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RESUMO

Gasparini Junior JL. Deteccao de células tumorais circulantes em
pacientes com cancer de pancreas e sua correlagdo com evolugao
clinica. Sdo Paulo; 2015. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagdo Anténio

Prudente].

Introdugdo: O cancer de pancreas é uma doenca de alta agressividade,
com uma das mais baixas taxas de sobrevivéncia global. Células tumorais
circulantes (CTCs) sao células raras circundadas por bilhdes de células
hematopoiéticas, que podem ser isoladas e avaliadas quanto ao potencial de
disseminagao tumoral. Objetivo: Correlacionar o numero de CTCs no
sangue periférico de pacientes com tumor de pancreas localmente avangado
ou metastatico com caracteristicas clinicas da populacao estudada, resposta
ao tratamento exames radioldgico, genes de transportadores e resisténcia a
droga citotoxica e sobrevida livre de progressao (SLP) e global (SG).
Pacientes e método: Estudo prospectivo realizado por meio de coleta de
sangue de pacientes com tumores de pancreas metastatico ou localmente
avancado. O sangue dos pacientes foi coletado em trés tempos: no
diagndstico ou progressao tumoral, 40 dias e 80 dias apds a primeira coleta.
As CTCs foram quantificadas pelo método de detecgao ISET e analisadas
por imunocitoquimica. Os transportadores e genes de
resisténcia/sensibilidade foram escolhidos conforme o quimioterapico
proposto ao pacientes (Oxaliplatina: MRP5 e ERCC1; Irinotecano: MRP1,
MRP2 e MRP4; 5FU: TYMS e MRP5; Gencitabina: dCK). Proteinas
envolvidas na transicdo epitélio-mesénquima (TEM) foram analisadas em
todas as CTCs (Vimentina, TGFB-R e MMP2). Resultados: Foram incluidos
21 pacientes, com idade mediana de 67 anos (41-84). O estadio IV da
doenca foi observado em 14 pacientes (66,7%) e o grau histologico mais
predominante foi o “moderadamente diferenciado”, encontrado em 8

pacientes (38,1%). A mediana de CTC detectada no baseline foi de 22



CTCs/8ml de sangue (0 — 194), no primeiro follow-up foi 20 CTCs/8ml de
sangue (0 — 175) e no segundo follow-up foi 8 CTCs/8ml de sangue (0 — 84).
Na correlagéo entre numero de CTC e as caracteristicas clinicas levantadas,
imagem radiolégica, resposta ao tratamento, SLP e SG ndo houve
correlagao estatisticamente significante. Nos marcadores de resisténcia a
droga e de TEM nao houve diferengca de SLP e SG na comparagao dos
grupos que apresentam marcagdo contra 0s que nao apresentam.
Conclusao: Identificamos que nesta amostra o estudo da CTC ndo mostrou-
se relevante na SLP, SG e resisténcia a droga citotdxica, mas pode ser que
para a analise de marcador seja util, como observados pelas curvas
separadas de MMP2 e TGFB-R.



SUMMARY

Gasparini Junior JL. [Detection of circulating tumor cells in patients with
pancreatic cancer and its correlation with clinical evolution]. Sdo Paulo;

2015. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacéo Anténio Prudente].

Introduction: Pancreatic cancer is a highly aggressive disease, it presents
one of the lowest overall survival rates. The spread of cancer needs the
presence of circulating tumor cells (CTCs), which are rare cells surrounded
by billion of hematopoietic cells, but that can be isolated by technologies
such as ISET (Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells). Objectives:
Detect CTCs in peripheral blood from patients with locally advanced or
metastatic pancreatic cancer, and to correlate its levels with imaging, drug
resistance markers/genes, overall survival (OS), and progression-free
survival (PFS). Methods: Prospective study was made by blood collection
from patients with advanced or metastatic pancreatic solid tumors. The blood
collections were made at three moments: at diagnosis or disease progression
and each 40 days. CTCs were quantified by ISET® system and analyzed by
immunocytochemistry. Results: There were included 21 patients, with a
median age of 67 years (41-84). Stage |V of the disease was observed in 15
patients (66.7%) and the predominant histological grade was moderately
differentiated, found in eight patients (38.1%). CTC median at baseline was
22 CTCs/8ml of blood (0 — 194), at first follow-up was 20 CTCs/8ml of blood
(0 — 175), and at second follow-up was 8 CTCs/8ml of blood (0 — 84). It was
not found correlation statistically significant when CTC numbers were
compared with clinical characteristics assessed. When PFS and OS were
analyzed according with CTC number and positive staining to markers
related to cytotoxic drug resistance, it was not found statistical significance.
Mostly of CTCs presented, a mesenchymal phenotype, seen by MMP2 and
TGFB-R expression, that determine increased the profile of invasion and

drug resistance, but the patients with CTCs positive to these mesenchymal



markers did not present difference statistically relevant in OS and PFS.
Conclusion: We identified that this sample CTC study showed no relevance
to the SLP, SG and resistance to cytotoxic drugs, but may be that for marker
analysis to be useful as observed by the separate curves of MMP2 and
TGFB-R.
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1 INTRODUGAO

11 O CANCER DE PANCREAS

O péancreas € uma glandula mista que tem a fung¢ado tanto enddcrina,
como exocrina. No pancreas enddcrino, as ilhotas de Langerhans ocupam
cerca de 2% de todo o pancreas. Nesta fungdo, apresentam-se diversas
células que sao responsaveis pela producdo de hormbnios, como as células
a, responsaveis pela producdo do glucagon; células B, que produzem a
insulina; células A, que produzem a somatostatina; e um quarto tipo, as
células F, que secretam o polipeptideo pancreatico (COSTANZO 2007,
KOEPPEN e SANTON 2009).

Na sua porcao exécrina, representando cerca de 90% de todo o
volume pancreatico, as células acinares sao responsaveis pela producio de
diversas enzimas que auxiliam na digestdo de proteinas, gordura e
amilaceos. Outra importante fungdo exdcrina desse 6rgao € a alcalinizagao
do quimo, por meio da liberagao de bicarbonato, para possibilitar a absorgéo
dos nutrientes pelo intestino delgado (COSTANZO 2007; MCPHEE e
GANONG 2007).

As neoplasias podem atingir tanto o pancreas enddcrino como o
exdécrino. No péancreas endocrino, os tumores neuroenddcrinos

correspondem a apenas 5% dos tumores malignos do pancreas e tém um



melhor progndstico comparado com os tumores do pancreas exocrino
(RODRIGUES 2010).

O pancreas exocrino pode apresentar neoplasias cisticas e sélidas.
As neoplasias cisticas correspondem a menos de 5% dos tumores
pancreaticos. Podem ser benignas, “borderline” ou malignas. Como
exemplos de neoplasias cisticas, temos o cistedenoma seroso, neoplasia
cistica mucinosa e neoplasia mucinosa papilifera intraductal. As neoplasias
pancreaticas solidas sdo o adenocarcinoma ductal e o carcinoma acinar
(KUMAR et al. 2010).

O adenocarcinoma pancreatico € uma doencga de alta agressividade.
E a oitava causa de morte por cancer em homens e a nona em mulheres no
mundo (RYAN et al. 2014). Estava previsto para o ano de 2014 nos EUA que
seriam realizados 46.420 novos diagnédsticos de cancer de pancreas e que
39.590 morreriam pela doenga. Nos ultimos 80 anos, ndo houve variacdes
bruscas na taxa de mortalidade nos EUA, mostrando que o manejo e o
tratamento do cancer de pancreas ainda continuam sendo um desafio até os
dias de hoje (SIEGEL et al. 2014).

Os fatores de risco para o adenocarcinoma de pancreas podem ser
divididos em fatores genéticos ou ambientais. Os fatores genéticos sao
responsaveis por cerca de 10% dos adenocarcinomas pancreaticos ductais.
Sindrome de Lynch, Polipose adenomatosa familiar, pancreatite hereditaria e
sindrome Peutz-Jeghers s&o algumas das sindromes hereditarias que
acentuam o risco para o adenocarcinoma de pancreas. Ja entre os fatores

ambientais, portanto modificaveis, estdo presentes: fumo, obesidade e



doencgas crbnicas do pancreas (diabetes mellitus e pancreatite crénica, por
exemplo) (BECKER et al. 2014).

Como na maioria dos tumores, a formagao do tumor de pancreas se
da por meio de diversas alteragdes genéticas e mutagbes herdadas ou
adquiridas em genes associados ao cancer. As principais alteragdes
moleculares envolvidas na carcinogénese pancreatica sdo a ativacdo do
oncogene KRAS e a inativagcdo dos genes supressores de tumor TPS53,
p16/CDKN2A e SMAD4 (KUMAR et al. 2010; COLLINS e PASCA DI
MAGLIANO 2014; ESER et al. 2014).

O modelo de progressao para o adenocarcinoma de pancreas,
analogo ao pdlipo no cancer de célon, mostra a neoplasia intraepitelial
pancreatica como uma lesdo pré-maligna encontrada nos ductos
pancreaticos, que antecedem o adenocarcinoma. A neoplasia intraepitelial
pancreatica pode ser categorizada como baixo grau (PanIN — 1A ou 1B),
intermediario (PanIN — 2) ou grau elevado (PanIN — 3) (KUMAR et al. 2010;
RYAN et al. 2014).

De acordo com RYAN et al. (2014), o adenocarcinoma de pancreas
passa por diversas mutagdes, diferentes lesdes pré-malignas, apresentando
uma capacidade de invasao local e metastase a distancia, caracteristicas de
tumor fibrético e hipovascular, resultando em extensa reagao estromal e
hipdxia, reprogramagao do metabolismo celular e evasao de imunidade.

O estroma do adenocarcinoma de pancreas sofre intensa reacao
desmoplasica, criando um microambiente que propicia resisténcia tumoral a

drogas citotdxicas. As células estreladas do pancreas, quando ativadas,



produzem grande quantidade de matriz extracelular com acido hialurénico,
laminina, desmina e colageno I/Ill. Estas células podem assumir um fendétipo
de miofibroblastos. Além das células estreladas, outros componentes
celulares como fibroblasto, células do sistema imune, células endoteliais e
células nervosas também estao presentes, provocando um microambiente
fibrético e hipovascular que dificulta a entrega das drogas citotoxicas,
(RUCKI e ZHENG 2014; SCHOBER et al. 2014).

Os sinais e sintomas inespecificos e a localizagdo do pancreas em
regiao retroperitoneal, propiciam a progressdo da doenca e levam a um
diagndstico tardio. Dores abdominais, perda de peso, astenia, anorexia e
diabetes (em 50% dos pacientes) sdo alguns dos sinais e sintomas
presentes no cancer de pancreas (BOWEN e RIALL 2008). Se o tumor
atingir a cabega do pancreas (60 a 70% dos casos), pode ocorrer a presenga
de ictericia pela distenséo da arvore biliar em 50% dos pacientes (KUMAR et
al. 2010).

Para determinar o estadiamento da doenga e o tratamento
recomendado, é necessario avaliar o tamanho do tumor, extensao
peripancreatica, estruturas afetadas como artérias, veias e rede linfatica e
verificar possiveis metastases (BILICI 2014).

A ressecgao cirurgica parece ser crucial para o aumento da sobrevida,
estando indicada para o estadio | ou Il que apresente uma lesao ressecavel.
Para definir a ressecabilidade do tumor ¢é necessario avaliar o

comprometimento venoso, porém, mesmo com a resseccido, a maioria dos



pacientes apresenta recidiva local ou disseminagdo hematogénica
(TAKEUCHI e KITAGAWA 2009).

A quimioterapia e/ou radioterapia adjuvante (tratamento realizado
apos o procedimento cirurgico) tem papel complementar na tentativa de
evitar recidiva local ou metastases. Enquanto o uso da quimioterapia € bem
comprovado, o uso da radioterapia ainda continua controverso (CHUONG et
al. 2014). A associagao de quimioterapia e radioterapia mostra-se pouco
eficiente e causa mais toxicidade, comparado com o uso de quimioterapia
isolada (GOODMAN e SAIF 2014).

A quimioterapia que demonstrou melhor beneficio no tratamento
adjuvante é a gencitabina ou 5-fluorouracil (5-FU). STOCKEN et al. (2014)
mostraram que n&o ha diferenga no tratamento entre a gencitabina
(sobrevida global média de 23,6 meses) e 5-FU (sobrevida global média de
23 meses).

Os pacientes com doenca metastatica raramente sobreviviam mais do
que dois anos. Com o advento dos novos protocolos quimioterapicos como,
por exemplo, o FOLFIRINOX em 2011, cerca de 10% dos pacientes
sobrevivem mais que dois anos (RYAN et al. 2014).

Nos pacientes que apresentam doenca localmente avangada ou
irressecavel (estadio Ill), estudos mostram contradi¢do em relagéo ao uso de
radioterapia. Para a quimioterapia, ha diversas combina¢cdes de agentes
citotoxicos, mas os protocolos FOLFIRINOX (oxaliplatina, irinotecano e 5-
FU) e a gencitabina com nab-paclitaxel mostraram uma melhor sobrevida

global comparadas com o uso da gencitabina de forma isolada. Porém,



esses protocolos sdao mais téxicos, sendo indicados para os pacientes que
apresentam um melhor performance status. Para os pacientes que nao
podem realizar esses protocolos devido a um comprometimento do
performance status, s6 resta a gencitabina como terapia de escolha
(GRESHAM et al. 2014; THOTA et al. 2014).

Tratamentos associando inibidores de EGRF com gencitabina
mostraram uma discreta melhora na sobrevida (6,24 vs. 5,91 meses; p =
0.038) comparados ao uso da gencitabina como monoterapia (MOORE et al.
2007).

Diante de tudo que foi exposto, percebe-se que o tratamento do
cancer de pancreas ainda € um desafio. Um dos fatores que contribui para
esta dificuldade é a resisténcia aos agentes citotdxicos, contribuindo para
um pior prognéstico e uma alta taxa de mortalidade (WANG et al. 2011;

LONG et al. 2012).

1.2 CONCEITO E VISAO GERAL DE CELULAS TUMORAIS

CIRCULANTES

Tumores iniciais crescem como massas nao-vascularizadas, que
podem proliferar por meio de uma leséo pré-existente. Apds atingirem um
tamanho de aproximadamente 2-3 mm, os tumores requerem sua propria
vascularizagdo (revisado por FOLKMAN 1995). Assim, a indugdo de

angiogénese e de vasculatura tumoral € considerada fator patognoménico



do processo maligno e sao necessarias a progressao tumoral (revisado por
STRIETER 2005).

Células tumorais podem propagar-se invadindo os vasos sanguineos
vizinhos ou usando os capilares formados dentro do tumor. Nas duas
formas, ha indugédo de transicdo epitélio-mesénquima (TEM), que constitui
uma mudanga na expressdo de moléculas de adesdo (ex.: integrinas,
lamininas) e na ativagao de proteases (ex: metaloproteinases de matriz), que
eventualmente permitem as células tumorais entrarem na circulacio
(ELSHIMALI e GRODQY 20086).

A disseminagao do cancer pode ocorrer de diferentes formas. Células
tumorais circulantes (CTC), que sao células raras circundadas por bilhdes de
células hematopoiéticas na circulagdo sanguinea podem ser citadas como
um exemplo (MEGO et al. 2010). A presenca de CTCs no sangue periférico
foi relatada pela primeira vez pelo médico austriaco Thomas ASHWORTH
(1869), quando fazia a necropsia de um paciente com tumores subcutaneos
metastaticos, situados na parede anterior do térax e do abdémen. Ele
observou células na circulagado (obtidas da veia safena da perna direita)
idénticas as provenientes dos tumores e postulou que, se estas células eram
oriundas de uma estrutura tumoral existente, elas deviam ter atravessado
grande parte do sistema circulatério para alcancar a parte interna da veia
safena da perna direita.

Atualmente, postula-se que as chamadas CTCs tendem a

metastatizar em certos 6rgaos, que sao seletivos para determinados



tumores, conforme conceito histérico de “solo e semente”, formulado por
Stephen Paget (LURJE et al. 2010).

Considerando-se que as CTCs e o tumor de onde provém sao
considerados “estranhos” para o sistema imune hospedeiro, elas precisam
escapar da resposta imune. Este escape é realizado por meio da habilidade
de formar grupos de microtumores ou microémbolos (MEs), que atingem
sitios distantes. Tem sido demonstrado que a formagao de agregados de 5-
10 CTCs ocultas escapa do sistema imune, promovendo recrutamento de
fatores pro-angiogénicos a partir do microambiente local e expressao de
novos marcadores de superficie (MUKAI 2005).

