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Biépsia liquida comeca
a serusada para
avaliara evolucao
detumoresea
necessidade de mudar
o0 tratamento

Ricardo Zorzetto

m 1847, o médico inglés Henry

Bence Jones encontrou na urina

de pessoas com mieloma mul-

tiplo uma proteina caracteris-
tica desse cancer que atinge a medula
dos ossos. De la para c4, cerca de duas
dezenas de proteinas mensuraveis no
sangue vém sendo usadas como indi-
cadores de surgimento, crescimento ou
regressdo de tumores. Algumas delas se
tornaram bastante conhecidas, como o
antigeno prostatico especifico (PSA),
sinalizador de tumores na prostata. Sdo
ferramentas tteis, embora ndo tenham a
precisdo desejada: em alguns casos, seus
niveis podem estar elevados e ndo haver
tumor; em outros, a doenca pode existir
e a proteina nfo estar detectavel. Nos
ultimos anos, médicos e pesquisadores
em centros de oncologia dos Estados
Unidos, da Europa e do Brasil comeca-

alvo-dirigidos

"

ram a investigar formas de prever a evo-
lucéio de certos tipos de cancer e 0o modo
como respondem a alguns tratamentos
por meio da detecc¢io de fragmentos de
DNA, de células e até de vesiculas que o
tumor libera no sangue.

Essa estratégia é a bidpsia liquida, as-
sim chamada por exigir apenas a coleta
de sangue ou outros fluidos corporais,
como saliva e urina. Ainda em fase de
desenvolvimento, essa técnica é ofere-
cida desde meados de 2016 em alguns
hospitais de Sdo Paulo e do Rio de Ja-
neiro e desperta o interesse de médi-
cos e pacientes, além do entusiasmo de
empresas de biotecnologia, interessadas
em um mercado de venda de equipamen-
tos e insumos e de realizacdo de testes
que movimentou US$ 580 milhées nos
Estados Unidos no ano passado e deve
alcancar US$ 1,7 bilhdo em 2021, segun-
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do previsdo da empresa de pesquisa de
mercado MarketsandMarkets. E que a
biépsia liquida promete vantagens em
relacdo a bidpsia tradicional, na qual se
extraem, por puncéo com agulha ou por
cirurgia, amostras do tecido doente.

xames de imagem ajudam a iden-

tificar um provavel cancer, mas é

a andlise que o médico patologista
faz do material da bidpsia que permite
definir se um tumor é maligno e quais
as suas caracteristicas, informacdes fun-
damentais para se definir o tratamento.
Apesar de mais informativa, a biépsia de
um tecido é um procedimento invasivo
que pode exigir internacéo e uso de anes-
tesia. Em certos casos, opta-se por nio
fazé-la porque o tumor estd perigosa-
mente préximo de uma artéria importan-
te ou um drgéo vital. Outro complicador
é que os tumores sio formados por dife-
rentes populacdes de células, que mudam
com o tempo. Por causa dessa hetero-
geneidade e da variabilidade, a infor-
macdo de que a bi6psia tradicional ofe-
rece sobre o tumor pode néo ser a mais
completa nem a mais atualizada. Essas
dificuldades tém impulsionado a busca
de alternativas que sejam mais confiaveis
do que a bidpsia de tecido e mais simples
de realizar, como a bi6psia liquida. Por
poder ser repetida com mais frequéncia,
médicos e pesquisadores comecam a ver
essa técnica como possivel op¢do para
acompanhar a evolucéo de certos tipos
de cincer, monitorar a resposta ao trata-
mento e identificar o reaparecimento de
tumores antes que se tornem detectaveis
nos exames de imagem.

A versio dabiopsia liquida que detecta
o material genético tumoral na corrente
sanguinea — o DNA tumoral - ja é ado-
tada em alguns centros oncolégicos do
exterior e também em S&o Paulo e no
Rio de Janeiro. A favor de seu uso, ha
evidéncias de que o DNA tumoral en-
contrado no sangue reflete melhor do
que a bidpsia tradicional ou os marca-
dores proteicos a atividade das células
neoplésicas e as transformacdes pelas
quais o cincer passa ao longo do tempo
e do tratamento.

