoidin I-Like Domains 3) e a fibronectina apresentavam potencial para
biomarcadores na deteccdo precoce do cancro, uma vez que registavam niveis
signitivamente superiores nos doentes com cancro do que nas pessoas saudaveis (Moon,
Lee, Cho, Lee, Chae, et al., 2016) A EDIL3 é uma proteina da matriz extracelular e
desempenha um papel importante na mediacdo da angiogénese, € na migracdo e adesdo
celular (Moon et al., 2016). A fibronectina também pertence a matriz extracelular e ambas se
ligam as integrinas (proteinas membranares) e actuam nos processos de adesdo e migracao
celular (Moon et al., 2016).

A survivina pertence ao grupo de proteinas inibidoras da apoptose, e esta associada
ao desenvolvimento e progressao do cancro da prostata (Khan et al., 2012). No estudo
realizado sobre 0 uso desta proteina na deteccdo precoce deste cancro foi detectada a

presenca desta proteina tanto nos exossomas de pessoas saudaveis como nos de doentes com
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este cancro. Contudo, o nimero de exossomas detectados foi signitivamente superior nos

doentes com cancro (Khan et al., 2012).

O estudo de Zhao et al. (2016) combinou trés marcadores associados ao cancro do
ovario como CA-125, EpCAM, CD24, e obteve resultados satisfatorios no diagndstico deste
cancro (Zhao, Yang, Zeng, & He, 2016).

O glioblastoma € o mais agressivo dos tumores cerebrais, sendo uma patologia com
mau prognoéstico. O estudo realizado por Skog et al. (2017) mostrou que o receptor
epidermal do factor de crescimento VIII ou EGFRVIII (do inglés, epidermal growth factor
receptor variant I1l) foi encontrado nos exossomas de 7 dos 25 doentes com esta doenca, e
ndo foi encontrado em doentes saudaveis. Esta proteina é expressa apenas em alguns

tumores, e.pode contribuir para processos de angiogénese (Skog et al., 2017).

O quadro 1 resume as proteinas exossomais que apresentam potencial como

biomarcadores na detec¢do de cancro.

Quadros 1. Resumo das proteinas exossomais estudadas para o diagnostico de cancro.

CANCRO BIOMARCADORES REFERENCIAS
Gliobastoma Recetor eplt_jermal do fator Skog et al., 2017
de crescimento VIII
Mama Fibronectina e EDIL3 Moon et al., 2016
Melanoma CD63, caveolina-1 Logozzi et al., 2009
Ovério EpCAM, CD24 Zhao, Ya”gélzg”g’ & He,
Melo, Luecke, Kahlert,
Pancreas Glipicano-1 Fernandez, Gammon,

Kaye, LeBleu, et al., 2015

Prostata Survivina Khan et al., 2012
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1.2.3.2.2 MicroRNA

Os microRNA (miRNA ou mi-R) sdo pequenas moléculas de RNA né&o-
codificantes, com 19 a 24 nucle6tidos , cuja principal funcdo € regular a expressao génica
pos-transcripcional (Dominguez-Vigil et al.,, 2018). Estes ligam-se as sequéncias
complementares na regido 3’ nao-traduzida dos RNA messangeiros (MRNA), promovendo a
degradacdo dos mRNA ou o bloqueio da traducdo de proteinas (Etheridge, Lee, Hood,
Galas, & Wang, 2011).

A quantidade e a composi¢do destes fragmentos varia entre os individuos saudaveis
e os doentes, 0 que 0s torna potenciais biomarcadores (Sumrin et al., 2018; Taylor & Gercel-
Taylor, 2008). Eles funcionam inibindo genes supressores tumorais e/ou genes que
controlam a diferenciagéo celular e a apoptose, promovendo o desenvolvimento tumoral
(lorio et al., 2007; Sumrin et al., 2018).