A circulacdo espontanea de células tumorais e/ou de microémbolos
determina o comportamento tumoral invasivo (PATERLINI-BRECHOT e
BENALI 2007). Geralmente ¢é indetectavel por analise histopatolégica
convencional e por exames de imagem de alta resolugéo. Por isso, ensaios
imunoistoquimicos e moleculares mais sensiveis tém sido desenvolvidos e
vém permitindo a deteccao especifica de células tumorais metastaticas em
linfonodos regionais, sangue periférico e medula 6ssea (MO) (MULLER et al.
2006).

A deteccao primaria de CTC pode ajudar a identificar pacientes em
necessidade de terapias sistémicas adicionais apds ressecg¢ao cirurgica do
tumor primario. Apesar de todas as terapias serem desenvolvidas para
prevenir a recaida local ou metastase, a selegcao de pacientes baseia-se no
risco estatistico de desenvolverem recorréncia, sem saber se de fato eles

abrigam qualquer CTC. Isto pode levar a tratamento desnecessario desses



pacientes, expondo-os a agentes téxicos com efeitos colaterais graves
(FEHM et al. 2008). Desta forma, incluir a detec¢do ou contagem de CTCs
na analise dos pacientes tornaria o tratamento mais direcionado e quem
sabe até menos sofrivel, pois estaria tratando quem realmente necessitasse,
evitando a exposigao excessiva.

Em adigdo ao seu uso como fator progndstico, o monitoramento de
CTCs apos tratamento adjuvante também poderia auxiliar na conduta clinica.
Dentre os érgaos para os quais as células tumorais podem migrar, encontra-
se a medula éssea (M.O.) (RIETHDORF e PANTEL 2008).

A M.O. pode ser um ponto comum de migragao de CTCs provenientes
de varios tumores epiteliais soélidos. Muitos estudos tém indicado que a
presenca de CTCs na M.O. apds terapia adjuvante € uma caracteristica de
prognostico desfavoravel (FEHM et al. 2008). Porém, a aspiragao de M.O. é
um procedimento invasivo, desconfortavel e, muitas vezes, doloroso para os
pacientes. Por isso, esforgos tém sido feitos no sentido de detectar CTCs do
sangue periférico de pacientes com cancer, porém, seu uso ainda nao foi
implantado na pratica clinica. Além disso, ha poucos estudos comparando
exames de M.O. com os de sangue periférico e o significado clinico de CTCs
no sangue periférico ainda precisa ser melhor esclarecido (RIETHDORF e

PANTEL 2008).
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1.3 APLICAGAO CLINICA

SLADE et al. (2009) fizeram um estudo para comparar o método de
deteccdo de CTCs (CellSearch System) com o sistema de monitoramento de
micrometastases da MO (ICC- immunocytochemistry e RT-PCR) em
pacientes em seguimento apos diagndstico de céncer de mama, sem
evidéncia de metastases. Os resultados mostraram que algumas pacientes
com diagndstico inicial de cancer de mama apresentaram evidéncias de
micrometastases durante o seguimento, apesar da auséncia de evidéncias
clinicas de metastases. Entre dezoito, sete pacientes (39%) classificadas
como T1NO tinham CTCs quando comparadas com as que eram linfonodo
positivas (23 de 33, correspondendo a 70%; p = 0.042). Apesar do pequeno
numero de casos, esses autores observaram que a deteccdo de CTCs e
DTCs (do inglés, disseminated bone marrow tumour cells) foi maior em
pacientes com maior risco de recorréncia (p= 0.042 e p < 0.001,
respectivamente) e que os numeros de CTCs foram maiores em pacientes
com pior prognostico. Neste estudo, tanto DTCs quanto CTCs levaram as
mesmas conclusdes sendo, portanto, equivalentes em termos de significado
clinico.

Progressos tém ocorrido com o desenvolvimento de sistemas de
enriquecimento e de detecgao imunoistoquimica de CTCs. O mais conhecido
é o CellSearch ™ System, que separa as células com pérolas magnéticas
cobertas com anticorpos anti-EpCAM seguido pela imunocitoquimica das

células capturadas com anti-citoqueratina fluorescente. A leitura é feita em
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microscopio semi-automatizado (RIETHDORF e PANTEL 2008). No ano de
2007, esse sistema foi aprovado pelo FDA para uso em monitoramento de
pacientes com tumores metastaticos de mama, prostata e colorretal (Foods
and Drugs Administration-FDA 2007).

Usando o CellSearch System, CRISTOFANILLI et al. (2004), em
trabalho com 177 pacientes com cancer de mama metastatico, fizeram
contagem das CTCs antes e apos o inicio do tratamento para a doenca
metastatica. Pacientes com niveis de CTCs iguais ou superiores a 5 por 7,5
mL de sangue, quando comparadas com as que apresentavam menos de 5
CTCs/ 7,5 ml, tiveram menor sobrevida livre de progressao (SLP) (2,7 vs. 7
meses, p < 0.001) e menor sobrevida global (SG) (10,1 vs. 18 meses, p <
0.001). Apds o primeiro seguimento, depois do inicio do tratamento, esta
diferenga entre os grupos persistiu (em relagao as sobrevidas e ao numero
de CTCs). Pela analise multivariada, os niveis de CTCs antes e apds o inicio
do tratamento mostraram ser preditores significativos de SG e SLP. Ainda foi
possivel observar que aproximadamente 70% dos pacientes com doencga
metastatica tinham acima de 1 CTC/ 7,5 mL de sangue periférico. Outros
grupos reproduziram e confirmaram o valor prognostico da contagem de
CTC antes da primeira linha de tratamento, demonstrando uma maior
sobrevida nas pacientes que apresentam contagem de CTC <5 CTCs/7,5ml,
independentemente da carga tumoral, fendtipo da doenga, histologia,
receptor hormonal, HER2 ou se a paciente teve doenca recorrente ou novas

metastases (MEGO et al. 2010; GRADILONE et al. 2011).
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MAESTRO et al. (2009) pesquisaram CTCs em 798 pacientes, entre
eles, 683 pacientes com tumores soélidos (mama: 438; colorretal: 195; e
préstata: 50) e 106 voluntarios saudaveis, utilizando a plataforma CellSpotter
Analyzer®, que classifica a célula em CTC se positiva para anticorpos de
células epiteliais (citoqueratinas 8 18) e negativas para anticorpo especifico
para leucécito (CD45). Nesse estudo, eles demonstraram que o ponto de
corte =2 2 CTCs/7,5 ml de sangue é seguro para tumores sélidos e que o
numero de CTCs €& maior nos pacientes metastaticos comparado aos
pacientes com doenga localizada (p < 0.001). Nao houve detecgédo de CTCs
nos voluntarios saudaveis.

No cancer de préstata metastatico,b DE BONO et al. (2008),
classificaram os pacientes por meio da contagem de CTCs no sangue
periférico em favoravel e nao favoravel (< 5 e =2 5 CTCs/7,5 ml,
respectivamente). Comparado ao grupo favoravel, os pacientes do grupo
nao favoravel apresentaram mediana menor de SG antes (21.7 vs. 11.5
meses; p < 0.0001) e apds (19.6 - 20.7 vs. 6.7 - 9.5 meses; p < 0.0001) o
tratamento sistémico.

O valor prognéstico das CTCs no cancer de préstata metastatico foi
reforcado por uma metanalise com 33 trabalhos. Os autores demonstraram
que a presenga de CTCs foi fator de pior SLP (HR e 95 % IC 2.15 [1.69
2.73], n=18, p < 0.00001) e SG (HR e 95 % IC 2.43 [2.07 2.86], n=16, p <
0.00001) para os pacientes com cancer de prostata (MA et al. 2014).

Em cancer colorretal metastatico, utilizando a mesma categorizagao

utiizada por DE BONO et al. (2008), COHEN et al. (2008) também
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classificaram os pacientes em favoraveis (< 3 CTCs/ml de sangue) ou em
nao favoraveis (= 3 CTCs/ml de sangue). Os pacientes nao favoraveis
apresentaram uma pior mediana de SLP (4.5 vs. 7.9 meses; p < 0.0002) e
SG (9.4 vs. 18.5 meses; p < 0.0001), comparados com os pacientes do
grupo favoravel. Uma metanalise confirmou o valor prognéstico das CTC no
cancer colorretal. Na analise de 36 estudos, os pacientes que apresentaram
CTCs mostraram uma pior sobrevida livre de recorréncia (HR 3.24 [95% IC:
2.06 -5.10], n =26) e SG (95% IC: 2.28 [1.55— 3.38], n = 21) (RAHBARI et al.
2010).

No cancer de pulmao, os dados sdo mais robustos para o Cancer de
Puimdo ndo Pequenas Células (CPNPC). KREBS et al. (2011)
demonstraram que ao realizar a contagem de CTCs em sangue periférico de
101 pacientes com CPNPC em estadio Ill e IV, os pacientes que
apresentavam uma melhor SLP (6.8 vs. 2.4 meses, p < 0.001) e SG (8.1 vs.
4.3 meses; p < 0.001) eram os que apresentavam uma contagem < 5
CTCs/7,5 ml de sangue, quando comparados com o0s pacientes que
apresentavam = 5 CTCs/7,5 ml de sangue periférico.

Outros estudos demonstraram o valor prognéstico para a contagem
de CTCs nao apenas para a doenga metastatica, mas para a doenca
detectada no estagio inicial. Para o cancer colorretal e de mama foi possivel
correlacionar a detecgao de CTCs (= 1 CTC/7,5 ml de sangue) com um pior
progndéstico, mesmo em estagios iniciais da doenca (Colorretal - SG: 49.8 vs.
38.4 meses; p < 0.001; Mama — SG: p = 0.005; SLP: p = 0.01) (LUCCI et al.

2012; BORK et al. 2015).
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No cancer de pancreas, o marcador tumoral usado atualmente é o CA
19.9 (do inglés, Carbohydrate Antigen 19.9), porém este marcador pode se
elevar em paciente com doengas ndo malignas, como cirrose, pancreatite
cronica, colangite e em pacientes do grupo sanguineo de Lewis. Em até 35%
dos pacientes com cancer de pancreas, os niveis de CA 19.9 podem néo
sofrer alteracdo, o que caracteriza uma necessidade de um marcador mais
eficaz para o diagnéstico e previsdo de eficacia terapéutica (CEN et al. 2012;
KHOJA et al. 2012).

As CTCs sao um potencial marcador para o cancer de pancreas.
Apos isoladas, € possivel avaliar seu conteudo quanto a genética tumoral,
protedbmica e biologia molecular. Isto permite o estudo do curso
farmacodindmico de um paciente, além de fornecer uma visdo sobre o
processo de metastase, facilitando assim a descoberta de novas terapias-
alvo (CEN et al. 2012; KHOJA et al. 2012).

Devido ao prognéstico ruim dos pacientes com cancer de pancreas,
poucos estudos tém sido realizados relacionando a doenca com CTCs. Ha
alguns relatos de casos e raros trabalhos com série de pacientes.

KURIHARA et al. (2008) avaliaram os niveis de CTCs em 26
pacientes com cancer de pancreas num periodo de dois anos, em estadios Il
a IVb. Usaram individuos sadios para confirmar a especificidade do teste e
notaram que esses individuos ndo tinham nenhuma CTC na circulagao.
Onze pacientes apresentaram CTCs, todos em estadio IV. Houve uma
diferenca significativa entre os niveis de CA 19.9 encontrados entre os

pacientes CTC- positivos e negativos (p < 0.05). A sobrevida mediana dos
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pacientes CTC-negativos foi maior do que dos positivos, mostrando que a
positividade de CTC pode afetar a sobrevida.

REN et al. (2011) trabalharam com pacientes com cancer de pancreas
tratados com 5-FU. Participaram do estudo 41 pacientes (estadio Il (32) e IV
(9)). Dos participantes do estudo, 33 apresentaram CTCs, numa média de
16 (0 - 59) CTCs/7,5ml de sangue. Apds a exposigcao ao 5-FU, o numero de
pacientes que apresentou CTCs caiu para 12 e a média variou 3,6 a 8,6 (0-
40) CTCs/7,5ml de sangue. Estes dados indicam que as CTCs tém potencial
para serem aplicadas como biomarcador farmacodinamico.

KHOJA et al. (2012) avaliaram duas plataformas tecnolégicas para
deteccdo de CTCs: CellSearch System e ISET (Rarecells, France). Ao todo,
54 pacientes participaram do estudo e foi observada correlacao direta entre
as duas técnicas em 27 deles. A mediana de contagem de CTCs variou
entre os métodos CellSearch System e ISET (média: 2 vs. 26 CTC/7,5 ml de
sangue, respectivamente).O estudo mostrou uma maior detec¢cdo de CTCs
pela técnica ISET, provavelmente porque este método independe de
marcagao de citoqueratinas, EpCAM e consegue separar células em TEM,
por ser um método anticorpo-independente.

Em diversos estudos realizados com a plataforma ISET, foi possivel
estabelecer uma contagem segura e correlagdao positiva com os achados
clinicos. VONA et al. (2004), utilizando a tecnologia ISET, pesquisaram
CTCs em pacientes com o cancer hepatico sem metastase, hepatite cronica,
cirrose hepatica e individuos saudaveis. Dos 44 pacientes com cancer

hepatico, foi possivel observar CTCs em 23 destes. Nao foi detectada
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nenhuma CTC nos outros grupos do estudo. Segundo os autores, foi
possivel correlacionar a presenga de CTC (= 1 CTC/3ml de sangue) em
pacientes com tumores difusos (p = 0.0001) e trombose portal por tumor (p =
0.006). Os pacientes que apresentaram CTC sobreviveram menos do que os
pacientes que nao apresentaram (p = 0.001).

MAZZINI et al. (2014) conseguiram estabelecer para melanoma uveal
que a presenga de > 10 CTC/10ml de sangue e microémbolos (MEs) foram
preditores de piores SLP (p = 0.012) e SG (p = 0.017), maior didmetro basal
(p = 0.019) e altura tumoral (p = 0.048). O grupo controle (pacientes com

alteragdes no nervo coroide) ndo apresentou CTCs.

1.4 CTC E RESPOSTA AO TRATAMENTO ANTINEOPLASICO

PIERGA et al. (2008) estudaram o numero de CTCs antes e apos a
quimioterapia neoadjuvante em 118 pacientes com cancer de mama nao
metastatico, estagio Il ou Ill, que n&o tinham indicagdo para cirurgia
conservadora. Das 118 pacientes, em apenas 97 foi possivel avaliar o
numero de CTCs antes da terapia neoadjuvante, utilizando a plataforma
CellSearch System. Destas 22 pacientes apresentaram = 1 CTC/7,5 ml de
sangue periférico, com mediana de 2 CTCs/7,5 ml. Apés a quimioterapia
neoadjuvante, das 86 pacientes analisadas, foi possivel observar 1
CTC/7,5ml de sangue em 15 pacientes. Do total de pacientes do estudo 23
apresentaram resposta patoldogica completa. Ndo houve correlagdo com

deteccdo de CTC antes (p = 0.84) ou apdés (p = 0.47) quimioterapia
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neoadjuvante. Porém, as pacientes CTC positivas, antes da quimioterapia
neoadjuvante, apresentaram recidiva precoce (p = 0.013; tempo de
acompanhamento: 18 meses). Nao houve correlagéo entre detecgdo de CTC
antes da quimioterapia neoadjuvante e sobrevida livre de metastase (p =
0.07). Nas analises uni e multivariada, a detecgao de CTCs antes ou apéds a
quimioterapia neoadjuvante foi fator prognéstico independente (p = 0.013 e p
= 0.017, respectivamente). De acordo com os autores, ndo foi possivel
correlacionar a contagem de CTCs e resposta patolégica completa, que é a
principal avaliagdo para resposta a quimioterapia neoadjuvante. Porém, a
contagem de CTCs foi fator prognéstico independente de recidiva precoce.
No cancer colorretal metastatico, COHEN et al. (2008) estudaram o
numero de CTCs pelo CellSearch System antes e apds inicio da primeira ou
segunda linha de tratamento quimioterapico ou terceira linha com um inibidor
de EGFR (do inglés, epidermal growth factor family) . As coletas de sangue
para deteccao de CTCs apods o tratamento proposto foram realizadas com os
seguintes intervalos: da semana 1a2,3a5,6a12e 13 a 20 e o ponto de
corte escolhido para andlise de SLP e SG foi de = 3CTCs/7,5 ml de sangue.
Os pacientes que apresentaram = 3CTCs/7,5 ml de sangue, comparados 0s
com < 3CTCs/7,5ml, tiveram pior SLP (mediana, 4.5 vs. 7.9 meses; p <
0.0002) e SG (mediana: 9.4 vs. 18.5 meses; p < 0.0001). Para entender a
dindmica das CTCs apds a exposigdo ao agente citotdxico, os pacientes
foram subclassificados em sempre favoraveis (mantiveram < 3CTCs/7,5ml
antes e durante o tratamento), favoraveis (inicialmente =2 3 CTCs/7,5 ml e

ap6s o tratamento < 3 CTCs/7,5ml), desfavoraveis (inicialmente < 3
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CTCs/7,5 ml e apds o tratamento = 3 CTCs/7,5ml) e sempre desfavoraveis
(mantiveram = 3 CTCs/7,5ml antes e durante o tratamento). Para os
pacientes favoraveis as SLP e SG foram estatisticamente melhores
comparadas aos sempre desfavoraveis (SLP mediana: 6,2 vs. 1.6 meses, p
= 0.0194; SG mediana: 11 vs. 3,7 meses, p = 0.0002). Os pacientes do
grupo sempre favoraveis sobreviveram mais, comparados aos do grupo
desfavoraveis (SG mediana: 17,7 vs. 11 meses, p = 0.0019). Estes dados
demonstram o valor prognéstico das CTCs antes do inicio do tratamento
proposto e seu valor preditivo, demonstrando que a resposta a quimioterapia
pode ser analisada pela diminuicdo de CTCs.

