Teste multiplo:
célula eletroquimica
usada na deteccdo
simultanea de trés
proteinas ligadas ao
cancer de préstata
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Nova geracdo de testes tenta identificar a

doenca mais cedo, avaliar a eficicia do

tratamento e auxiliar na escolha da terapia

Ricardo Zorzetto e Evanildo da Silveira

esquisadores brasileiros trabalhando no pais e
no exterior estéo finalizando uma nova geracéo
de testes laboratoriais para detectar o cincer
precocemente, antes que se torne identificavel
por meio de exames clinicos. De modo geral,
quanto mais cedo a doenca é descoberta, maior
é a chance de sucesso no tratamento e até mesmo de cura. Sdo
pelo menos quatro os novos testes. Desenvolvidos por equipes
em Séo Paulo, Sdo Carlos e na Espanha, eles usam estratégias
distintas para captar sinais de tumores em amostras de sangue,
urina e outros fluidos corporais. Caso se mostrem eficientes
nos préximos estagios de avaliacdo pelos quais ainda precisam
passar, eles talvez possam, em situagdes especificas, substituir
testes mais invasivos como biopsias e puncdes e servir de
complemento aos exames clinicos e de imagem.

Os dois testes que se encontram em estagio mais avancado
de desenvolvimento foram elaborados pela equipe da geneti-
cista Anamaria Camargo no Instituto Ludwig para a Pesquisa

do Céncer (ILPC) e no Centro de Oncologia Molecular do Hos-
pital Sirio-Libanés (HSL), em Sio Paulo. Ambos se baseiam na
analise genética das caracteristicas do tumor de cada paciente
e representam um passo rumo a medicina personalizada, que
prevé a possibilidade de realizar diagnosticos mais precisos e
prescricdes sob medida para cada paciente. “A personalizacéo
ocorre em todas as dreas da medicina, mas é mais desenvolvi-
da em oncologia, por causa das bases genéticas do cincer”, diz
Anamaria. No Brasil, esse modelo, que depende da identificacfio
da causa genética das enfermidades (ver reportagem na pdgi-
na 14), ainda é incipiente. Ele comeca a ser implementado em
alguns hospitais particulares e agora ganha impulso no estado
de Sdo Paulo com uma iniciativa de cinco centros de pesquisa
que estfo se reunindo em um projeto para fazer avancar a me-
dicina de preciséo (ver reportagem na pdgina 33).

O primeiro teste consiste na andalise de um painel géni-
co para orientar a terapia do céncer. Para a elaboragéo do
painel, os pesquisadores cruzaram informacdes sobre as
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A caca de mutacées:
no detalhe (acima)

e na pdgina ao lado,
lamina que recebe
amostras de DNA
tumoral a serem
sequenciadas no
Centro de Oncologia
Molecular do
Hospital
Sirio-Libanés
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alteracdes genéticas recorrentes nos tumores
humanos com informacdes sobre as vias mole-
culares alteradas nesses tumores e os alvos de
drogas comumente usadas no tratamento da
doenca. No total, selecionaram os 494 genes
alterados com maior frequéncia em diferentes
tumores e que servem de alvo para algum tipo de
medicamento. “Esse painel pode ajudar a guiar
o tratamento, porque algumas dessas mutacdes
tornam o tumor sensivel a certos compostos”,
explica Anamaria.

Centros avancados de tratamento do céncer,
como o Memorial Sloan Kettering Cancer Cen-
ter, em Nova York, ou o MD Anderson Cancer
Center, no Texas, também possuem seus proprios
painéis, cada um com um numero diferente de
genes. E ja os disponibilizam para seus médicos
selecionarem a droga mais eficaz para tratar ca-
da paciente.

namaria e seu grupo atualmente trabalham

na validacéo do painel génico do Sirio-

-Libanés. Eles sequenciaram o material
genético dos tumores de 12 pessoas atendidas
no hospital e identificaram as mutacdes especi-
ficas de cada céncer. “Ja analisamos sete casos e
estamos concluindo outros cinco”, conta a gene-
ticista. Até o momento, segundo a pesquisado-
ra, o teste produzido no Sirio mostrou 100% de
sensibilidade e 100% de especificidade e se saiu
tdo bem quanto outro mais amplo, de 600 genes,
desenvolvido pela empresa norte-americana de
andlise gendmica Foundation Medicine e dispo-
nivel no mercado.