O estudo feito por Taylor & Gercel-Taylor (2008) mostrou que o perfil das miRNA
exossomais em circulacdo podem ser um reflexo do tumor. O padréo de expressao destes
componentes é especifico do tumor, sendo que diferentes tumores apresentam diferentes
padrdes de miRNA.

Os estudos conduzidos em diferentes tipos de cancro tém demonstrado possiveis
miRNA exosssomais como biomarcadores. Por exemplo, um conjunto de oito miRNA (miR-
21, miR-141, miR- 200a, miR-200c, miR-200b, miR-203, miR-205 e miR-214), conhecidos
como biomarcadores de diagnostico do cancro do ovario, foram encontrados nos exossomas
tumorais das doentes com este cancro (Taylor & Gercel-Taylor, 2008). Outro exemplo, sdo
0s miR-375 e miR-141 que apresentam maior nimero nos doentes com cancro da prostata
comparado com os individuos saudaveis, havendo a possibilidade de discriminar uma pessoa
doente de uma pessoa saudavel (Porzycki, Ciszkowicz, Semik, & Tyrka, 2018) No caso do
cancro de células escamosas do es6fago, o estudo de Tanaka et al. (2013) veio a demonstrar
que os niveis de miR-21 exosssomais sdo relativamente maiores nos doentes com este
cancro, do que nos doentes com doencas benignas. Estes valores também estéo relacionados
com um aumento na progressdo e agressividade da doenca. Alguns dos miRNA exossomais
sdo especificos do tipo de cancro, enquanto que outros podem ser marcadores de diagnéstico
e prognostico para mais de um tipo de cancro (Sumrin et al., 2018). Um desses casos € 0
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miRNA 21 que pode ser um marcador para os cancros colorectal, ovario, pancreas, prostata

e retinoblastoma (Quadro 2).

No Quadro 2. vai ser apresentado um resumo dos biomarcadores com potencial

para o diagnostico de outros tipos de cancro.

Quadros 2. Resumo dos microRNA exossomais estudados para o diagndstico de cancro.

Cancro Biomarcadores Referéncias

let-7a, miR-1229, miR-1246,
Colorectal miR-150, miR-21, miR-223 e
miR-23a

Ogata-Kawata et al.,
2014

Gliobastoma miR-320 e miR-574-3p Manterola et al., 2014

miR-18a, miR-221, miR-222, e
miR-224

miR-373, miR-200a, Meng et al., 2016
miR-200b e miR- 200c

Hepatocelular Sohnetal., 2015

Ovario miR-21, MiR-141, miR200a, | Mitchell et al., 2008
miR-200c, miR-200b, MiR-203,
miR-205 e miR-214

_ Zhao et al., 2016
Mama miR-106a

A . ) Que, Ding, Chen, &
Pancreas miR-17-5p e miR-21 Cao, 2013

miR-4289, miR-326, Matin et al., 2018

miR-152-3p, miR-98-5p

Préstata
. Mitchell et al., 2008;
miR-141 Lietal., 2016
Pulmio miR-125a-5p, miR-145 Wang, Zheng, Wang,
e miR-146a & Zhang, 2015
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CONCLUSAO

A deteccdo e um diagnéstico precoce do cancro sdo de extrema importancia de
forma a reduzir o impacto desta doenca no doente e aumentar a possibilidade de cura.

Os biomarcadores proteicos mais utilizados na practica clinica apresentam algumas
limitagGes, no que diz respeito ao rastreio e diagndstico do cancro. A analise sérica dos
marcadores € especialmente utilizada como um factor preditivo da doenca, na monitorizagédo
do tratamento e no controlo de recaidas. No que diz respeito ao rasteio e diagnostico, este
tipo de marcadores ainda ndo sdo muito aceites pelos clinicos, e sdo raros 0s casos que sao
aprovados pelas directrizes médicas. Uma excepcao € o PSA, que é amplamente utilizado
como um auxiliar no rastreio e diagnostico do cancro da prostata, mas que € visto com
alguma precaucdo uma vez que pode ser influenciado por outras patologias. A reticéncia no
uso na practica clinica baseia-se principalmente na falta de especificidade e sensibilidade

apresentadas pelos marcadores.