DE BONO et al. (2008) estudaram a presenca de CTCs em 231
pacientes, antes e apds o tratamento com hormonioterapia para cancer de
prostata metastatico resistente a castragdo, pelo CellSearch System.
Utilizando a mesma classificagdo realizada por COHEN et al. (2008), os
pacientes foram subclassificados em sempre favoraveis (mantiveram < 5
CTCs/7,5ml antes e durante o tratamento); favoraveis (inicialmente = 5
CTCs/7,5 ml e apés o tratamento < 5 CTCs/7,5ml); desfavoraveis
(inicialmente < 5 CTCs/7,5 ml e ap6s o tratamento = 5 CTCs/7,5ml); e
sempre desfavoraveis (mantiveram = 5 CTCs/7,5ml antes e durante o
tratamento). Os pacientes do grupo sempre desfavoraveis demonstraram
pior SG comparados aos favoraveis (média, 6,8 vs. 21,3 meses, p = 0.0001)
ou sempre favoraveis (média 6,8 vs. > 26 meses, p < 0.0001).

Diferentemente dos outros trabalhos citados, SMERAGE et al. (2014)

propuseram mudanca do tratamento quimioterapico, dependendo do numero
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de CTCs detectadas. Utilizando o CellSearch System, 595 pacientes com
cancer de mama metastatico foram recrutadas para o estudo. Antes do inicio
do tratamento, as pacientes foram separadas nas que apresentavam < 5
CTCs/7,5ml de sangue (276 pacientes, braco A) e com = 5 CTC/7,5ml de
sangue (288 pacientes, braco B). Apos 21 dias, foi realizada nova contagem
de CTC com as pacientes do bragco B. As pacientes que apresentaram
diminuicdo do numero de CTCs (< 5 CTCs/7,5ml de sangue 165 pacientes)
continuaram no bragco B, as pacientes que se mantiveram com = 5
CTCs/7,5ml de sangue (123 pacientes) foram randomizadas para continuar
no mesmo protocolo quimioterapico (brago C1, 64 pacientes) ou iniciar outro
tratamento (brago C2, 59 pacientes). Nao houve diferenga estatisticamente
relevante no tratamento dos bragos C1 e C2 na SLP (mediana, 3,5 vs. 4,6
meses, p = 0.64) e SG (mediana 10,7 vs. 12,7 meses, p = 0.98).
Comparando os trés bragos, houve diferenca estatisticamente relevante nas
SLP e SG entre os pacientes do brago A, brago B e brago C (SLP mediana
11,1, 8,9 e 4,9 meses, respectivamente, p < 0.001; SG mediana, 35 23 e 13
meses, respectivamente, p < 0.001), demonstrando o valor progndstico da

contagem de CTCs.

1.5 CTC E IMAGEM RADIOLOGICA

Na tentativa de usar as CTCs no monitoramento clinico de pacientes
com cancer de mama metastatico, HAYES et al. (2006) avaliaram o numero

de CTCs antes do inicio do tratamento e depoisde 3a5,6a8,9a15e 15a
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20 semanas de tratamento em 177 pacientes. O numero de CTCs foi
comparado aos achados radiolégicos por tomografia computadorizada. As
CTCs foram detectadas pelo CellSearch System e o ponto de corte utilizado
foi 2 5 CTCs/7,5ml sangue. As pacientes que apresentaram resposta ao
tratamento (antes do tratamento, = 5 CTCs/7,5ml e durante o percurso do
tratamento < 5 CTCs/7,5ml; mediana SG 19.8 meses; 95% IC 14.6 a >25)
apresentavam o mesmo risco de morte que aquelas pacientes que nunca
excederam 5 CTCs/7,5ml de sangue nas contagens (mediana SG 22.6
meses; 95% IC 20.5 a >25). Os resultados do estudo mostraram que, em
qualquer tempo de seguimento onde as CTCs foram avaliadas, elas foram
capazes de prever o resultado clinico, demonstrando que os pacientes que
apresentaram < 5 CTCs/7,5ml antes do tratamento, ou apresentaram este
valor no decorrer do tempo analisado, responderam ao tratamento proposto.
Este estudo mostrou que as CTCs poderiam ser utilizadas para determinar
quando um tratamento esta sendo benéfico aos pacientes, antes do inicio da
toxicidade secundaria ou apresentagao de sinais de progressao, que podem
demorar meses ou diversos ciclos de quimioterapia para aparecer nos
exames radioldgico e fisico e/ou pelos marcadores séricos.

Reforgando o estudo de HAYES et al. (2006), GRADILONE et al.
(2011), em estudo com cancer de mama metastatico, demonstraram que a
presenca de = 5 CTCs/7,5ml de sangue periférico foi fator de pior
prognéstico independente e que a avaliagao sérica das CTCs ao longo do
tratamento pode fornecer uma previsdo da evolucao clinica comparado aos

exames radiolégicos. Mostraram ainda que a caracterizacdo molecular,



21

estudo de resisténcia a droga citotoxica, célula tronco tumoral, expressao de
HER2 e receptores de estrogeno e progesterona, sdo cruciais para a
personalizacédo do tratamento.

Em estudo do nosso grupo de pesquisa de CHINEN et al. (2013), o
exame de imagem (tomografia computadorizada) foi comparado a contagem
de CTC por dois métodos diferentes, MACS Miltenyi® e ISET, em uma
paciente diagnosticada com CPNPC metastatico, antes do primeiro ciclo e
do terceiro ciclo de quimioterapia (paclitaxel e carboplatina). A contagem de
CTCs antes do primeiro ciclo de quimioterapia foi 26,7 CTCs/ml pelo método
Miltenyi e 73,5 CTCs/ml pelo método ISET. Apds o terceiro ciclo de
quimioterapia, a paciente apresentou progressao tumoral, mostrando que a
quimioterapia nao foi eficaz no controle da doenga. Na detecgdo de CTCs,
foram observadas 0,65 CTC/ml pelo método Miltenyi e 128 CTCs/ml pelo
método ISET. Essa diferenga da contagem de CTCs entre as duas
metodologias empregadas pode ser explicada pela TEM, ja que o Miltenyi
depende de marcadores epiteliais para a deteccdo das CTCs. As CTCs
detectadas pelo ISET apresentavam marcacao positiva para N — caderina e
falta de marcacdo de E — caderina, demonstrando fendtipo mesenquimal,
consequentemente, maior poder de migracdo e invasao das CTCs. A
evolugdo clinica foi coerente com a contagem feita pelo ISET, mostrando
aumento do numero de CTCs, expressdo de marcadores mesenquimais e
progressao tumoral que a paciente demonstrou em seguida, com detecgao

de novas lesbes (pulmonar e pleural). Este resultado mostra que a cinética
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de CTC detectada pelo sistema ISET & compativel com o achado de

imagem.

1.6 CTC E TRANSPORTADORES ENVOLVIDOS NA

RESISTENCIA AS DROGAS

A principal causa de morte por cancer é, indubitavelmente, o
aparecimento de metastase, o que demonstra que a quimioterapia sistémica
€ geralmente ineficaz, particularmente no controle do processo metastatico
(GAZZANIGA et al. 2010).

Os mecanismos de resisténcia aos agentes citotoxicos podem ser
divididos em intrinsecos, onde os fatores de resisténcia sdo preexistentes,
provocando ineficacia da terapia no comecgo do tratamento, ou adquiridos,
onde inicialmente o tumor é sensivel a droga citotoxica e, por meio de
mecanismos de resposta adaptativa, o tumor adquire resisténcia apds a
exposig¢ao ao agente citotoxico. Nos mecanismos intrinsecos, encontram-se
0 microambiente tumoral, estroma celular e mecanismos como TEM e
célula-tronco tumoral (CTT) Entre os mecanismos adquiridos pelo tumor,
encontram-se o efluxo da droga citotoxica (do inglés, multidrugs-resistance-
related proteins [MRPs]), insensibilidade a indugdo de apoptose induzida
pela droga citotdbxica e mecanismo de desintoxicagdo da droga
(GAZZANIGA et al. 2010; WANG et al. 2011; HOLOHAN et al. 2013).

Existem diversos mecanismos de resisténcia a droga presentes no

cancer de pancreas, como por exemplo, expressdo génica aberrante,
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mutacdes geneéticas, desregulacdo em vias chaves de sinalizagdo, TEM,
estroma celular e presenga de células-tronco tumoral (CTT) (WANG et al.
2011; LONG et al. 2012).

O valor prognéstico das CTCs em diferentes malignidades epiteliais
sugere que estas sejam importantes na progressdo tumoral e metastase.
Contudo, algumas questdes permanecem nao resolvidas, principalmente as
referentes ao tipo de terapia que poderia ser adotada quando os niveis de
CTCs aumentassem no decurso do tratamento. Uma solugdo hipotética
poderia ser a troca para um regime quimioterapico diferente ou a adigéo de
novos agentes. Mas quais agentes e quais regimes? E de acordo com quais
regras? (GAZZANIGA et al. 2008). Outra pergunta continua em aberto: As
CTCs podem ser usadas para individualizar as decisdes terapéuticas (BEAR
2008)?

Um trabalho realizado por GAZZANIGA et al. (2010) tentou responder
a esta questao da individualizacdo por meio da caracterizagdo do padrao de
resisténcia as drogas das CTCs, tendo como base um painel de expressao
de transportadores envolvidos na resisténcia aos quimioterapicos padroes.

Este grupo focou o estudo nas proteinas relacionadas a MDR mais
comumente usadas nos tumores sélidos. Foram avaliadas as seguintes
proteinas: MRP1 (envolvida na resisténcia a antraciclinas, alcaldides da
vinca, metotrexato, imatinibe, irinotecano, topotecano), MRP2 (semelhante a
MRP1, com exceg¢ao da cisplatina), MRP4 (resisténcia ao metotrexato, ao
irinotecano e ao topotecano), MRPS (resisténcia ao 5-fluorouracil (5-FU), a

cisplatina e ao metotrexato), MRP7 (resisténcia aos taxanos e aos alcaldides
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da vinca). Como gencitabina ndo é substrato para MRPs, foram incluidos
dois genes associados ao seu transporte e metabolismo: Hent1 (do inglés,
human equilibrative nucleoside transporter-1) e dCK (do inglés,
deoxycytidine kinase). Foram analisados pacientes com tumores sélidos (n=
105; com os seguintes tipos de tumores: 18 colorretal, 46 bexiga 14 mama
10 céncer de pulmao ndo-pequenas células (CPNPC), 4 estbmago, 4 ureter,
5 ovario, um esdfago e trés cabegca e pescogo) antes do inicio da
quimioterapia sistémica, com intuito de predizer o perfil de sensibilidade das
CTCs. Os resultados nao foram disponibilizados para os médicos € nem
para os pacientes. O perfil de resisténcia as drogas nas CTCs correlacionou-
se com SLP e sobrevida livre de doenga em 24 meses (p < 0,001). De
acordo com a resposta clinica, 21/32 pacientes em estadio IV apresentaram
progressdao de doenga e dentre eles, o ensaio de quimiosensibilidade
mostrou resisténcia em 20/21 e sensibilidade foi encontrada em 1/21. No
grupo dos 11 pacientes com doenca metastatica com quadro estavel, o
ensaio de sensibilidade mostrou uma predi¢cao de resposta de 100%. Assim,
o teste de resisténcia foi capaz de predizer a resposta ao tratamento em
98% dos pacientes, com 100% de especificidade. Nenhuma amostra de
paciente saudavel foi positiva para CTC. Os valores preditivos positivo e
negativo encontrados foram de 96,5 e 100%, respectivamente.

Em estudo realizado por GRADILONE et al. (2011), com mulheres
portadoras de cancer de mama metastatico (n=44), 28 (67%) tiveram a
presenca de CTCs detectada. Apds pesquisa da expressao de MRPs por

meio de RT-PCR nessas células, foi possivel classificar as pacientes em



25

“resistentes” (19 pacientes), se expressassem marcagao positiva para MRP,
ou “sensiveis” (9 pacientes), caso nao expressassem. As pacientes
classificadas como “resistentes” apresentaram pior SLP comparadas ao
grupo com “sensibilidade” (5.4 vs.19.5 meses; p < 0,001). A expressao de
dois ou mais MRPs (19/28, 68% dos pacientes) foi fator de pior progndstico,
quando comparada aos pacientes com nenhuma ou uma expressao de MRP
(9/28, 32% dos pacientes) na SLP (7.05 vs. 16.44 meses; p = 0.004). Este
estudo demonstra que a caraterizagao molecular da CTC é imprescindivel
para distinguir subpopula¢des de CTCs, podendo futuramente ser utilizada

no monitoramento da eficacia da terapia sistémica.

1.7 GENES DE RESISTENCIA AS DROGAS

O tumor pancreas possui como base de tratamento quimioterapico a
gencitabina. A gencitabina (2" 2’- difluorodeoxicitidina) € um antimetabdlito
pirimidinico com analogia estrutural com deoxicitidina. E altamente
hidrofébico, o que faz com que necessite de transportadores ativos para
entrar nas células, como Hent1, por exemplo. Uma vez dentro da célula, a
gencitabina pode ser convertida em sua forma inativa 2= 2'-
difluorodeoxiuridina pela citidina deaminase ou fosforilada pela dCK a dFdC-
5’-difosfato e aos metabdlitos ativos difosfato e trifosfato (PLUNKETT et al.
1995). Entretanto, apesar de alguns estudos feitos com estes metabdlitos e
enzimas, tentando mostrar sua correlacdo com resisténcia/sensibilidade,

dados confirmatérios ainda sdao necessarios.
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Nos ultimos tempos, a combinagcédo baseada em oxaliplatina, 5-FU,
irinotecano e acido folico, tem beneficiado os pacientes com tumores de
pancreas metastaticos com um ganho de SG e SLP (GRESHAM et al. 2014).
No entanto, mutagbes nos genes que codificam enzimas de reparo de DNA
e ALDH podem influenciar a atividade e toxicidade destes quimioterapicos.
Pode ocorre a modulacdo da resposta e toxicidade a 5-FU por meio da
variabilidade nos genes que codificam diidropirimidina desidrogenase,
envolvida no metabolismo de 5-FU, timidilato sintase (TYMS), que é alvo do
5-FU e metilenotetraidrofolato  redutase, que converte 5,10-
metilenotetrahidrofolato em 5- metiltetrahidrofolato (BOIGE et al. 2010).

O mecanismo de acao do 5-FU pode variar dependendo da dose e da
forma de administracdo. A infusdao continua resulta no anabolismo de 5-FU,
formando principalmente o FAUMP, que age como um forte inibidor da
ligacédo de TYMS, inibindo assim a sintese de DNA (SOMMER e SANTI
1974). O tratamento em bolus favorece o anabolismo em FUTP e sua
incorporacdo no RNA, que interfere com o processamento normal do pré-
RNAr. Dessa forma, a resisténcia relacionada ao modo de administragao do
5-FU pode envolver diversos fatores e isso € consistente com o fato de que
linhagem de células de carcinoma de cdlon resistentes ao tratamento com 5-
FU em bolus permanecem sensiveis a exposigao continua. Um mecanismo
comum de resisténcia clinica ao bolus e a infusdo esté relacionado ao
aumento dos niveis de TYMS e sua inibicdo. TYMS & uma enzima
importante na sintese “de novo” de dTMP, um precursor essencial de DNA,

que catalisa a metilagdo de dUMP (deoxi-uridina monofosfato) a deoxi-
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timidina monofosfato (SOMMER e SANTI 1974). TYMS é o alvo das
fluoropirimidinas. A quantidade intrinseca de TYMS parece ser um preditor
de resposta dos pacientes ao 5-FU.