No final dos anos 1990, pesquisadores
na Franca e nos Estados Unidos obser-
varam que o sangue de pessoas com cin-
cer continha mais DNA. Pouco depois,
a bidloga brasileira Diana Nunes com-
provou que a origem desse material era,
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Formas de monitorar o tumor

Facil de ser repetida, nova bidpsia oferece visdo dinamica do cancer

TRADICIONAL
Wi
Anidlise Coleta de
morfolégica amostra
das células e do tumor
do tecido
U
e s’ 5
%, i?l' 4—-—5
Células
tumorais

O patologista observa as
células ao microscépio
e, a partir de suas
caracteristicas, define se
o tumor é maligno

FONTE CARLOS GIL FERREIRA [ I'DOR E VILMA
MARTINS / A.C.CAMARGO CANCER CENTER

de fato, o tumor. Ela fazia mestrado sob
a orientacdo do bioquimico inglés An-
drew Simpson no Instituto Ludwig de
Pesquisa sobre o Cancer, em Sdo Paulo,
e, em parceria com o oncologista Luiz
Paulo Kowalski, do A.C.Camargo Cancer
Center, analisou o material genético ex-
traido da saliva e do sangue de pessoas
com cincer de boca. Em um artigo de
2001 no International Journal of Cancer,
o trio provou que parte do DNA encon-
trado nesses fluidos apresentava o mes-
mo defeito que o das células do tumor,
portanto, s6 poderia ter vindo dele. “Foi
o primérdio da bidpsia liquida”, lembra o
biblogo Emmanuel Dias-Neto, coordena-
dor do Laboratdrio de Genémica Médica
do A.C.Camargo, onde Diana trabalha.

O avanco das técnicas de sequencia-
mento genético na ultima década tornou
mais facil identificar as alteracdes que
caracterizam os diferentes tumores e
rastred-las no sangue. O primeiro teste
de bidpsia liquida disponivel comercial-
mente foi desenvolvido por uma empresa
farmacéutica multinacional, a Roche, e
liberado para uso nos Estados Unidos
no inicio de 2015. Em junho do ano pas-
sado, um laboratdrio do Rio de Janeiro
especializado em testes moleculares, o
Progenética, passou a fazer bidpsia li-
quida usando o kit importado.

Coleta-se uma amostra
do tecido doente por
puncdo com agulha ou
cirurgia. A técnica exige
0 uso de anestesia
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Coleta de sangue Anadlise molecular de

material tumoral

Por meio de uma @
pungdo com agulha,

extraem-se 10

mililitros de sangue de Exossomo

uma veia do braco
Célula
tumoral

DNA

O teste detecta no sangue fragmen-
tos de DNA contendo uma alterac¢do no
gene EGFR especifica do adenocarci-
noma de pulmio, o tipo de cincer mais
comum nesse 0rgéo e o mais frequente
entre os ndo fumantes. Conhecida pela
sigla T790M, essa mutacdo indica que o
tumor se tornou resistente ao tratamen-
to com inibidores de tirosina-quinase
de primeira e segunda gera¢des, medi-
camentos que agem sobre as células do
tumor e poupam as sadias.

m Sio Paulo, 0 A.C.Camargo Can-
cer Center oferece desde agosto
de 2016 uma verséo propria e mais
abrangente desse teste. Desenvolvida pe-
la equipe da bioquimica Dirce Carraro,
ela detecta, além da T790M, outras trés
mutac¢des no gene EGFR que tornam o
adenocarcinoma sensivel aos inibidores
de tirosina-quinase. Antes mesmo de o

tumoral

#

Técnica
permite
detectar
mutacoes de
sensibilidade ou
resisténcia a
medicamentos
e orientar

o tratamento

DNA tumoral

Técnicas de sequenciamento buscam mutacées
indicadoras de sensibilidade ou resisténcia aos
medicamentos no material genético liberado pelas
células doentes. A quantidade de DNA do tumor
permite monitorar o desempenho do tratamento

Células tumorais circulantes

A concentracdo de células tumorais no sangue
indica a resposta ao tratamento. Moléculas
expressas por essas células podem revelar tolerancia
a medicamentos. A deteccdo de grupos dessas
células assinala risco de metdstase

Exossomos

Sdo vesiculas secretadas pelas células do cancer.
Repletas de material genético e proteinas, migram
até o interior dos 0ssos e reprogramam células-tronco
que se deslocam para outros tecidos e preparam os
novos focos da doenca