As biopsias liquidas tém emergido como uma técnica revolucionaria e trouxeram
uma nova perspetiva para a practica oncolégica. E um conceito promissor capaz de
caracterizar a doenca cancerigena, de uma forma minimamente invasiva. E desta forma,
pode ser usada para melhorar o diagnostico e o prognostico da doenca. As células tumorais
circulantes, o acido desoxirribonucleico tumoral circulante e os exossomas oferecem uma
vasta gama de informacdes que podem ser utilizados na practica clinica. Ao contrario das
bidpsias tradicionais, esta técnica pode fornecer informacgdes actualizadas e capazes de

abranger a heterogeneidade espacial e temporal do cancro.

As CTC ja& demonstraram o0 seu potencial na monitorizacdo do tratamento
oncologico, como é o caso do cancro da mama, atraves de técnicas ja aprovadas pela FDA.
Mas a sua aplicagdo na deteccdo e diagnostico da doenca oncoldgica ainda nédo foi validada.
O facto de existirem em quantidades muito reduzidas no sangue, dificulta a sua deteccdo, o
que impede que se possam tirar resultados satisfatorios. Outro factor importante depende do
facto de os metodos de isolamento existentes para estas células ainda ndo possuirem a
expecificidade e sensibilidade adequadas para a deteccdo destas células, o que pode
influenciar os resultados obtidos.

O &cido desoxirribonucleico tumoral circulante tal como as CTC também podem

apresentar quantidades bastante reduzidas em circulagéo, principalmente nas fases iniciais
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do desenvolvimento do cancro. S&o compostos muito variaveis e com um tempo médio de
vida também bastante varidavel. Todas estas varidveis tornam a quantificacdo e a deteccao
destes compostos bastante dificeis, tornando-se imperativo o desenvolvimento de técnicas
mais sensiveis e especificas. Contudo, os estudos tém apresentado resultados bastante
promissores na deteccdo do cancro, principalmente o estudo das metilagbes encontradas nos
ctDNA, como é o caso da metilagdo no gene da glutationa S-transferase, para o cancro da
prostata e a metilagdo do gene da septina-9, para o cancro colo-rectal. A analise destas
alteracOes ainda € bastante recente, e sdo necessarios mais estudos para que seja confirmada

a sua utlidade na practica clinica.

Os exossomas apresentam algumas vantagens em relacdo as CTC e as CtDNA,
nomeadamente o facto de apresentarem estabilidade em circulacdo e de manterem o seu
conteddo protegido. Para além disso, os métodos de isolamento para este tipo sdo viaveis,
embora ndo sejam especificos para exossomas tumorais. O seu contetdo permite ter uma
informacdo bastante completa relativamente as células tumorais. Os exossomas tém
apresentado resultados bastantes animadores, mas o desenvolvimento de novos estudos é

essencial para que se possa confirmar a sua utilidade clinica.

O uso desta técnica tem sido cada vez mais recorrente na practica clinica. E embora
esta técnica apresente um grande potencial, alguns obstaculos tém que ser ultrapassados
para que possa ser usado na practica oncolégica. Um importante problema que deve ser
abordado no futuro sdo as limitacBes na quantificacdo e caracterizacdo dos diferentes
analitos. A falta de métodos padronizados e os resultados insatisfatérios relativamente a
sensibilidade e a especificidade dos procedimentos apresentam alguns dos desafios desta
técnica. Devem também ser realizados estudos de maior escala de forma a validar este

procedimento e avaliar a sua utilidade clinica em diferentes populages.

Contudo, as vantagens e a versatilidade apresentadas pelas bidpsias liquidas

tornam-nas numa ferramenta promissora para o diagnostico e progndéstico do cancro.
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