Apds a exposicdo ao agente citotoxico, uma das medidas tomadas
para a adaptacéo e a sobrevivéncia celular € a alteragao do alvo da droga,
mudando o sitio de ligagao por mutagéo ou alteragcéo no nivel de expressao.
Neste mecanismo de resisténcia, a célula aumenta a expressao de TYMS,
levando a uma menor eficacia da agao citotoxica (HOLOHAN et al. 2013;
LIMA et al. 2013; NIERO et al. 2014).

Altos niveis de expressdo de TYMS em pacientes com cancer
colorretal em estadio inicial parecem predizer SG ruim tanto em pacientes
tratados quanto em nao tratados com quimioterapia apds cirurgia. Ainda,
pacientes com cancer colorretal metastaticos com altos niveis de TYMS nao
respondem ao tratamento infusional com 5-FU, enquanto aqueles com
baixos niveis apresentam melhores taxas de resposta (KIM et al. 2009;
CALASCIBETTA et al. 2010). Contudo, apesar de muitos estudos relatarem
SG ruim em tumores com alta expressao de TYMS, o real valor prognéstico
desta enzima ainda néo esta estabelecido.

Em outro trabalho do nosso grupo (ABDALLAH et al. 2015), o foco da
pesquisa foi a expressdo de TYMS nas CTCs em pacientes com cancer
colorretal metastatico, com terapia baseada em 5-FU. Dos 34 pacientes em
que foi possivel realizar o teste, 9 expressaram TYMS nas CTCs. Houve
correlagcdo estatisticamente significante entre a presenga de CTC e

expressdo de TYMS (p = 0,042). O mesmo nao foi verdadeiro quando
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avaliou-se a expressao de TYMS no tumor primario € nas metastases. Este
resultado mostra que a expressdo de TYMS nas CTCs tem potencial como
biomarcador de resisténcia ao 5-FU.

Topoisomerase | (TDP1A) é uma enzima que tem papel fundamental
no controle da topologia do DNA. Drogas antineoplasicas que tém como alvo
a Topo |, como campotecinas ou etoposideos, formam complexos estaveis
Topo I-DNA, impedindo a atividade da enzima Topo | em se religar com DNA
(NITISS e WANG 1996). Contudo, o papel da expressao de Topo | em
pacientes submetidos as terapias que tém como alvo esta enzima ainda nao
foi determinado. KOSTOPOULOS et al. (2009), em estudo com 498
pacientes com cancer colorretal tratados com quimioterapia adjuvante a
base de 5-FU sozinho ou associado a irinotecano (38% dos casos),
observaram por imunistoquimica uma expressao de TYMS e de Topo | em
43% e 48 % dos casos, respectivamente. Pela andlise univariada, nenhuma
correlacao entre expressao de TYMS e de Topo | foi encontrada com SG e
SLP. Entretanto, pela analise multivariada, a expressao de Topo | associou-
se com risco reduzido de morte (HR= 0,61, 1C95% 0,42-0,88; p= 0.009). No
subgrupo de pacientes tratados com irinotecano, aqueles que expressavam
Topo | tiveram melhor SG (HR= 0,47, IC95% 0,23-0,94; p = 0.033). Outro
trabalho realizado também com TYMS, mas associada a outras proteinas
(ERCC1 e GST) foi realizado por KIM et al. (2009). Este grupo selecionou 70
pacientes com cancer colorretal metastatico e analisou a expressao das
proteinas por imunoistoquimica. ERCC1, TYMS e GST (glutationa-S-

transferase) foram encontradas em 55,7%, 68,8% e 71,4% dos casos,
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respectivamente. Pacientes sem expressao de TYMS responderam melhor a
quimioterapia (p = 0.009). A SG mediana foi maior em pacientes sem
expressdo de ERCC1 (p = 0.047). Pacientes positivos para ERCC1 e TYMS
ou positivos para as trés proteinas pesquisadas tiveram pior SG (p = 0.0017
e p = 0.032). A analise multivariada mostrou que tanto ERCC1 quanto TYMS
tiveram impacto significativo na SG (HR=1,72; p = 0.023).

Considerando o mecanismo de acdo dos derivados da platina,
estudos tém avaliado o papel de enzimas envolvidas no reparo de DNA
como possiveis preditores de sensibilidade ou resisténcia a estas drogas,
como ERCC1 (do inglés, Excision Repair Cross-Complementation group 1) e
BRCA1 (Breast Cancer 1). Alguns estudos tém mostrado uma melhor
resposta para pacientes com baixos niveis de ERCC1 medidos por RT-PCR,
sugerindo que quantidades reduzidas desta enzima afetam a capacidade
das células de reparar os danos causados pela droga ao DNA (LORD et al.
2002; CEPPI et al. 2006).

KANG et al. (2010) avaliaram o padrao de expressdao de ERCC1,
BRCA1, XRCC1 e pBlll-tubulina por imunoistoquimica em espécimes
cirurgicos de 82 pacientes com CPNPC que fizeram tratamento
neoadjuvante com quimioterapicos baseados em platina e taxanos. Os
niveis de ERCC1, BRCA1 e XRCC1 aumentaram proporcionalmente aos
niveis de morte celular (p < 0.05), ja os de Blll-tubulina ndo se
correlacionaram com a viabilidade celular. Pela analise multivariada, estadio

patoldgico inicial, quimioterapia adjuvante, altos niveis de expressao de
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ERCC1 e baixos de Blll-tubulina foram bons fatores prognésticos para SG (p
< 0.05).

Como se pode observar, ha alguns estudos mostrando correlagao
entre expressao de genes de resisténcia/sensibilidade as drogas e resposta
a terapia, mas rarissimos (SOMLO et al. 2011) mostram essa expressao nas

CTCs e as correlaciona com a expressao no tumor.

1.8 CTC E A TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMA

As CTCs podem entrar na corrente sanguinea de duas formas: por
um derramamento passivo de células pelo tumor primario ou através do
mecanismo de TEM. O derramamento passivo de células do tumor primario
acontece em larga escala, em estagios iniciais da formagdo tumoral
(TJENSVOLL et al. 2014).

Na TEM, a célula perde o fendtipo epitelial, adquirindo morfologia
fibroblastica, alongada, diminuindo a adeséo célula — célula e célula — matriz
extracelular e modificando estruturalmente o citoesqueleto. Estas alteragdes
fornecem as células mobilidade, migrag&o e poder de invaséo e resisténcia a
apoptose. Acredita-se que a TEM seja imprescindivel para a invasédo e
metastizagdo dos tumores epiteliais, além de promover um importante
mecanismo de resisténcia a drogas citotoxicas, como por exemplo, a
resisténcia a gencitabina no cancer de péncreas e dos inibidores de EGFR
no CPNPC (ELLENRIEDER et al. 2001; WANG et al. 2011; BONNOMET et

al. 2012; CEN et al. 2012; LONG et al. 2012; HOLOHAN et al. 2013).
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A familia da caderina é o principal grupo molecular envolvido na TEM.
Para a célula adquirir fenétipo mesenquimal, as células epiteliais diminuem a
regulagcédo da E — caderina (caderina epitelial) e citoqueratinas e aumentam a
regulacdo de marcadores mesenquimais, como a N — caderina (caderina
mesenquimal), vimentina e fibronectina. Além disso, as células epiteliais
aumentam a atividade da metaloproteinases (MMPs) e do ativador de
plasminogénio tipo uroquinase (uPA), que s&o 0s principais responsaveis
pela degradagdao da matriz extracelular, alterando, assim, a adesao celular
(matriz extracelular), capacitando as células cancerigenas a penetrarem no
tecido e a invadirem-no. A ativacdo da uPA esta associada a um pior
progndéstico em cancer de mama. As células podem se desprender do tumor
isoladamente ou em MEs. Estes MEs mostram-se mais eficazes na invaséo
linfatica ou venosa e na sobrevivéncia na corrente sanguinea (ARUMUGAM
et al. 2009; MEGO et al. 2010; WANG et al. 2011; LI et al. 2013).

Nao se entende completamente o mecanismo molecular da TEM na
progressao tumoral e resisténcia a drogas citotdxicas. Acredita-se que
diversos fatores de transcricdo (TWIST, SNAIL, SLUG, ZEB1 e ZEB2) e vias
de sinalizagcao (Wnt, TGF-B, Hedgehog, Notch e NF-kB) estdo envolvidas na
indugdo da TEM. Dentre essas vias de sinalizagdo, o TGFB-R (do inglés,
Transforming Growth Factor Beta receptor) tem um importante papel na
carcinogénese pancreatica nos estagios avangados da doenca. O TGF-3
promove o espalhamento celular, migragdo, angiogénese e invasao tumoral,
além de aumentar a expressao e ativagdo da MMP2 e uPa. Em linhagens

celulares deste tumor, ja foi evidenciada a importancia do TGF-B para a
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indugdo da TEM, podendo ser o mecanismo que o TGF-B utiliza para
contribuir com a progressdo tumoral. A via de sinalizagdo NOTCH ganha
evidéncia por desempenhar importante funcido na aquisicdo da TEM e
promover o fendtipo de célula tronco tumoral (CTT). O aumento da
regulacdo dessa via foi correlacionado com resisténcia a gencitabina,
evidenciando que a via de sinalizacdo NOTCH no cancer pancreatico
promove a resisténcia a droga citotoxica por meio da TEM (ELLENRIEDER
et al. 2001; ARUMUGAM et al. 2009; WANG et al. 2011; BONNOMET et al.
2012; LONG et al. 2012; LI et al. 2013).

Para o desenvolvimento de novas terapias alvo, €& crucial o
entendimento do mecanismo de resisténcia a droga citotoxica. Novas
terapias capazes de eliminar células com fendétipo TEM e CTT sao cruciais,
revertendo a resisténcia tumoral, permitindo uma melhor resposta ao
tratamento por aumentar a sensibilidade tumoral as drogas citotoxicas
(WANG et al. 2011; HOLOHAN et al. 2013).

A perda da expressdo de marcadores epiteliais e o aumento de
marcadores mesenquimais ja foram correlacionados como um pior
prognéstico para diversos tumores, como mama, CPNPC, colorretal, figado,
entre outros (ARUMUGAM et al. 2009; HOLOHAN et al. 2013). Em estudo in
vitro com modelos xenograficos transplantados com linhagem celular de
cancer de mama (MDA-MB-468), BONNOMET et al. (2012) demonstraram
que o tumor primario € heterogéneo e que apresenta diversas regides em
TEM. Estes autores verificaram expressdo de vimentina (marcador

mesenquimal) no tumor primario, nas CTCs e na metastase. As CTCs
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apresentaram alta expressao de vimentina, demonstrando que a TEM, uma
importante ferramenta para a heterogeneidade do tumor primario, pode estar
envolvida no extravasamento celular do tumor, contribuindo diretamente
para a metastase. Ainda, esses autores correlacionaram a presenca de TEM
ao subtipo de cancer de mama com pior prognéstico (triplo negativo).

No cancer de pancreas, diversos estudos mostram a importancia da
TEM para a resisténcia tumoral aos agentes citotoxicos. ARUMUGAM et al.
(2009) utilizaram dez linhagens celulares de cancer pancreatico para
verificar a morfologia e caracteristica das células que seriam resistentes as
drogas citotéxicas. Das 10 linhagens, 5 apresentaram sensibilidade (HPDE,
L3.6pl, BXxPC3, CFPAC, SU86.86) e 5 foram resistentes (PANC-1, Hs766T,
AsPC-1, MIAPaCa-2, MPanc96), levando em consideragdo o nivel de
apoptose estimulado por 10 uM de gencitabina. A morfologia das células
sensiveis era homogénea enquanto a das células resistentes era irregular,
mostrando um fendtipo mesenquimal. Nos marcadores de TEM, houve
correlagao inversamente significante (p = 0.006) entre E — caderina e Zeb -
1, confirmando que as células com fendtipo epitelial tém alta expressao de E
— caderina e nao expressam Zeb — 1 e vimentina, e as células com fendtipo
mesenquimal ndo expressavam E — caderina e tém alta expressao de Zeb —
1 e vimentina e s&o resistentes as drogas citotoxicas. Em ensaio de
migragao, as células mesenquimais migraram mais que as epiteliais. Para
verificar a importancia do Zeb — 1 na resisténcia tumoral, o Zeb — 1 foi
silenciado nas linhas celulares que apresentavam resisténcia a droga

citotoxica. Houve um aumento dos marcadores epiteliais e
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consequentemente aumento da apoptose dessas células quando expostas a
gencitabina, 5-FU e cisplatina. Estes dados confirmam a importancia da TEM
na resisténcia a droga citotoxica.

LI et al. (2013) fizeram um estudo com o objetivo de avaliar a
correlacdo da CTC com TEM no cancer hepatico. Na analise das CTCs,
utilizaram técnica de imunofluorescéncia (miniMACS Milteny®). A presenca
de CTC foi estatisticamente relevante nos pacientes com trombose portal por
tumor (p < 0.001), estagio lll e IV da doenga (p = 0.005) e tamanho tumoral
(p < 0.001). Nos pacientes que realizaram ressecgao tumoral ou
quimioembolizagao, os que tinham CTC positiva, apresentaram recorréncia
tumoral ou metastase (p = 0.002) e mortalidade (p = 0.007) maior do que os
que nao tinham CTC no sangue periférico apds um ano da primeira coleta. A
expressdo da vimentina e twist (marcadores mesenquimais) foi
estatisticamente significante nos pacientes com trombose portal por tumor (p
= 0.0003, p < 0.001, respectivamente). Além disso, a expressdo da
vimentina também foi correlacionada ao tamanho tumoral maior (p < 0.001).
Em analise imunoistoquimica, a expressdao de vimentina, twist e ZEB1 foi
significante maior no tumor hepatico do que em outras doengas hepaticas (p
= 0.002, p < 0.001, p = 0.016, respectivamente). Os tumores que
expressavam E — caderina (p = 0.001) n&o expressavam vimentina e twist (p
= 0.020) e a expressao de E-caderina era baixa nos pacientes com trombose
portal por tumor (p = 0.007), demonstrando a importancia da TEM na

disseminacao de células tumorais do tumor primario.
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No cancer de préstata, PAL et al. (2015) utilizaram o CellSearch
System para correlacionar o aparecimento das CTCs e expressao de
marcadores da TEM nestas células. Incluiram pacientes com alto risco de
recidiva local pos prostatectomia radical, coletando sangue periférico duas
semanas antes, no ato cirurgico, um més e trés meses depois do
procedimento cirurgico. Nenhum paciente (n = 34) apresentava metastase a
distancia (comprovados por exames de imagem) no momento da primeira
coleta de sangue, contudo, alguns apresentaram CTCs (mediana = 0 em
todos os pacientes; mediana = 2 nos pacientes que apresentaram CTCs)
pos-procedimento cirdrgico. Segundo os autores, a presenca de CTC pode
refletir a presenca de micrometastases ocultas. Além disto, as CTCs com
fendtipo mesenquimal e de CTT teriam uma maior agressividade para
causar metastase. Neste estudo nao foi possivel correlacionar o numero de
CTCs e marcadores de superficie para TEM e CTT no grupo de alto risco de
recidiva de cancer de prostata pds-prostatectomia. A falta de significancia
para os achados desse estudo, segundo os autores, foi 0 numero limitado da
amostra. Outra possivel causa foi a plataforma de deteccao utilizada no
estudo, que pode nao captar as células em TEM, ja que é dependente
exclusivamente de marcadores epiteliais para a captura das CTCs.

As CTCs podem apresentar perda de marcadores epiteliais,
adquirindo o fendtipo mesenquimal através da TEM. O CellSearch System
depende da expressdo de marcadores epiteliais, como citoqueratina e
EpCAM, portanto, se as CTCs estiverem em TEM, o sistema nao sera capaz

de capta-las. A TEM pode ser uma das explicagdes pela grande diferencga
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que ha no numero de CTCs coletadas pelos diferentes métodos de
identificacao. Por este motivo, a deteccao de CTC n&o pode ser baseada
exclusivamente pela marcacido positiva de citoqueratinas ou outros
marcadores epiteliais (KHOJA et al. 2012; REN et al. 2013). Mas, para
BIDARD et al. (2013), apesar de saberem da relevancia da TEM no cancer
de pancreas e as limitagdes do CellSearch System, as células epiteliais
identificadas conseguem demonstrar um real impacto no curso da doenca.