Em dezembro passado, com o fim da
possibilidade de incluir novos partici-
pantes no estudo, Freitas parou, por ora,
de pedir a bidpsia liquida para esses ca-
sos. E que a indicacéio de uso do medi-
camento de terceira geracéo foi aprova-
da no Brasil em janeiro deste ano, mas
ele ainda néo pode ser comercializado
no pais porque néio esta definido o seu
preco, que deve ser mais elevado do que
o dos inibidores de primeira e segunda
geracdes, que custam entre R$ 5 mil e R$
8 mil por més. “De que adiantaria para a
pessoa fazer o teste e saber que pode se
beneficiar do medicamento se ndo pode
ter acesso a ele?”, questiona o médico.

Além de alteracdes no gene EGFR, a
bidpsia liquida que o grupo de Dirce Car-
raro tornou disponivel no A.C.Camargo
avalia muta¢Oes em outros 13 genes. Al-
guns estio frequentemente alterados no
cancer de pulméo, outros nos tumores

teste se tornar disponivel para os mé-
dicos do hospital, o oncologista Helano
Freitas o utilizou para orientar o trata-
mento de algumas pessoas com adeno-
carcinoma sob seus cuidados. Os inibido-
res de tirosina-quinase haviam deixado
de fazer efeito para 15 de seus pacientes
e o tumor tinha voltado a crescer. Frei-
tas queria saber quais dessas pessoas
apresentavam a mutacéo de resisténcia e

poderiam se beneficiar do uso de um
inibidor de terceira geracdo. Na época
ele participava de um estudo internacio-
nal para avaliar a seguranca e a eficicia
dessa nova geracdo do medicamento, ja
comercializada nos Estados Unidos, e
podia incluir novos participantes. Das
15 pessoas, sete tinham a mutacéo e co-
mecaram a receber a terceira geracéo do
inibidor de tirosina-quinase.

de intestino (cdlon e reto) e outros ainda
no melanoma, a forma mais agressiva de
cincer de pele. Assim como no adenocar-
cinoma pulmonar, nesses casos a bidpsia
liquida ajuda a orientar o tratamento ao
permitir detectar mutacdes de sensibili-
dade ou resisténcia aos medicamentos.

“Os médicos que se interessarem tam-
bém podem solicitar esse teste para ou-
tros tumores que tenham algum desses

PESQUISA FAPESP 253 = 53



genes alterados”, sugere Dirce, coorde-
nadora do Laboratério de Genémica e
Biologia Molecular do A.C.Camargo. H4
trés anos ela trabalha para desenvolver
uma bidpsia liquida que auxilie no mo-
nitoramento de resposta 4 quimioterapia
para pessoas com tumor de Wilms, um
cincer raro nos rins, que costuma ser
detectado entre os 2 e 0s 5 anos de idade
e afeta uma em cada 10 mil criancas. O
objetivo € que, no longo prazo, também
se possa usar o teste para realizar o diag-
nostico do problema. “Se um dia conse-
guirmos fazer o diagndstico precoce por
meio do DNA tumoral na urina, pode se
tornar vidvel iniciar o tratamento antes
de surgirem os sintomas”, propde Dirce.

0 Hospital Sirio-Libanés (HSL),

bidpsias liquidas sio usadas ex-

perimentalmente pelo grupo da
pesquisadora Anamaria Camargo para
monitorar a sensibilidade de trés tipos
de tumor (pulmio, mama e célon e re-
to) a medicamentos e detectar de forma
precoce o desenvolvimento de resis-
téncia ao tratamento. Atualmente, os
pesquisadores monitoram 30 pessoas
de cada um desses grupos por meio de
exames de sangue realizados mensal-
mente. “Estamos quantificando molé-
culas de DNA que carregam mutacdes
associadas a resisténcia ao tratamento
em cada um desses tipos de cincer e ve-
rificando se existe uma associacdo entre
a quantidade de DNA com alteracdes,
a resposta ao tratamento e a progres-
sdo clinica da doenga”, conta Anamaria,
coordenadora do Centro de Oncologia
Molecular do HSL.