Em outra avaliacfo, o biomédico Luis Feli-
pe Campesato e o bioinformata Pedro Galante,
ambos do HSL, demonstraram que o painel do
Sirio também pode ser usado para orientar o
tratamento do cincer com uma classe de medi-
camentos que se tornou disponivel apenas nos
ultimos anos: os imunoterapicos.

Sdo moléculas que estimulam o sistema de
defesa a atacar as células tumorais e que vém
produzindo resultados animadores contra alguns
tipos de tumor, em especial de pele e pulmio. “O
tratamento com esses medicamentos € caro e s

beneficia parte dos pacientes”, diz Anamaria. “Por
isso é importante identificar quem vai responder.”

Usando uma estratégia de bioinformatica, Cam-
pesato e Galante confrontaram a capacidade do
painel do Sirio e do painel da Foundation Medi-
cine de associar a quantidade de mutacdes (carga
mutacional) de tumores de pele e de pulmio com a
resposta aos imunoterapicos. Em estudo publicado
em outubro na revista Oncotarget, eles demons-
traram que ambos foram tfo eficientes quanto o
sequenciamento de todo o genoma humano.

De acordo com o trabalho, os imunoterapicos
foram eficientes para 70% das pessoas com cin-
cer de pulmio que apresentavam elevado niimero
de alteracGes génicas. Nos casos de sucesso, 0s
pacientes permaneceram ao menos seis meses
livres do cincer depois do tratamento - metade
deles nfo apresentava sinais do tumor 18 meses
apos o uso da medicacdo. Ja entre as pessoas com
poucas alteracGes génicas, os compostos funcio-
naram em apenas 20% dos casos.

“Nosso teste se mostrou viavel do ponto de
vista cientifico, agora é preciso demonstrar que
tem aplicabilidade pratica”, afirma o bioquimico
Luiz Fernando Lima Reis, superintendente de
pesquisa do HSL. Antes que possa ser usado pe-
los médicos do hospital, sera preciso passar por
uma fase de certificaces e de ganho de escala.

Em paralelo ao desenvolvimento do painel de
genes, o grupo de Anamaria trabalha na producéo
de um teste individualizado para verificar se o
tratamento antitumoral estd funcionando como
o esperado e detectar a recaida da doenca. Sua
equipe comecou a trabalhar nesse teste a pedi-
do do grupo dos cirurgides digestivos Angelita
Habr-Gama e Rodrigo Oliva Perez, do Instituto
Angelita e Joaquim Gama.

No inicio dos anos 1990, Angelita, uma pesqui-
sadora e cirurgii respeitada internacionalmente,
prop0Os uma estratégia ousada e menos agressiva
para tratar certos casos de cancer de reto. A tera-
pia padrio para combater tumores nesse 6rgio
consiste na retirada definitiva da porcéo final do
intestino, seguida de um tratamento a base de ra-
dio e quimioterapia para evitar o reaparecimento
do tumor. Em busca de uma saida que evitasse




Exame que mede a quantidade de
DNA tumoral no sangue pode avaliar
resposta a radio e a quimioterapia

a eliminacéio do drgio, ela inverteu a ordem da
terapia e passou a tratar seus pacientes primeiro
com radiacdo e medicamentos e a acompanha-
-los de perto com exames de imagem. Assim,
conseguiu evitar a cirurgia em 28% dos casos
(ver Pesquisa FAPESP n 162 e 195).

nte o risco de o cincer ressurgir, Angelita
e Perez se uniram a Anamaria para pro-
duzir um exame molecular que permita
detectar o mais cedo possivel se o tratamento
funcionou ou se o problema reincidiu. Eles che-
garam a um teste genético personalizado que ja
se mostrou viavel, mas precisa ser aprimorado.
A partir de uma amostra do tumor, os pesqui-
sadores determinam as alteracGes genéticas es-
pecificas do paciente. Concluido o tratamento
combinado, eles passam a coletar apenas amos-
tras de sangue de tempos em tempos para medir
a quantidade de DNA tumoral circulante. Em
principio, essa estratégia deveria permitir en-
contrar tumores residuais apds a terapia, além de
focos metastaticos nido detectaveis por exames
clinicos ou de imagens.