Deste modo, o uso das CTCs pode ajudar a determinar os pacientes
que apresentardo melhor prognéstico clinico, além de ser um possivel
biomarcador especifico para neoplasias malignas utilizado para avaliar a
resposta ao tratamento quimioterapico.

O adenocarcinoma de pancreas tem alta letalidade, poucos pacientes
descobrem a doenga em estagio inicial e a resisténcia a droga citotoxica é
um dos principais fatores para a progressdao da doenga. A falta de um
marcador especifico pode dificultar a conduta clinica na analise de resposta
ao tratamento quimioterapico.

Portanto, este presente trabalho teve como base determinar a
importancia das CTCs na resisténcia as drogas citotdxicas, seu impacto nas
SLP e SG e seu uso como biomarcador especifico para o cancer de

pancreas.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO PRIMARIO

Correlacionar o numero de CTCs no sangue periférico de pacientes
com tumor de pancreas localmente avancado ou metastatico com
caracteristicas clinicas da populacdo estudada, resposta ao tratamento e

sobrevidas livre de progresséo e global.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Correlacionar os niveis de CTCs com os exames radiologicos;

- Observar a correlagao entre a expressao de transportadores (MRP1,
MRP2, MRP4, MRP5, dCK), genes de resisténcia as drogas (ERCC1
e TYMS) e a expressao de genes da transicdo epitélio-mesénquima
(vimentina, TGFB-R e MMP2) nas CTCs e a sobrevida livre de

progressao e global.



38

3 PACIENTES E METODOS

3.1 PACIENTES

Este trabalho foi realizado no A.C.Camargo Cancer Center, Sao
Paulo, Brasil. Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta instituicdo
(Registro CEP n° 1367/10; Anexo 1). Foi um estudo prospectivo e
quantitativo. A amostra foi recrutada por conveniéncia consecutiva. Foram
incluidos no estudo os pacientes com diagnéstico de adenocarcinoma de
pancreas localmente avancado ou metastatico, comprovado
radiologicamente por meio de tomografia computadorizada ou ressonancia
magnética, que estavam iniciando o tratamento sistémico ou apresentaram
progressao tumoral e que n&o realizaram nenhum procedimento cirurgico
quatro dias antes das coletas.

Apos assinar o termo de consentimento livre e esclarecido, eram
realizadas trés coletas de 8ml de sangue periférico, do inicio do tratamento
sistémico e as outras duas com intervalo de 40 e 80 dias da primeira coleta.
Este periodo entre as coletas foi proposto levando em consideracdo que o
paciente realizaria dois ciclos de quimioterapia e ndo estaria na vigéncia de
droga citotéxica na préxima coleta por no minimo uma semana. Na segunda
e terceira coleta ndo foram considerados o dia e o ciclo de quimioterapia em
que o paciente estava. Os dados clinicos levantados por meio do prontuario

que foram correlacionados com os niveis de CTCs/ml foram: sexo, idade,
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estadiamento tumoral, TNM, nivel sérico de CA 19,9 e grau histoldgico. Os

critérios RECIST foram considerados para determinar progresséo.

3.2 METODOS

As coletas de amostras de sangue (8 mL) foram realizadas em tubo
de EDTA. As amostras foram armazenados em temperatura ambiente por
até quatro horas sob homogeneizagdo e processadas no sistema ISET®
(Rarecells Diagnostics, Paris, Franga), de acordo com as instrugbes do
fabricante.

O ISET permite isolar as CTCs de forma intacta do sangue por meio
de filtragem direta sem o uso de anticorpos. Esta metodologia explora o
tamanho da CTC em comparacdo com os leucdcitos que sdo menores,
utilizando uma membrana de policarbonato com poros cilindricos com oito
micrometros de diametro. Foi considerada CTC a célula que apresentasse
0s seguintes critérios: tamanho nuclear igual ou maior que 16um,
irregularidade do contorno nuclear, presenga de citoplasma visivel, alta
proporgdo nucleo-citoplasma (> 0,8) e marcagdo positiva para CD44
(KHOJA et al. 2012; KREBS et al. 2012).

As imagens obtidas dos resultados desta técnica foram feitas usando
um microscopio de luz (Axioskop 40 -Carl Zeiss, Alemanha) acoplado a uma
camera digital (Sony Cyber- shot DSC- S75).

Embora o ISET seja usado apenas para pesquisa, ele foi submetido a

validagbes técnica (VONA et al. 2004; KREBS et al. 2012) e clinica
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(HOFMAN et al. 2012; MAZZINI et al. 2014), mostrando seu valor
prognéstico em pacientes com estagio inicial e tardio de CPNPC. Nos
também relatamos a sua vantagem, comparando a um teste marcador-
especifico (Miltenyii) e demonstramos que a detecgdo de CTCs pelo ISET
tem potencial para dar evidéncias da progressao de um cancer de pulmao
metastatico antes da progressao tornar-se evidente em exames de imagem
(CHINEN et al. 2013).

O Protocolo de filtracdo do ISET utilizava 8 ml de sangue periférico
que poderia ficar até 4 horas em homogeneizagdo. Cada amostra (4ml de
sangue no tubo de EDTA) era transferida para um tubo falcon e completado
com solugado preparada na hora do uso, tampao e formaldeido (71 ml de
tampéao e 1,6ml de formaldeido, com pH a 7,3) até um volume total de 40 ml
em cada tubo falcon. Esta solugdo era incubada por 10 minutos no
homogeneizador. Durante a homogeneizagao, o ISET era ligado e testado
com PBS na pressdo de — 10. Apds o teste, o bloco com as iniciais do
paciente era encaixado, a amostra era distribuida uniformemente e era
fitrada a uma pressao de -10, logo apds sendo despejado PBS no bloco
para nova filtragem. Apods filtragem, o bloco era retirado do aparelho e a
membrana seca por 10 minutos no escuro. Apds secagem, a membrana era

embrulhada em papel laminado e congelada a -20 °C.
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3.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE GENES DE
RESISTENCIA/SENSIBILIDADE AS DROGAS, TRANSICAO

EPITELIO-MESENQUIMAL E CELULA TRONCO TUMORAL

Foram realizados testes de imunocitoquimica nas CTCs para verificar
a expressao proteica de genes codificadores de resisténcia/sensibilidade as
drogas relacionadas aos tratamentos propostos. As terapias propostas
envolviam as seguintes drogas citotoxicas: irinotecano, oxaliplatina, 5-FU e
gencitabina. Para cada droga citotéxica foi escolhido um marcador (Quadro
1).

A célula em TEM ¢é fator que influéncia na resisténcia as drogas
citotéxicas. Para definir o fendtipo celular, utilizamos trés marcadores
mesenquimais, vimentina, MMP2 e TGFB-R. Para cara anticorpo utilizado

neste estudo, foi determinada uma concentracao especifica (Quadro 1).



Quadro 1 - Anticorpos utilizados, indicagao, concentragao adotada, fabricante e especificagdes

Anticorpo | Indicagao Expressao Diluigao Fabricante Especificagbes
MRP1 Demostra resisténcia por mecanismo 1/100 Sigma Policlonal. Cédigo: HPA002380.
MRP2 Irinotecano | de fluxo da droga citotdxica dentro da 1/100 Sigma-Aldrich | Policlonal. Cadigo: HPA004860
MRP4 célula (WANG et al. 2011). 1/100 Sigma Policlonal. Cédigo: HPA002476
5FU I\/_Igrcgdor de resisténcia a drogas _
Oxaliplatina cititoxicas da platinas (GAZZANIGA Monoclonal, clone: M5I-1. Cédigo:
MRP5 et al. 2010). 1/100 Sigma-Aldrich | M6067
Marca resisténcia a droga citotéxica
Oxaliplatina |[(LORD et al. 2002; CEPPI et al.
ERCC1 2006). 1/100 Sigma-Aldrich | Policlonal. Codigo: SAB4500795
Marca resisténcia a droga citotdxica
(KIM et al. 2009; CALASCIBETTA et Monoclonal, clone 3A1. Cdédigo:
TYMS 5FU al. 2010). 1/230 Sigma-Aldrich | WH0007298M1.
Demonstra sensibilidade ao agente
dCK Gencitabina | citotdxico (GAZZANIGA et al. 2010). 1/500 Sigma-Aldrich | Cédigo: D4695
Marcador de todas as células
leucocitarias (BYDLOWSKI et al.
CD45 Leucécito | 2009) 1/100 Sigma-Aldrich | Policlonal. Cédigo: M7165
Implica na invasdo tumoral e
MMP2 metastase através da dregracdo da
matriz extracelular (PEREIRA et al.
2014) 1/100 Sigma Cédigo: M4065
TEM
TGFB-R TGF-B em tumores avancados pode _ _ o
provoar a EMT (LISZKA 2014) 1/100 Sigma-Aldrich | Cédigo: SAB4502958
Vimentina Encontrado como marcador Dako Monoclonal, clone: V9. Cadigo:
mesenqguimal (XIAO et al. 2015) 1/100 MO0725

42
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Cada membrana do ISET apresenta 10 spots, cada spot foi cortado e
colocado em uma placa de 24-wells. Apds uma série de hidratacdo e banhos
com tampdes especificos e bloqueio da peroxidase enddégena com perdxido
de hidrogénio, o primeiro anticorpo escolhido foi incubado por uma hora.
Depois deste periodo, foi adicionado Dual Long System HRP (Envision ™
Fix Dako) e realizada a coloragdo com DAB (Dako®). Apds a coloragéo, foi
colocado o segundo anticorpo escolhido, incubado por mais uma hora e
adicionados Rabbit/mouse (Link) (Kit Envision ™ sistem/AP) e AP Enzyme
(Enhancer ™). Para a coloracdo do segundo anticorpo, utilizamos Permanet
Red (Dako®). Quando secos, os spots foram colocados nas laminas para
leitura.

Para avaliagao e distingdo das CTCs de gldébulos brancos (leucdcitos)
contaminantes, além de analise citomorfolégica, foi utilizada
imunocitoquimica com dupla marcagao (DAB+/Permanet Red; Dako®) dos
seguintes anticorpos: anti-vimentina (1:1.500; clone V9, Dako®), um
marcador mesenquimal e o anti-CD45 (1:100; clone 2B11+PD7/26, Dako®),

um marcador de superficie de leucdcitos.

Para a contagem de CTC, foram utilizados oito spots filtrados no ISET
(correspondente a 8 ml de sangue), incluindo 4 corados com hematoxilina -
eosina, como descrito por KREBS et al. (2012). Os controles positivos e
negativos foram realizados para cada coloragdo IHC. Para controles, foram
usados sangue do individuo saudavel enriquecido com células de linhagem
sugerida pelo fabricante de cada anticorpo. Os glébulos brancos do individuo

saudavel foram utilizados como controle positivo para CD45. Para a reacao
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negativa, foi utilizado um ponto sem anticorpos. Microémbolos tumorais
circulantes (MEs) foram definidos como grupos ou aglomerados de células
tumorais contendo trés ou mais nucleos distintos e previamente identificados

em pacientes com cancer metastatico (HOFMAN et al. 2012).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas demograficas e clinicas foram apresentadas por
meio de frequéncia absoluta e relativa (caracteristicas qualitativas) ou por
meio da média, mediana e valores minimo e maximo observados
(caracteristicas quantitativas).

Para a andlise estatistica, categorizamos os valores das CTCs
observadas em cada avaliagdo de acordo com a mediana. Tivemos que
avaliar de acordo com a mediana, porque ndo ha ponto de corte seguro
estabelecido para contagem de CTCs para o tumor de pancreas por meio do
método que usamos (ISET).

O teste Qui-Quadrado foi utilizado para associar as caracteristicas
demograficas e clinicas com as CTCs categorizadas (acima ou abaixo da
mediana) em cada momento de avaliagao.

O teste de Kaplan-Meier foi utilizado para obter as estimativas dos
tempos de sobrevida em seis meses e em um ano, bem como a estimativa
do tempo mediano de sobrevida (global e livre de progressao). O teste Log-
Rank foi utilizado para comparar os riscos de &bito/progressao de doencga
entre grupos.

O nivel de significancia adotado foi o de 5% e o software IBM SPSS

versao 17 foi utilizado nas analises.
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4 RESULTADOS

41 PACIENTES

Foram incluidos 21 pacientes com adenocarcinoma de pancreas
localmente avancado ou metastatico, 10 homens (47,6%) e 11 mulheres
(52,4%), com idade mediana de 67 anos (41-84 anos). O estadio IV da
doenca foi observado em 14 pacientes (66,7%) e o grau histoldgico
predominante foi o “moderadamente diferenciado”, encontrado em 8
pacientes (38,1%). O principal sitio de metastase foi o figado (9 pacientes -
42,9%). A estratégia terapéutica mais comum no momento da inclusdo no
estudo foi paliativa (17 pacientes - 81%). Caracteristica basal dos pacientes
pode ser vista nas Tabelas 1 e 2. Houve 1 perda de amostra no baseline, 6
perdas entre o baseline e 1° follow-up e 3 perdas entre o 1° follow-up e 2°

follow-up (Quadro 2).

Quadro 2- Numero de pacientes analisados em cada coleta

Num. de pacientes Perda da
Coleta analisados amostra motivo
Baseline 20 1 falha na analise
12 Follow-up 15 4 6bito
2 abandono
22 Folfow-up 12 2 obito
1 abandono




Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes recrutados

Caracteristica n %
Masculino 10 47,6
Sexo
Feminino 11 52,4
<67 429
Idade

=67 12 57,1
I 14,3
Estadio 1] 4 19,1
v 14 66,7
2 1 4.8
3 6 28,6

Tamanho Tumoral (T)
4 8 38,1
sem dados 6 28,6
0 6 28,6

Comprometimento
1 7 33,3
Linfonodal (N)
sem dados 8 38,1
0 4 19,1
Metastase (M) 1 8 38,1
sem dados 9 42,8
nao avaliado 7 33.3
bem diferenciado 2 9,4
Grau Histoldgico moderadamente

diferenciado 8 38,1
pouco diferenciado 4 19,4
gencitabina 6 28,6
FOLFOX 4 19,0
Terapia Antineoplasica FOLFIRI 3 14,3
FOLFIRINOX 7 33,3
5FU 1 4.8
Adjuvante 1 4,8
Neoadjuvante 1 4,8

Estratégia Terapéutica
Paliativa 17 81,0
Dados néo disponiveis 2 9,4




Tabela 2 - Achados clinicos, proposta de tratamento, numero de CTC, Sobrevida Global e Sobrevida Livre de Progressao

dos pacientes pesquisados

cTel cTC2-1° cTc3-2°
Caso Estadio T N ﬁ;ﬁg:‘:;acg es’f'r‘(‘):';‘:th b?ﬁﬁ‘me Ca19.9 fo(”noll’vn'l‘;p Ca19.9 fo(”noll’vn'l‘;p Ca19.9 SLP SG
8,5ml) 8,5ml) 8,5ml)
co I 3 1 0 MD FOLFIRI 14,96 364,4 37 3913 16 119,2 112 52
Cc16 M FOLFIRINOX 22,48 3.9 2,34 2,34
c19 A 3 0 0 MD FOLFOX 20 7941 0 554.9 8 15,82 15,82
Ca M 4 1 x BD FOLFOX 40 93 6 123 17.73
c11 M 4 1 x BD  FOLFIRINOX 40 8 1232 6,74 17,04
c2 M 3 1 0 FOLFIRI 194.4 109.4 66 65 1482 3,00 14,14
cs T 4 x 0 MD FOLFIRI 20 77 191 191
C20 v MD FOLFOX 22,48 76.8 27 50,2 0 7.73 1,71
C6 v Gencitabina 114 5 5 4786 3,36 1,12
C5 v 4 1 1 PD  FOLFIRINOX 0 5 84 3,42 9,05
C1 v 4 1 PD  FOLFIRINOX 464 >10000 175 3826 36 2762 8,26 8,26
10 v 4 0 x MD Gencitabina 20 >10000 T 7336 8 >10000 3,62 5,59
c17 v 3 0 1 MD _ FOLFIRINOX 168 7933 20 0 2,34 4,08
c12 v MD  FOLFIRINOX 2424 157 3,72 3,72
c7 v 3 1 1 FOLFOX >10000 27 >10000 58 155 3,62
C14 v 4 0 1 Gencitabina 5,04 0 0 148 3,32
c15 v 2 0 1 PD  FOLFIRINOX 180 1118 20 1458 2,53 2,53
c18 v 4 0 1 MD Gencitabina 7,52 1000 2,47 2,47
c13 v Gencitabina 33,28 158 158
Cc21 v FOLFOX 328 112 112
c3 v 3 1 1 PD Gencitabina 17 0,79 0,79

Legenda: BD: Bem diferenciado; PD: Pouco diferenciado; MD: Moderadamente diferenciado
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4.2 CONTAGEM DE CTC

Foram realizadas trés coletas de CTCs com intervalo de 40 dias entre
as coletas. A mediana de CTC detectada pelo sistema ISET no baseline foi
de 22 CTCs/8ml de sangue (0 — 194,4). No primeiro follow-up a mediana foi
de 20 CTCs/8ml de sangue (0 — 175) e, no segundo follow-up, foi encontrada
a mediana de 8 CTCs/8ml de sangue (0 — 84). O valor absoluto de cada

paciente encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Numero de CTCs em 8ml de sangue periférico

Paciente baseline 1°follow-up 2° follow-up
C1 46,4 175 45
C2 1944 66 8,125
C3 17

Cc4 40 93 0,75
C5 0 5 10,5
C6 114 5 0,625
C7 27 7,25
C8 20 77

C9 14,96 37 2
C10 20 11 1
C11 40 8

C12 24,24

C13 33,28

C14 5,04 0 0
C15 180 20

Cc16 22,48

c17 16,8 20 0
Cc18 7,52

C19 20 0 0,94
C20 22,48 27 0

C21 32,8
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4.3 CTC E AS CARACTERISTICAS CLINICAS

As CTCs foram correlacionadas com os achados clinicos de cada
paciente (sexo, idade, tipo histoldgico, nivel sérico de Ca 19.9, estadiamento
tumoral, TNM e grau histoldégica) nas trés coletas. O ponto de corte
escolhido para a correlagdo com os achados clinicos foi a mediana de cada
coleta. Nao houve diferenga estatisticamente significativa, como mostra a

Tabela 4.