Ela comecou a trabalhar com bi6psias
liquidas ha quase 10 anos quando, em
parceria com o grupo de cirurgides do
aparelho digestivo Angelita Habr-Gama
e Rodrigo Oliva Perez, do Instituto An-
gelita e Joaquim Gama, iniciou o desen-
volvimento de um teste personalizado
para verificar se o tratamento neoad-
juvante com radio e quimioterapia em
tumores de reto estava surtindo o efeito
esperado e detectar o reaparecimento da
doenca. O teste se mostrou viavel, mas,
em um experimento-piloto, notou-se
que precisa de ajustes: ele foi capaz de
detectar com 18 meses de antecedén-
cia o ressurgimento do tumor, mas nem
sempre permitiu definir se a doenca foi
totalmente eliminada com o tratamento
(ver Pesquisa FAPESP n° 237).
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Vesiculas
liberadas por
células
tumorais
ajudam a
preparar novos
focos de cancer

No sangue de uma pessoa com cancer
ha mais do que DNA do tumor. Em certas
situacdes, ele pode conter células que se
desprenderam do céncer original, além
de pequenas bolsas (vesiculas) que re-
cebem o nome de exossomos e estio re-
pletas de conteuido das células tumorais.

A bioquimica Ludmilla Chinen, pes-
quisadora do A.C.Camargo, constatou
que elas também revelam muito sobre a

enfermidade. Ela e seus colaboradores

ja acompanharam 280 pessoas com di-
ferentes tipos de cincer e notaram que
a concentracéo de células tumorais no
sangue pode servir como indicador dini-
mico da resposta aos medicamentos. “Po-
demos dizer se o tratamento esta tendo
sucesso em dois meses, quase metade do
tempo que levaria para se verificar por
um exame de imagem”, conta Ludmilla.

Nos tltimos anos, ela e seus colabora-
dores constataram também que molécu-
las expressas pelas células tumorais cir-
culantes podem indicar tolerdncia a de-
terminados medicamentos usados contra
o cancer de cdlon e reto. Os pesquisado-
res suspeitam ainda que a andlise dessas
células permita predizer o surgimento de
metdstase. Eles acompanharam pessoas
com cancer de cabeca e pescogo de grau
avancado e sem metdstase e viram que,
quando as células tumorais migram em
pequenos grupos, os microémbolos, ha
uma probabilidade maior de surgirem
novos focos da doenca.

Por volta de 2008, o grupo do médico
David Lyden, da Universidade Cornell,
nos Estados Unidos, come¢ou a observar



FOTO LUDMILLA CHINEN / A.C.CAMARGO CANCER CENTER

Formados por
células tumorais
que migram em
conjunto, os
microémbolos
indicam risco de
metastase

que os exossomos funcionariam como
mensageiros celulares, carregando pa-
ra outros tecidos informacdes necessa-
rias para preparar novos focos do tumor.
Com a colaboracio dos bioquimicos bra-
sileiros Bruno Costa Silva e Vilma Regina
Martins, a equipe de Cornell criou um
modelo de metastase de melanoma em
camundongos. Os pesquisadores injeta-
vam na corrente sanguinea de roedores
com cancer de pele exossomos caracte-
risticos do melanoma e acompanhavam
o percurso das vesiculas.

Em um trabalho publicado em 2012 na
Nature Medicine, eles verificaram que os
exossomos, encontrados em maior quan-
tidade nas formas mais agressivas desse
cAncer, primeiro migravam até a medula
dos ossos. Ali, as informacdes contidas
Nnos eX0Ssomos reprogramavam as cé-
lulas-tronco formadoras de vasos san-
guineos e as orientavam a se dirigirem
para os pulmdes, onde, além de gerar
novos vasos, despertavam uma inflama-
cdo. Essa inflamacéo, por sua vez, criava
um ambiente pré-metastatico e atraia
quimicamente as células tumorais dis
persas no sangue. “O tumor libera essas

vesiculas antes que células comecem a
se desprender dele para migrar”, explica
Vilma, superintendente de pesquisa do
A.C.Camargo. “Isso torna os exossomos
um potencial alvo de terapias que tentem
bloquear a formacéo de metastase”, diz
a bioquimica.