Um ensaio-piloto com quatro pessoas com
cancer de reto mostrou que o teste ainda néio foi
téo sensivel quanto os pesquisadores inicialmen-
te imaginavam para detectar a doenca residual
apos a terapia. Depois do tratamento, ele néo foi
capaz de detectar a chamada doenca residual
minima, situacfio em que resta menos de 10%
do ntimero inicial de células tumorais. Mas con-
seguiu identificar a presenca de cAncer quando
esse numero passava dos 20%. O teste, no en-
tanto, mostrou-se bastante eficaz para avaliar a
resposta ao tratamento e detectar a diminuicédo
no tamanho do tumor. Ele permitiu antecipar
em 18 meses a progressio da doenca e a deteccio
clinica de metéstases.

Esse resultado, publicado também em outubro
na Oncotarget, sugere que o teste tem potencial
para servir de marcador de resposta ao tratamento
e para o monitoramento da doenca ap6s a inter-
vencdo terapéutica. Os niveis de DNA tumoral
no sangue diminuiram no caso em que a terapia
combinada de radia¢fio e medicamentos funcio-
nou. E aumentaram nos dois pacientes em que o
tumor voltou a crescer.

“0Os dados sugerem que a quantidade de material
genético alterado na circulagéo é proporcional ao
tamanho do tumor”, conta Lima Reis. A equipe do
hospital planeja agora usar o teste com outros 20
pacientes do Sirio-Libanés.

Enquanto os pesquisadores da capital buscam
formas de detectar tumores a partir do seu ma-
terial genético diluido no sangue, em Sdo Carlos,
0 quimico Ronaldo Censi Faria trabalha para
aprimorar a precisio do teste sanguineo usado
para fazer o diagndstico inicial dos tumores de
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prostata. Faria é professor do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar) e desenvolveu um sensor para identi-
ficar simultaneamente trés proteinas sanguineas
associadas ao cancer de prostata.

Hoje o exame de sangue usado para identi-
ficar alteracGes na prostata s6 mede os niveis
do antigeno prostatico especifico (PSA) e pode
indicar a presenca de tumor antes dos sintomas
clinicos do céncer. O problema é que hd casos da
doenca em que o PSA nfo se altera e casos em
que o seu nivel aparece elevado sem que exista
tumor. “Por isso trabalhamos com a detec¢éo
do PSA, do antigeno de membrana especifi-
co da préstata ou PSMA e do fator plaquetario
4, 0 PF-4, para um diagndstico mais preciso”,
esclarece Faria. “A ideia é diminuir o risco de
falsos resultados.”

Faria comecou a desenvolver o sensor entre
2011 e 2012, durante um estagio de pds-doutora-
do na Universidade de Connecticut, nos Estados
Unidos. A detecg¢io dos biomarcadores ocorre
por meio da emissédo de luz, resultado de uma
reacdo quimica (eletroquimioluminescéncia). No
dispositivo, a intensidade de luz é proporcional a
concentracdo das proteinas no sangue. O sensor
contém eletrodos descartaveis de grafite sobre os
quais sio depositados anticorpos. Quando um dos
trés biomarcadores interage com os anticorpos,
uma reacdo quimica ocorre e produz luz.

Outro tipo de dispositivo foi desenvolvido pela
quimica brasileira Priscila Monteiro Kosaka, do
Instituto de Microeletronica de Madri IMM), na
Espanha. Chamado de sensor nanomecénico, ele
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é feito de silicio e tem o formato de um trampo-
lim de piscina, como uma base e uma “prancha”,
cujo tamanho nfo passa de meio milimetro. “Cada
trampolim vibra em uma determinada frequéncia
de ressonéncia”, explica Priscila. “Mas quando
algo se deposita na sua superficie, essa frequéncia
de ressonancia muda de maneira proporcional a
massa aderida.” Se a amostra de sangue contém
o biomarcador do cancer, ocorrem duas altera-
cdes no sensor: a sua frequéncia de ressonancia
se altera e a amostra muda de cor.

anto Faria como Priscila afirmam que seus
dispositivos sdo mais sensiveis e precisos

que os métodos de diagnostico existentes.