Tabela 4 - Correlagao dos achados clinicos com o numero de CTC

baseline
<22,4 (%) > 22,4 (%) total p
Masculino 4 (44) 6 (50) 10
Sexo 0.85
Feminino 5 (56) 6 (50) 11
<67 2 (22) 7 (58) 9
Idade 267 7 (78) 5 (42) 12 0.10
Il 2 (22) 1(8) 3
Estadio 1 1(11) 3(25) 4 0.54
v 6 (67) 8 (67) 14
Ca 19,9 <7935 1(20) 4 (80) 5 0.24
2793,5 4 (66,7) 2(33,3) 6
2 0 (0) 1(17) 1
T 3 4 (44) 2 (33) 6 0.44
4 5 (56) 3 (50) 8
N 0 5 (62) 1(20) 6 0.36
1 3(38) 4 (80) 7
M 0 3(38) 1(25) 4 0.83
1 5 (62) 3(75) 8
ndo avaliado 1(11) 6 (50) 7
Graduagéo bem diferenciado 0(0) 2(17) 2 0.06
Histologica moderadamente diferenciado 6 (67) 2(17) 8
pouco diferenciado 2 (22) 2(17) 4

<1006,5
2 1006,5

1°follow-up
<20 (%) =220(%) total p
2 (33) 4 (44) 6 0.91
4 (67) 5 (56) 9
1(17) 6 (67) 7
5(83) 3(33) 8 0.17
1(17) 1(11) 2
1(17) 3(33) 4 0.77
4 (67) 5 (56) 9
2 (50) 2 (50) 4 0.9
2(66,7) 1(33,3) 3
0(0) 1(12) 1
1(20) 4 (50) 5 0.30
4 (80) 3(38) 7
3 (60) 2(33) 5 0.78
2 (40) 4 (67) 6
1(33) 3 (43) 4 0.67
2 (67) 4 (57) 6
2 (33) 2(22) 4
1
(17) 1(11) 2 0.94
2 (33) 4 (44) 6
1(17) 2(22) 3

<1482
> 1482

2°follow-up
<8 (%) 28 (%) total p
1
(20) 4 (57) 5 0.49
4 (80) 3(43) 7
3 (60) 1(14) 4
2 (40) 6 (86) 8 0.30
0(0) 2(29) 2
1(20) 1(14) 2 0.42
4 (80) 4 (57) 8
1
(50) 1 (50) 2 20,99
1(33,3) 2 (66,7) 3
1
(33) 4 (57) 5 50,99
2 (67) 3 (43) 5
2
(67) 2 (33) 4 0.81
1(33) 4 (67) 5
0(0) 3 (50) 3 0.67
2 (100) 3 (50) 5
2 (40) 2 (29) 4
1
(20) 0(0) 1 0.40
2 (40) 3 (43) 5
0(0) 2 (29) 2

50
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44 CTC E SOBREVIDA GLOBAL E SOBREVIDA DE LIVRE DE

PROGRESSAO

Nao houve diferenca estatisticamente relevante na SG quando relacionada a
mediana do numero de CTCs (Tabela 5, Figura 1). O mesmo aconteceu para a SLP

(Tabela 5, Figura 1).



Sobeerda Global (%)

Sobrevida Livee de Progressdo)

LogRask p = 0 312

Babrend Global (%]

LogRani o= 0 402

Sobeevida Live de Progresadel)

2° follow-up.

LopRank b = 0 434

LogRankp = 0641

Sctrewda Global (%)

Sobvevids Livie o Progressddis

=« § CTCHmi de Sangue

—_— il

LogRask o= 0532
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LogRask p = 0 9045
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Figura 1 - Curva de Sobrevida Global (SG) e Sobrevida Livre de Progressao na mediana de CTC no baseline, 1° follow-up e
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Tabela 5 - Correlacdo da sobrevida global e livre de progressdao com a
mediana de cada coleta de CTC

n SG-1 Media SLP -1 Media
ano (meses) P ano (meses) p
<22 9 9 4,08 9
Baseline 1% 0.31 1% 2,34 0,40
>22 12 33% 3,72 8% 3,09
1° <20 6 33% 10,08 17% 3,52
follow- 0.49 0,64
up 220 9 33% 5.2 1% 2,53
2° <8 5 40% 11,12 20% 3,36
follow- 0.53 0,96
up 28 7 29% 8,26 14% 3,42

4.5 GENES DE RESISTENCIA A DROGA

4.5.1 Analise da Marcagao Positiva para Genes de Resisténcia a Droga
Citotoxica

Na tentativa de determinar se ha resisténcia a droga citotoxica na
CTC, foi realizado um teste de imunocitoquimica para avaliar se haveria
marcagao positiva destes genes nas CTCs. Os anticorpos foram testados
nas CTCs conforme o tratamento proposto ao paciente no momento do
recrutamento.

Para o irinotecano, foram testados os genes MRP1, MRP2 e MRP4.
Entre os 10 pacientes que apresentam como proposta terapéutica o
irinotecano, apenas em 6 havia material suficiente para o teste € nenhum
apresentou marcacéao positiva para estes genes.

No caso da oxaliplatina, foram testados os genes MRP5 e ERCC1. O
MRP5 foi testado em 14 pacientes, em dois houve marcagao positiva. Ja o
ERCCH1, foi testado em 8 pacientes e em dois houve marcacgao positiva. Nao

houve equidade entre os pacientes que apresentaram marcacao positiva.
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Para testar resisténcia ao 5-FU, os genes MRP5 e o TYMS foram
testados. O MRP5 foi testado em 15 pacientes, em dois houve marcacao
positiva. Dos 14 pacientes testados, para TYMS, trés apresentaram
marcagao positiva. Como mostrado na oxaliplatina, ndo houve paridade
entre os pacientes que apresentaram marcacgao positiva.

Para verificar sensibilidade a Gencitabina, que ¢é o principal
quimioterapico utilizado em adenocarcinoma de pancreas, testamos o
anticorpo dCK. Nos 13 pacientes testados para dCK, seis apresentaram
marcagao positiva.

Quando comparadas as SLP e SG dos pacientes que apresentaram
marcagao positiva para o gene de sensibilidade a droga versus que néao
apresentaram, nado houve diferenga estatisticamente relevante (Tabela 6,

Figura 2).

Tabela 6 - Anadlise da expressao de resisténcia/sensibilidade a droga
citotoxica da CTC na SLP e SG

Marcagao (num. de
pacientes)
Anticorpo positiva negativa SLP (valor p) SG (valor p)
MRP5 2 13 0.17 0.24
ERCCA1 2 6 0.53 0.88
TYMS 3 13 0.31 0,79
dCK 6 7 0.66 0.40
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Figura 2 - Curva de Sobrevida Global (SG) e Sobrevida Livre de Progressao

(SLP) da marcacéo de resisténcia/sensibilidade a droga citotoxica nas CTCs.

4.5.2 Analise Individual dos Pacientes que apresentaram Marcagao
Positiva para Genes de Resisténcia a Droga Citotéxica

Entre os 21 pacientes desta coorte, apenas 8 apresentaram, no
minimo, uma marcagdo positiva para anticorpos de genes de
resisténcia/sensibilidade a droga citotdxica. Segue analise individual destes

pacientes.
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Estadio lll, sem metastase ao diagndstico, havia realizado tratamento

cirurgico e sistémico (5FU/ gencitabina/ FOLFOX), apds nova progressao, foi

recrutado para a pesquisa e proposto o protocolo quimioterapico FOLFIRI.

Na analise imunocitoquimica, apresentou marcacido positiva para

resisténcia ao 5FU e sensibilidade a gencitabina. Paciente progrediu

rapidamente com o tratamento FOLFIRI (3,1 meses), apresentou um maior

tempo livre de progressao com o GEMOX (5,7 meses) que € composto pela

gencitabina (marcagao positiva para sensibilidade na CTC) e a oxaliplatina.

Mas, mesmo apresentando resisténcia ao 5FU, demorou quase o mesmo

tempo para progredir com a capecitabina (5,4 meses).

Tabela 7 - Analise individual entre a coleta de CTC, tratamento proposto e
progressao tumoral (paciente C2)

Gene com

n° de marcagao
data tratamento progressao coleta CTC positiva
16-jan-13 FOLFIRI baseline 194  dCK; TYMS
4-mar-13 1° follow-up 66
20-abr-13 GEMOX peritonio+local+marcador
15-mai-13 2° follow-up 65
9-out-13  capecitabina clinico+imagem

22-mar-14

Morte
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B Paciente C3

Estadio IV, com metastase em figado, mostrou sensibilidade ao
agente citotdxico gencitabina na CTC. No dia que iria iniciar o tratamento
sistémico, apresentava quadro de diarreia, desidratacao e tromboembolismo
pulmonar. Faleceu 55 dias apds o diagndstico sem iniciar o quimioterapico

proposto.

Tabela 8 - Analise individual entre a coleta de CTC, tratamento proposto e
progressao tumoral (paciente C3)

Gene com
data tratamento progressao coleta n°de CTC marcacgao positiva
16-jan-13 gencitabina baseline 17 dCK

9-fev-13 morte

Cc Paciente C4

Este paciente havia realizado gencitabina por quatro meses,
apresentando a doencga estavel, ficou em seguimento por 21 meses. Em
PET-CT foi diagnosticado recidiva da doenga, sendo proposto o protocolo
FOLFOX (oxaliplatina + 5FU). Na analise de resisténcia a droga citotéxica,
apresentou sensibilidade a gencitabina e resisténcia aos derivados de
platina.

Apo6s a recidiva da doenga, mesmo apresentando resisténcia a
derivados de platina, o protocolo quimioterapico FOLFOX possibilitou maior
tempo sem progressao (12,3 meses), comparados com as outras propostas
terapéuticas [gencitabina com radioterapia (4,9 meses) e FOLFIRI (0,46

meses)].
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Tabela 9 - Analise individual entre a coleta de CTC, tratamento proposto e
progressao tumoral (paciente C4)

Gene com
marcacao
data tratamento progressao Coleta n°de CTC positiva
Gencitabina/seguimento

30-out-12 FOLFOX baseline 40 dCK; MRP5

10-jan-13 1° follow-up 93

25-fev-13 2° follow-up 6

8-nov-13 Gencitabina e RTX periténio

8-abr-14 FOLFIRI Clinica

22-abr-14 Morte

D Paciente C6

Estadio IV, proposto tratamento paliativo com gencitabina. Na analise
de resisténcia apresentou resisténcia aos derivados de platina. Mesmo
apresentando este perfil de resisténcia, o protocolo quimioterapico FOLFOX
possibilitou maior tempo sem progressao (5,5 meses), comparado com a

gencitabina (3,4 meses).

Tabela 10 - Analise individual entre a coleta de CTC, tratamento proposto e
progressao tumoral (paciente C6)

Gene com
marcagao
data tratamento progressao coleta n°de CTC positiva
5-fev-13 Gencitabina baseline 114 MRP5
11-mar-13 1° follow-up 5
18-abr-13 2° follow-up 5
18-mai-13 FOLFOX Peritonio

31-out-13 sem tratamento clinico + imagem
9-jan-14 Morte
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E Paciente C7

Estadio IV, com metastase hepatica, proposto protocolo
quimioterapico FOLFOX. Na analise de imunocitoquimica, apresentou
sensibilidade a gencitabina e resisténcia ao 5-FU. Durante o curso da
doencga, apresentou um discreto aumento no tempo sem progressédo com
gencitabina (2,07 meses), comparado com tratamento composto por 5-FU

(1,5 meses).

Tabela 11 - Analise individual entre a coleta de CTC, tratamento proposto e
progressao tumoral (paciente C7)

Gene com marcagao

data tratamento progressao coleta n°de CTC positiva
22-mar-13 FOLFOX baseline - dCK; TYMS
2-mai-13 1° follow-up 27
8-mai-13  Gencitabina linfonodal
7-jun-13 2° follow-up 58
10-jul-13 morte

F Paciente C8

Estadio Ill, proposto inicialmente gencitabina, apds progressao
tumoral, paciente foi recrutado e iniciou nova linha de tratamento com o
protocolo FOLFIRI. Mesmo demonstrando sensibilidade a gencitabina nas
CTCs, o uso deste quimioterapico nao impediu uma progressao rapida (2,5
meses). Na analise imunocitoquimica nao foi demonstrada marcagéao
positiva para resisténcia ao 5-FU e/ou irinotecano, porém houve progressao
mais rapida (1,9 meses), comparado com a gencitabina, que apresentava

marcadores de sensibilidade na CTC.
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Tabela 12 - Analise individual entre a coleta de CTC, tratamento proposto e
progressao tumoral (paciente C8)

Gene com
data tratamento progressao coleta n°de CTC marcagao positiva
Gencitabina
8-nov-12 FOLFIRI baseline 20 dCK
3-jan-13 1° follow-up 77
5-jan-13 morte

G Paciente C10

Esta paciente apresentava lesdo localmente avancada, com suspeita
de metastase peritoneal. Foi escolhido como tratamento sistémico a
gencitabina.

Quando iniciou o tratamento sistémico, apresentava 20 CTCs/ 8ml
sangue e > 10.000U/ml de Ca 19,9, na analise de imunocitoquimica,
apresentou marcadores de resisténcia para derivados de platina e 5-FU e
sensibilidade a gencitabina na CTC. No primeiro follow-up, apresentava 11
CTCs/8ml e 7.337 U/ml de CA19,9 em sangue periférico. Mostrou melhora
no nivel sérico com beneficio sintomatico, seguiu no tratamento
quimioterapico. No segundo follow-up, apresentou 8 CTCs/8ml de sangue e
> 10.000 U/ml de CA 19,9. Apds 47 dias do segundo follow-up, a paciente
apresentou progressao diagndstica em periténio, pulméo e pancreas, devido

as condigdes clinicas, o tratamento sistémico foi suspenso.
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Tabela 13 - Analise individual entre a coleta de CTC, tratamento proposto e
progressao tumoral (paciente C10).

Gene com
n° de marcacao
data tratamento progressao coleta CTC positiva
27-mar-13 Gencitabina baseline 20 TYMS, dCK
2-mai-13 1° follow-up 11
7-jun-13 2° follow-up 8
15-jul-13 Sem tratamento  periténio + pulmao
13-set-13 Morte

H Paciente C21
Estadio IV, com metastase hepatica, proposto tratamento com
FOLFOX. Na analise imunocitoquimica na CTC apresentou resisténcia aos

derivados de platina, apresentando progressao 1,1 meses apds o inicio do

tratamento sistémico.

Tabela 14 - Analise individual entre a coleta de CTC, tratamento proposto e
progressao tumoral (paciente C21)

Gene com marcagao
data tratamento  progressdo  coleta n°de CTC positiva
25-out-13 FOLFOX baseline 33 ERCCA1
28-nov-13 morte
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4.6 TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMA

Para definir o fendtipo mesenquimal nas CTCs, utilizamos trés
marcadores: Vimentina, MMP2 e TGFB-R. Dos 16 pacientes testados para
TGFB-R, 4 apresentaram marcacao positiva. Ao testar MMP2 em 13
pacientes, 6 apresentaram marcagao positiva. Trés pacientes apresentaram
marcacao positiva em ambos marcadores. Ja para vimentina, dos 11
pacientes testados, nenhum apresentou positividade nas CTCs.