Alguns especialistas estimam que de
20% a 25% dos 30 mil novos casos de
cancer de pulmio que surgem por ano
no Brasil tenham alguma mutacéo no
gene EGFR e possam se beneficiar das
terapias alvo-dirigidas. “Do ponto de
vista de satude publica, vale a pena dis-
cutir a possibilidade de tornar a bidpsia
liquida e o uso desses medicamentos
disponiveis no Sistema Unico de Satide
(SUS)”, conta Helano Freitas.

pesar desses niimeros, ainda de-

ve levar algum tempo para que

a deteccéo de células tumorais
circulantes e de exossomos por bidpsia
liquida se torne rotina em mais hospi-
tais e centros oncoldgicos. Em uma fase
inicial, mesmo a versio do teste mais
consolidada, que identifica o DNA tu-
moral, deve permanecer restrita aos
atendimentos privados ou pagos pelos
planos de saude.

“O Brasil ndo se preparou para ofere-
cer o diagndstico molecular no sistema
unico de saude”, critica o oncologista
Carlos Gil Ferreira. De 2002 a 2015, ele
foi diretor de pesquisa clinica do Insti-
tuto Nacional do Cancer (Inca), no Rio
de Janeiro, e no final de 2016 deixou de
ser socio do laboratério Progenética.
Atualmente ele coordena a pesquisa em
oncologia no Instituto D’Or de Pesquisa
e Ensino (Idor), onde um grupo trabalha
no desenvolvimento de uma forma de
bidpsia liquida para tumores de figado.
“Por questio de custo e de estratégia, o
pais néo esta pronto para a era da me-
dicina de precisdo.”

Roger Chammas, professor de on-
cologia na Faculdade de Medicina na
Universidade de Sdo Paulo (FM-USP) e
coordenador do Centro de Investigacio
Translacional em Oncologia do Insti-
tuto do Céncer do Estado de Sdo Paulo
(Icesp), imagina que a incorporacéo da
bidpsia liquida no SUS sé deve ocorrer
depois que for ampliado o acesso as tera-
pias alvo-dirigidas, cuja aplicacdo pode
ser orientada por esses exames.

O bidlogo portugués Rui Reis é mais
otimista. Ele coordena o Centro de Pes-

quisa em Oncologia Molecular do Hos-
pital do Céncer de Barretos, no interior
de Sio Paulo, que atende exclusivamente
pacientes do SUS, e imagina que, coloca-
das na ponta do lapis, as vantagens pro-
porcionadas por esse tipo de teste podem
até baratear o tratamento do cincer. “Es-
ses testes sdo caros em uma fase inicial,
mas o custo diminui quando comec¢am a
ser usados em larga escala”, afirma. An-
tes que se pense em disseminar o uso da
bidpsia liquida, sera preciso ainda desco-
brir qual das técnicas funciona melhor.
“Esta todo mundo a procura do melhor
método”, lembra Reis. m

Projetos

1. Epidemiologia e genémica de adenocarcinomas gas-
tricos no Brasil (n. 14/26897-0); Modalidade Projeto
Temdtico; Pesquisador responsavel Emmanuel Dias-
-Neto (A.C.Camargo Cancer Center); Investimento
R$ 2.632.274,23.

2. Explorando o exoma de carcinomas mucoepidermoides
salivares na busca de marcadores progndésticos mais
precisos (n. 14/07249-7); Modalidade Auxilio a Pes-
quisa — Regular; Pesquisador responsdvel Luiz Paulo
Kowalski (A.C.Camargo Cancer Center); Investimento
R$ 256.192,74.

3. Deteccdo de células tumorais circulantes e sua corre-
lacdo com evolucdo clinica em carcinoma epidermoide de
cabeca e pescoco (n. 13/08125-7); Modalidade Auxilio a
Pesquisa —Regular; Pesquisadora responsavel Ludmilla
Thomé Domingos Chinen (A.C.Camargo Cancer Center);
Investimento R$ 306.452,01.

4. Aspectos moleculares envolvidos no risco, desenvolvi-
mento e progressao do carcinoma ductal de mama: Busca
de novos genes de susceptibilidade e investigacdo da
progressdo do carcinoma in situ e do papel da mutacdo
em BRCAT1 no tumor triplo negativo (n. 13/23277-8);
Modalidade Projeto Temdtico; Pesquisadora responsavel
Dirce Maria Carraro (A.C.Camargo Cancer Center); Inves-
timento R$ 2.364.609,18.
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