“No sistema que desenvolvemos, os limites de
deteccédo chegam a ser mil vezes menores do que
os do teste Elisa, em concentracdes da ordem de
femtograma por mililitro”, assegura Faria. “Isso
possibilita que se faca uma grande diluicdo do
soro humano, o que leva a um menor consumo
de amostras e minimiza possiveis interferéncias.”
Além disso, Faria diz que o sensor que desen-
volveu detecta mais de um biomarcador simulta-
neamente. “O numero de falsos positivos e nega-
tivos chega a 40% com o0 uso apenas do PSA como
indicador para cincer de préstata”, explica. “A
deteccdo multipla, usando trés proteinas diferen-
tes, possibilitara um diagnodstico mais preciso.”
Priscila também assegura que seu nanossensor

é muito sensivel e especifico. “Nos ensaios em
laboratério simulando uma amostra de sangue,
ocorreram dois erros a cada 10 mil ensaios”, afir-
ma. “Nosso método € capaz de identificar o bio-

Preparacdo
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magnéticas



Sensor
desenvolvido na
UFSCar:
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descartaveis de
grafite sobre os
quais se
depositam os
anticorpos contra
biomarcadores
do cancer

Testes mais sensiveis para identificar
proteinas tumorais no sangue ainda
levarao anos para chegar ao mercado

marcador mesmo que sua concentra¢fo néo ul-
trapasse 100 moléculas numa amostra de sangue.”

Devido a elevada sensibilidade e especificida-
de desses dispositivos e ao seu baixo custo, eles
poderio vir a ser utilizados em exames de sangue
de rotina, segundo Faria. “Isso pode impactar a
saude publica porque as chances de cura, no ca-
so do céncer, sdo maiores quando o diagndstico
é realizado precocemente, além de os custos de
tratamento serem muito menores”, diz.

A ma noticia é que isso néo é para logo. “Pode
levar ainda 10 anos para chegar ao mercado”, es-
tima Priscila. “Nosso objetivo é um nanossensor
ultrassensivel e de baixo custo.” Faria, por sua vez,
néo tem previsio para o uso do seu dispositivo
nos servicos de saude. “O sistema necessita de
mais estudos até se conseguir um produto final
que possa ser utilizado em hospitais e clinicas”,
reconhece. “Mais pesquisas devem ser realiza-
das em relacdo a deteccfio de varias proteinas
simultaneamente e a automatizacéio do método.”

Para o quimico especialista em bioanalitica
Emanuel Carrilho, do Instituto de Quimica de
Sdo Carlos, da Universidade de Sio Paulo (USP),

os dois tipos de sensores sdo promissores. “Sio
plataformas diferentes, com biossensores dife-
rentes, mas o que ambos tém de muito interes-
sante é a capacidade de multiplexacfo, ou seja,
poder detectar varios biomarcadores num tinico
ensaio”, diz. “A multiplexacéo deve permitir um
diagnostico completo, que mostrara se ha cincer
e de qual tipo ele é”

Outro aspecto importante destacado por ele
é 0 uso de nanoparticulas, que amplificam os si-
nais dos dispositivos. Para Carrilho, que também
é pesquisador do Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia de Bioanalitica INCTBio), o desafio
para os novos sensores € ter anticorpos para to-
dos os tipos de céncer. =

Projetos

1. Tratamento neoadjuvante em cancer de reto: identificacdo de
uma assinatura génica capaz de predizer a resposta ao tratamento
e desenvolvimento de biomarcardores personalizados para avaliar
a doenca residual minima (n° 2011/50684-8); Modalidade Auxilio a
Pesquisa — Regular; Pesquisadora responsavel Anamaria Camargo
(ILPC); Investimento R$ 361.226,21.

2. Desenvolvimento de biossensores para determinacdo de bio-
marcadores proteicos visando a aplicacdo no diagnéstico precoce
e monitoramento de cancer (n° 2011/02259-6); Modalidade Bolsa
no Exterior; Bolsista Ronaldo Censi Faria (UFSCar); Investimento
R$10.780,00 e US$ 35.400,00.
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