Nao houve diferenca estatisticamente relevante na SLP entre os
pacientes que apresentaram marcagao positiva para TGFB-R em
comparagao aos que ndo apresentaram marcagao positiva (1,73 meses vs.
1,36 meses; p= 0.83). O mesmo serve para a SG (6,95 vs. 6,53 meses; p =
0.89), ndo apresentando diferenga estatisticamente relevante.

Apesar de ndo apresentar diferenca estatisticamente relevante, os
pacientes que apresentaram fendtipo mesenquimal pela marcacido positiva
de MMP2, progrediram mais rapido (media: 2,84 meses) em comparagao
aos pacientes sem essa marcacéo (media: 4,86 meses; p = 0.22) (Tabela
15, Figura 4).

Na SG, ndo houve diferenga estatisticamente relevante (p = 0.99)
quando comparados os pacientes que apresentaram marcagao positiva
(5,82 meses), com os que nao apresentaram (6,39 meses) para MMP2.

Levando em consideracdo os dois marcadores, os pacientes que
apresentaram fenétipo mesenquimal, por marcagao positiva no minimo em

um dos marcadores (MMP2 e/ou TGFB-R) na CTC, apesar de nao haver
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diferenca estatisticamente relevante (p= 0.14), progrediram mais rapido do
que o0s pacientes que nao apresentaram marcacdo positiva para os
marcadores mesenquimais (média: 2,84 vs. 5,43 meses) (Tabela 15, Figura
3).

Na SG, os pacientes que apresentaram o fenétipo mesenquimal com
marcagao positiva em no minimo um dos marcadores (MMP2 e/ou TGFB-R)
na CTC, apresentaram uma sobrevida média menor, comparada com 0s
pacientes que nao apresentaram marcacgao positiva (5,82 vs.7,45 meses; p =

0.65).

Tabela 15 - SLP dos pacientes que apresentaram marcacao positiva para
marcadores de TEM

. = Media
Anticorpo Marcagido na CTC N (meses) p
negativa 7 4,86 0.22
MMP2 -
positiva 6 2,84
MMP2 e/ou negativa 10 5,43 0.14

TGFB-R positiva 6 2,84
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marcadores de TEM.



66

47 COMPARAGAO DO NUMERO DE CTC COM OS ACHADOS

DE IMAGEM

A dindmica do numero de CTC com os achados de imagem foram
comparados para avaliar seu potencial de avaliar a progressao diagndstica.

Entre 21 pacientes, apenas em 15 foi possivel realizar esta analise,
isso porque o paciente deveria ter no minimo duas coletas de CTC para
possibilitar esta correlagédo. Na Figura 4, todos os pacientes tiveram uma
queda da CTC e depois a PD, porém, o tempo da progressao poés 2° follow-
up variou de 8 dias a 9 meses.

Entre os pacientes que apresentaram progressao entre 1° follow-up e
2° follow-up, quatro apresentaram diminuicdo do numero de CTCs e trés
apresentaram aumento. Nao houve um padrdao da cinética do numero de
CTCs quando comparada com a PD diagnosticada pelos exames

radiologicos.
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Figura 4 - Progressao diagnostica (PD) apés 2° follow-up e entre o 1° follow-

up e 2° follow-up.
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4.8 NUMERO DE CTC E A QUIMIOTERAPIA

Na tentativa de responder o objetivo onde o numero de CTC
simbolizaria a efetividade do protocolo quimioterapico, subclassificamos os
pacientes em dois grupos, levando em consideracdo a mediana de cada
coleta. Os pacientes que mantiveram o numero de CTCs abaixo da mediana
nas duas coletas analisadas ou que estavam acima da mediana e na
proxima coleta ficaram abaixo da mediana foram classificados como
favoraveis, ja os pacientes que mantiveram o numero de CTCs acima da
mediana nas duas coletas analisadas ou que estavam abaixo da mediana e
aumentaram acima da mediana foram classificados como desfavoraveis.
Esta analise foi realizada entre as trés coletas. Ndo houve diferenca
estatisticamente relevante comparando os favoraveis e desfavoraveis como

mostra a Tabela 16.

Tabela 16 - SLP e SG nos pacientes favoraveis ou nao favoraveis apos
tratamento quimioterapico

Amostras analisadas numero de pacientes SLP (valorde p) SG (valor de p)

baseline e 1° follow-up
favoraveis 5 0.10 0.08
desfavoraveis 9

1°follow-up e 2° follow-up
favoraveis 8 0.98 0.41
desfavoraveis 4

baseline e 2° follow-up
favoraveis 7 0.95 0.52
desfavoraveis 5
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5 DISCUSSAO

A relevancia da CTC no adenocarcinoma de pancreas € controversa.
Este estudo objetivou determinar a importdncia da CTC na
resisténcia/sensibilidade a droga citotdxica, como biomarcador especifico e o
impacto na SLP e SG.

Na busca de identificar um grupo de pacientes com cancer
pancreatico que pudesse beneficiar-se com o estudo das CTCs,
correlacionamos a mediana da contagem de CTCs em cada coleta com o
sexo, idade, tipo histolégico, nivel sérico de CA19,9, estadiamento tumoral,
TNM e grau histoldgico.

Nés utilizamos a mediana de contagem de CTCs para as correlagdes
porque na literatura, ndo ha limiar seguro para cancer de pancreas utilizando
a plataforma de deteccéo ISET. Contudo, o CellSearch System conseguiu
estabelecer um ponto de corte para diversos tumores como, mama, prostata,
CPNPC, colorretal e pancreas (Mama, prostata e CPNPC: < 5 CTC/7,5ml de
sangue; Colorretal: < 3 CTC/7,5ml de sangue; Pancreas: = 1 CTC/7,5ml de
sangue) (CRISTOFANILLI et al. 2004; COHEN et al. 2008; DE BONO et al.
2008; KURIHARA et al. 2008; KREBS et al. 2011; BIDARD et al. 2013; HAN
et al. 2014).

O CellSearch System utiliza antigenos epiteliais como as
citoqueratinas e EpCam, classificando as células encontradas como CTCs

quando a marcagao € positiva para antigenos epiteliais e negativo para
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antigeno leucocitario (CD45). Porém, esse tipo de plataforma pode
desconsiderar uma subpopulacdo de CTC que esta na TEM, onde ha uma
diminuicao da expressao dos marcadores epiteliais. Outras técnicas como a
RT-PCR apresentam alta sensibilidade, porém baixa especificidade, levando
a uma alta taxa de falsos-positivos (MEGO et al. 2010; KREBS et al. 2012,
2014; MA et al. 2014).

A escolha por correlacionar os achados clinicos com a mediana de
cada coleta, e ndo com o limiar ja estabelecido por CellSearch System, foi
realizada levando em consideragdo a grande diferenga entre o numero de
CTCs detectadas por estas duas plataformas, ja que o sistema ISET é
independente de marcador, isolando as CTCs por filtragem e classificando-
as pelo tamanho e morfologia celulares, captando maior numero de CTCs e
MEs (KHOJA et al. 2012).

KREBS et al. (2012) compararam a detec¢do do numero de CTCs
entre a plataforma ISET e CellSearch System em pacientes com CPNPC. O
sistema ISET captou a presenca de MEs em 38% dos pacientes testados,
além de uma maior quantidade de CTC e em maior numero de pacientes
(media: 71 CTCs/7,5ml de sangue (0 - 1045); 80% dos pacientes)
comparado com CellSearch System [média: 4 CTCs/7,5ml de sangue (0 -
78); 23% dos pacientes].

Em estudo com cancer de pancreas, KHOJA et al. (2012)
compararam as platarfomas ISET e CellSearch System e e encontraram
resultados muito parecidos com KREBS et al. (2012). A média de CTCs

detectadas pelo ISET foi de 26 CTC/7,5ml de sangue, ja o CellSearch
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detectou 9 CTC/7,5 ml de sangue, mostrando diferenca estatisticamente
relevante entre as duas plataformas (p = 0.000002).

Neste presente estudo, as medianas de cada coleta assemelham-se
com os dados encontrados por KHOJA et al. (2012) e KREBS et al. (2012).
Apresentando 22 CTCs/7,5ml de sangue periférico na primeira coleta, 20
CTCs/7,5ml na segunda e 8 CTCs/7,5ml na terceira.

BIDARD et al. (2013) correlacionam a contagem CTC, utilizando
CellSearch System, com diversas caracteristicas clinicas de pacientes com
adenocarcinoma de pancreas. Os pacientes com = 1 CTC/7,5ml de sangue
apresentam pior diferenciacdo tumoral (pouco diferenciado ou
indiferenciado; p = 0.04) e progrediam mais rapido (p = 0.03). Em relagao a
SG houve pior sobrevida na presenca de = 1 CTC/7,5ml e Hb < 1109/l (p =
0.003) ou fosfatase alcalina maior que o limite do valor normal (p = 0.03).
Entretanto, ndo houve correlacdo positiva entre o numero de CTCs com os
achados clinicos em outros estudos (KURIHARA et al. 2008; HAN et al.
2014).

A analise de CTC em cancer de pancreas foi vista como um potencial
biomarcador especifico para diagndstico precoce da neoplasia e para
verificar a resposta clinica ao tratamento, ja que a bidpsia pode ser
contraindicada devido os seus riscos e a atuacao limitada dos marcadores
tumorais, como CA 19.9 (MUDAN et al. 2010; TIENSVOLL et al. 2014).

O CA 199 é uma (glicoproteina anémala produzida pela célula
neoplasica quando sintetiza a estrutura sialilada sialil-Lewis. Atualmente, o

CA 19.9 tem sido utilizado como o principal marcador tumoral sanguineo
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capaz de auxiliar no diagnostico, monitoramento da resposta clinica e
predicdo de sobrevida no cancer pancreatico com sensibilidade de 80% e
especificidade de 82% (KO et al. 2005; CEN et al. 2012).

KO et al. (2005) estudaram o nivel sérico de CA 19.9 e sua correlagao
com sobrevida em pacientes com cancer pancreatico por meio de estudo
retrospectivo. Os pacientes que apresentavam grande declinio no nivel
sérico de CA 19.9 durante o tratamento (>75%) sobreviviam mais (mediana:
12 vs. 6.02 meses) e apresentavam um maior tempo para a falha do
tratamento (TFT) (mediana: 6 vs. 3.36 meses), comparado aos pacientes
com menor declinio (0 — 25%) (ambos com p < 0.001). Houve significante
correlagdo da porcentagem do CA 19.9 com a SG (p = 0.004) e TFT (p =
0.007).

Outros trabalhos reforcaram o achado de KO et al. (2005). KHOJA et
al. (2012) demonstraram que o percentual de CA 19.9 tem valor prognéstico
na SLP (p = 0.0003) e SG (p = 0.01). STOCKEN et al. (2014) evidenciaram
que o nivel sérico de CA 19.9 é fator progndstico independente na SG (p <
0.001). Porém, o CA 19.9 ndo é especifico para cancer de pancreas,
podendo ser encontrado em outras neoplasias gastricas, neoplasias
benignas ou doengas pancreaticas, como a cirrose e a pancreatite cronica.
Aproximadamente 10% de individuos com céancer de pancreas sao
incapazes de produzir essa glicoproteina. Estes fatores tornam o impacto do
nivel sérico do CA 19.9 controverso (REN et al. 2011; CEN et al. 2012;

KHOJA et al. 2012; BIDARD et al. 2013).
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As CTCs parecem ser biomarcadores para o cancer de pancreas. Nas
coortes de pacientes onde a CTC foi analisada, nenhum dos individuos
saudaveis apresentou CTC, mostrando sua especificidade. Além disso, o
isolamento destas células permite a analise protedmica, genética e
molecular das células tumorais (KURIHARA et al. 2008; CEN et al. 2012;
REN et al. 2013).

KURIHARA et al. (2008) analisaram a contagem de CTCs em 26
pacientes com cancer pancreatico metastatico pelo CellSearch System e
correlacionaram com diversos achados clinicos. Nao foi possivel observar
diferenca estatistica no tamanho tumoral, invasdo arterial ou venosa
esplénica, veia porta, artéria mesentérica superior ou invasao vascular. Os
pacientes com = 1 CTC/7,5ml de sangue apresentavam maior nivel sérico de
CA 19.9 em comparacao aos negativos para CTC (15 496 + 22 572 U/ml vs.
1452 + 3800 U/ml; p < 0.05), demonstrando correlagéo entre o numero de
CTC e nivel sérico de CA 19.9. Outros estudos tentaram reproduzir essa
correlagao sem sucesso (KHOJA et al. 2012; BIDARD et al. 2013).

No presente estudo ndo foi possivel verificar correlagéo
estatisticamente relevante com os achados clinicos dos pacientes. A
principal hipétese para a nao relevancia foi a heterogeneidade da populagéo
estudada, tanto no recrutamento, como na terapia de escolha. Dos 21
pacientes recrutados, 13 n&o haviam recebido tratamento prévio ao
recrutamento. Além disto, durante o tratamento, diversos protocolos
quimioterapicos foram utilizados. No momento do recrutamento, 6 pacientes

utilizaram a gencitabina (28%), trés FOLFIRI (14%), 4 FOLFOX (19%), 7
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FOLFIRINOX (33%) e um realizou 5-FU (4%). Outro fator foi a falta dos
dados de prontuario, como por exemplo, no caso do CA 19.9. Dos 21
pacientes, em apenas 12 (57%) foi possivel correlacionar o nivel sérico de
CA 19,9 com o numero de CTC na primeira coleta, influenciando a analise
dos obtidos.

Na sobrevida livre de progressao e sobrevida global, diversos estudos
ja demonstraram a relevancia do numero de CTCs, utilizando o CellSearch
System para tumores metastaticos como mama, préstata, pulmao e
colorretal (MAESTRO et al. 2009; LIBERKO et al. 2013; KREBS et al. 2014,
LOWES e ALLAN 2014; MA et al. 2014; TORPHY et al. 2014).

No cancer de pancreas, em 2008, KURIHARA et al. pesquisaram
CTCs em pacientes com cancer de pancreas metastatico (n = 26), com
pancreatite cronica (n = 11) e individuos saudaveis (n = 10). Nao houve
deteccao de CTCs nos pacientes portadores de pancreatite crbnica e nos
individuos saudaveis. Em 11 pacientes portadores de cancer de pancreas
(42%) foi possivel detectar ao menos 1 CTC/7,5 ml de sangue. Os pacientes
que apresentavam CTC na amostra coletada tiveram uma menor SG,
comparados com os que nao apresentaram CTC (p < 0,001). A mesma
diferenca estatistica relevante para SG foi encontrada quando foram
comparados os pacientes em estagio |V da doenga que apresentavam ou
nao CTC (p <0,01).

Em estudo com 23 pacientes, KHOJA et al. (2012) ndo conseguiram
demonstrar diferenga estaticamente relevante na SLP (p = 0.13) e SG (p =

0.26) utilizando um ponto de corte = 1CTC/7,5 ml de sangue. Contudo,
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BIDARD et al. (2013) provaram que os pacientes que apresentavam CTC na
corrente sanguinea (= 1 CTC/7,5 ml de sangue) tinham SG menor (p = 0.01),
comparados com os pacientes que nao apresentavam CTCs na correte
sanguinea. Nesse estudo, poucos pacientes apresentaram uma ou mais
CTCs na corrente sanguinea no baseline (5%) e no 1° follow-up (9%),
possivelmente pelo método de coleta dependente de EpCam e
citoqueratinas (CellSearch System). Mas, para BIDARD et al. (2013) e sua
equipe, o fato do sistema de coleta da CTC né&o ser sensivel para as células
emTEM, né&o influenciou em mostrar que a CTC tem impacto na SG. Em
uma metanalise, HAN et al. (2014) mostraram que os pacientes que tinham
CTC na amostra coletada, apresentavam uma menor SLP (p = 0.001) e SG
(p < 0.001), comparados aos pacientes que nao apresentavam. Os
resultados se mantiveram para SLP, mesmo dividindo a amostra pelo
método detecgao da CTC, CellSearch System (p < 0,001) e RT-PCR (p =
0,032). Segundo o autor, esses resultados indicam que o progndstico do
paciente com cancer de pancreas esta associado a presenca de CTC.
Apesar desses resultados, limitagdes como o pequeno numero de estudos e
de pacientes, diferentes métodos de detecgao e tratamento podem acarretar
resultados controversos. Devido a essas limitagdes, o resultado estatistico
nao é robusto, ndo podendo estimar o papel prognéstico da CTC no cancer
de pancreas.

No presente trabalho, ndo houve correlacido estatisticamente
relevante do numero de CTCs comparado com a SLP e SG, diferentemente

do que foi encontrado em outros relatos (KURIHARA et al. 2008; KHOJA et
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al. 2012; HAN et al. 2014), embora a técnica por nés utilizada seja bastante
sensivel e especifica, como demonstrado por outros trabalhos do nosso
grupo (CHINEN et al. 2014) e por outros grupos (VONA et al. 2004; KHOJA
et al. 2012; KREBS et al. 2012).

Metodologias atuais como imagem radioldgica, histéria, exame fisico
e testes sorolégicos, sado utilizadas para ajudar a definir o tratamento.
Porém, ndo permitem uma avaliagao precisa e precoce do beneficio clinico
do tratamento, principalmente em pacientes com doenca ndao mensuravel.
Esta avaliacao tardia pode acarretar em tratamento com terapia ineficaz por
uso prolongado ou interrupcéo precipitada de terapia eficaz (HAYES et al.
2006).

As lesbes pancreaticas sio dificeis de serem biopsiadas e sao
consideradas, muitas vezes, inseguras e impraticaveis. As CTCs,
consideradas “bidpsias liquidas” poderiam auxiliar no diagndstico, predigao
de resposta ao tratamento, além da resposta tumoral nos tumores
pancreaticos (ZHOU et al. 2011; CEN et al. 2012; KHOJA et al. 2012).
MUDAN et al. (2010), utilizaram a captagdo de CTCs para descartar as
hipéteses geradas por meio de uma tomografia computadorizada. Os
possiveis diagnosticos para uma massa encontrada na cauda do pancreas
era de lesdo cistica, lesdo decorrente da pancreatite alcodlica ou
adenocarcinoma. Utilizando o CellSearch System foi identificado 4
CTCs/7,5ml de sangue periférico, confirmando a hipotese de
adenocarcinoma, que foi posteriormente confirmada por uma bidpsia

laparoscopica.



76

Neste presente estudo, foi testado se a cinética do numero de CTCs
poderia ser usada para indicar o aparecimento de progressao tumoral.
Porém, essa hipbétese ndo foi confirmada. Para avaliar essa variavel,
realizamos trés coletas de CTCs com intervalo de 40 dias entre elas. Dos 21
pacientes recrutados, em 15 (71%) foi possivel avaliar as CTCs em dois
momentos e em apenas 11 (52%) foi possivel avaliar as CTCs nos trés
momentos, impactando negativamente no resultado do estudo. As causas
para a diminuicdo de pacientes entre as coletas era obito ou abandono da
pesquisa.

Outra possivel funcionalidade da CTC, além de auxilio no diagndéstico,
como marcador e no entendimento da dindmica tumoral, é verificar a
resposta ao tratamento proposto, de forma simples, pouco invasiva e que
poderia monitorizar a resposta do tumor em tempo real (MEGO et al. 2010;
KREBS et al. 2014; MA et al. 2014).

No cancer de pancreas, REN et al. (2011) estudaram o numero de
CTCs apos exposicdo ao 5-FU. Dentre 41 pacientes recrutados, em 33
(80,5%) foi possivel detectar CTCs, pelo método MACS Miltenyi, antes do
inicio do tratamento. Apds o primeiro ciclo de quimioterapia com 5-FU,
apenas 12 (29,3%) apresentavam CTC na corrente sanguinea, com média
de 3.8 £ 6.8/7,5ml de sangue periférico. Houve correlagdo estatisticamente
relevante com o limiar 2 2 CTCs/7.5 ml de sangue periférico comparados
com tamanho tumoral (p = 0.054) e acometimento linfonodal (p = 0.007).

Ndo ha na literatura estudos comparando diversos momentos de

contagem de CTCs em pacientes com cancer de pancreas. Possivelmente,



77

pela dificuldade de acompanhar estes pacientes por periodos prolongados
de tempo, devido a rapida progressao tumoral e curta SG. Neste estudo,
para verificar o impacto da terapia antineoplasica com o numero de CTCs,
classificamos os pacientes em dois grupos, os favoraveis (pacientes que
apresentaram contagem de CTCs abaixo da mediana ou diminuicdo da
coleta anterior para a coleta posterior) e os desfavoraveis (pacientes que se
mantiveram acima da mediana ou aumentaram o numero de CTCs da coleta
anterior para a coleta posterior). Nos trés momentos analisados, nao foi
possivel encontrar diferenca estatisticamente relevante na SLP e SG,
quando comparamos as coletas de baseline e 1° follow-up (SLP: p = 0.10;
SG: p = 0.84) 1° follow-up e 2° follow-up (SLP: p = 0.98; SG: p =0.41) e
baseline e 2° follow-up (SLP: p = 0.95; SG: p = 0.52) entre o grupo
favoraveis e desfavoraveis. A falta de poder estatistico pode ser devido ao
fato dos pacientes estarem em diversas linhas de tratamentos e protocolos
quimioterapicos e a perda de pacientes entre as coletas propostas. Dos 21
pacientes, antes da segunda coleta, 6 sairam da pesquisa (4 6bitos e 2
abandonos, cerca de 29%) e antes da terceira coleta, ao todo, 9 pacientes
(43%) ndo estavam mais na pesquisa (6 faleceram e trés abandonaram a
pesquisa).

A quimioterapia € uma das estratégias terapéuticas mais importantes
no tratamento do cancer, porém, sua efetividade é limitada pela resisténcia
ao agente citotoxico. Esta resisténcia leva a uma falha no tratamento,

permitindo que um grupo de células tumorais sobreviva na corrente
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sanguinea e na medula éssea, permitindo assim a sua disseminacéo e,
consequentemente, a metastase (WANG et al. 2011; HOLOHAN et al. 2013).

Em nosso trabalho nao foi possivel correlacionar a presenca de
marcagao positiva para genes e/ou proteinas que determinam resisténcia a
droga citotéxica com uma diminui¢do da sobrevida livre de progresséo e
sobrevida global. Os pacientes que apresentaram sensibilidade a
gencitabina por meio de marcagao positiva de dCK, também nao obtiveram
melhores taxas de sobrevida. Tentamos reproduzir achados de outros
tumores para o cancer de pancreas, mas nao conseguimos. As possiveis
causas estdo na heterogeneidade tumoral do adenocarcinoma pancreatico e
seus diversos mecanismos de resisténcia as drogas citotéxicas intrinsecos e
adquiridos, mostrando que nao existe um Unico mecanismo responsavel pela
resisténcia. Outra possibilidade esta no recrutamento dos pacientes que foi
feito em diversos momentos do tratamento (antes do tratamento sistémico
ou em troca de linha terapéutica por PD), levando a heterogeneidade da
populacéo estudada.

No cancer de pancreas, um diferencial encontrado em seu
microambiente € a grande reagado desmoplasica, tornando o tumor mais
denso e hipovascularizado, promovendo uma pior entrega dos agentes
citotoxicos. No cancer pancreatico, as células estreladas do pancreas,
adquirem fendtipo miofibroblasto, originando a produgdo de citoqueratinas,
componentes da matriz extracelular e intensa reagdao desmoplasica,
ocasionando microambiente altamente fibroso, hipéxia tumoral e menor

efeitos das drogas citotoxicas (gencitabina). O microambiente tumoral no
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cancer de pancreas parece ser por si s6 um mecanismo de resisténcia a
droga citotoxica (WANG et al. 2011; SCHOBER et al. 2014).

Na TEM, o fendétipo mesenquimal promove a invasao e migragao,
contribuindo nos estagios iniciais da metastase, além de ser um importante
mecanismo de resisténcia a droga citotoxica. O fendtipo epitelial também
tem a sua relevancia, principalmente nos estagios avangados de colonizagao
e progressao tumoral, permitindo a aderéncia ao tecido que ocorrera a
metastase (MEGO et al. 2010; CEN et al. 2012).

Neste presente estudo, utilizamos a vimentina, MMP2 e TGFB-R para
identificar fendtipo mesenquimal nas CTCs. Apesar dos dados nao
apresentarem relevancia estatistica, os pacientes que expressaram
marcadores de TEM (MMP2 e/ou TGFB-R) progrediram mais rapido (média:
2,84 vs. 5,43 meses; p = 0.14) e sobreviveram menos (média: 5,82 vs. 7,45
meses; p = 0.65) comparado aos pacientes que nao apresentavam fendétipo
mesenquimal. A vimentina € um marcador mesenquimal muito utilizado para
definir a TEM em diversos estudos. No nosso estudo, a vimentina n&o foi
identificada em nenhuma das amostras testadas, demonstrando a
heterogeneidade das CTCs. Acreditamos que o numero da amostra foi o
principal responsavel pela falta de relevancia estatistica da TEM nas SLP e

SG.
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CONCLUSOES

Nesta amostra, identificamos que a contagem de CTC ndo se mostrou
relevante na analise de SLP e SG comparado com as caracteristicas
clinicas da populacdo estudada e resposta ao tratamento do cancer
de pancreas;

Identificamos que nao houve padrdo na cinética da CTC entre as
coletas e a imagem radioldgica;

Na analise de expresséo de transportadores e genes de resisténcia a
droga citotéxica demonstramos que nao houve diferenca na SLP ou
SG entre os grupos de pacientes que apresentavam marcacao de
resisténcia comparados aos que nao apresentavam. Mas pode ser
que a analise de marcador nas CTCs seja util, como observamos
pelas curvas separadas de SLP e SG para expressao de MMP2 E

TGFB-R.
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Anexo 1 - Carta de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

Sa@o Paulo. 27 de novembro de 2013.

A
Bra. Ludmilla Thomé Domingos Chinen.

Aluno: José Luiz Gasparini (Mestrado).

Ref.: Projeto de Pesquisa n®. 1367/10D :
“Deteccdo de células tumorais circulantes em pacientes com cdncer de pancreas ¢ sua
ceorrelacio com a evolugdo clinica tumoral”, .

Os membros do Comlle de Ftica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundacio
Antonio Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP. em sua altima reunido de

26/11/2013, tomaram conhecimento e aprovaram os seguintes documentos:

~ Solicitacao de dispensa da submissdo da documentag@o obrigatoria e andlise ¢tica do
projeto acima mencionado por se tratar de um projeto afiliado ao tematico intitulado
“Deteegdo de células tumorais circulantes e correlagdo com a evoluc@io c¢linica
i tumoral”, registrado neste CEP sob n° 1367/10. O projeto afiliado em referéncia sera o
dissertagdo de Mestrado do aluno José Luiz Gasparini.
~ Projeto de Mestrado, datado de Novembro de 2013.

Atenciosamente,

0 e W
"Dr. Jefferson Lz Gross
1? Vice-Coordenador do_Comité de Etica em Pesquisa

.
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Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

NOME DO ESTUDO: DETECGAO DE CELULAS TUMORAIS
CIRCULANTES
E SUA CORRELAGAO COM EVOLUGAO CLINICA TUMORAL

Investigador Responsavel: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen

Nome do (a) Voluntario (a):

Por favor, leia cuidadosamente este formulario, pois ele informa o que
vocé necessita saber sobre os objetivos deste estudo. Se concordar em
tomar parte neste estudo, devera assinar e datar este formulario. A sua
assinatura significa que recebeu as informagdes necessarias e que deseja

participar deste estudo.

OBJETIVOS DO ESTUDO

Usar um equipamento laboratorial novo no mercado para detectar
células tumorais circulantes (sdo células que se desprendem do tumor) no
sangue periférico e correlacionar seus niveis com:

- marcadores tumorais sanguineos, observados pelo exame de
sangue que vocé faz a pedido do seu médico;

- resposta ao tratamento (verificaremos se ha diminuicao dos niveis
dessas células durante e apds o seu tratamento);

- genes de resisténcia a drogas;

- tempo de vida apds o tratamento.
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PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Ao concordar em participar deste estudo, vocé sera submetido a trés
coletas de sangue (aproximadamente 20 mL), em trés momentos: antes do
inicio do tratamento sistémico, 3 ou quatro semanas apds o inicio do
tratamento e a cada 9 ou 12 semanas, dependendo do tratamento, por dois
anos ou, se a doenga progredir, até a progressao.

A identificacdo do seu material sera feita por cddigos para preservar

sua confidencialidade.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente o mesmo, caso vocé participe ou
nao deste estudo. Nenhum dano imediato ou tardio, que comprometa a sua
saude, podera ser decorrente deste estudo.

Os riscos a que vocé estara sujeito sdo os riscos inerentes a qualquer
puncdo venosa como: dor local no ato da pungdo, sangramento no local,
hematoma e raramente flebite (infecgdo na veia puncionada), mas isto sera
evitado pela limpeza adequada do local de puncdo e realizacdo do
procedimento por profissional capacitado. Apesar de raro, pode ser que
ocorra equimose (quando o sangue sai para a pele, resultando em uma
mancha azul ou purpura, redonda ndo elevada ou irregular) apos a coleta de
sangue. Caso isso acontega com vocé, ndo ha nada a ser feito, a ndo ser
esperar que desapareca (desaparece em até 7 dias).

Os exames realizados em seu sangue nao implicardo em nenhuma
mudanga em seu tratamento ou qualquer conduta médica que esteja sendo
realizada ou venha a ser realizada no seu seguimento, uma vez que a
pesquisa de CTCs no Brasil ainda é experimental, ndo havendo nenhum
prejuizo para o sucesso das condutas médicas outras aos quais vocé esteja

se submetendo.
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BENEFICIOS
Nao havera beneficios de qualquer espécie para os voluntarios,
apenas a importancia de contribuir para uma pesquisa cientifica cujos dados
obtidos poderédo trazer beneficios para pessoas com cancer. A recusa em
participar, ndo acarretara prejuizo na qualidade do tratamento. O
pesquisador responsavel se compromete a suspender a pesquisa

imediatamente ao perceber algum risco ou dano a sua saude, que nao

previsto neste termo de consentimento.
METODOS ALTERNATIVOS EXISTENTES

Apesar de métodos alternativos serem aprovados e usados na pratica
clinica em outros paises, no Brasil, esses métodos ainda ndo estéo

disponiveis.
ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Os pesquisadores se comprometem a dar informacao atualizada ao
longo do estudo, caso este seja o0 seu desejo, porém, por se tratar de nova
tecnologia, os resultados ndo poderéo indicar cura ou piora do se quadro,
pois ainda ndo temos valores de referéncia para estabelecer uma
comparagao. Contatos dos pesquisadores: Dra. Ludmilla T. Domingos
Chinen (2189-5000, ramal 2776); Dr. Marcello F. Fanelli ( 2189- 5000, ramal
2765).

CUSTOS

Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para os
voluntarios por sua participagao neste estudo.
CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Seus registros médicos poderao ser consultados pela equipe de
pesquisadores envolvidos neste estudo. Os dados obtidos pela analise do

seu sangue sao confidenciais, ndo sendo divulgada a identificagao de
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nenhum participante ainda que informagdes do registro médico sejam

utilizadas para publicacio.

BASES DA PARTICIPAGAO

E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste estudo é
completamente voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou
interromper sua participagcdo a qualquer momento, sem penalidades ou

perda de beneficios aos quais tem direito.

SALVAGUARDA DE CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVACIDADE

A eventual inclusado dos resultados em publicacao cientifica sera feita
de modo a manter seu anonimato. Vocé tera acesso aos seus dados de
exames, atendimentos médicos e administracdo de terapia, quando

solicitados.

ESCLARECIMENTOS SOBRE COMPENSACOES OU DANOS
RELACIONADOS A PESQUISA

Vocé ndo tera nenhum tipo de remuneragdo ao aceitar participar deste
estudo. A pesquisa nao envolve nenhuma forma de compensacao financeira
aos participantes. Nao existe nenhum tipo de indenizagao para complicagdes

causadas pelo tratamento.

ESCLARECIMENTOS SOBRE OUTROS DIREITOS DO PACIENTE
SUJEITO A PESQUISA

A sua participacdo no estudo é voluntaria. Vocé tem o direito de sair
do estudo a qualquer momento e por qualquer motivo. Caso venha a
abandonar o estudo ou decidir ndo participar do mesmo, o seu tratamento
nao sera prejudicado. No entanto, se vocé decidir sair da pesquisa, devera

informar ao seu médico.
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INFORMAGCOES SOBRE NOMES, TELEFONES E ENDEREGOS PARA
CONTATOS

Esclarecimentos para questdes sobre os direitos dos participantes na
pesquisa e/ou danos relacionados a pesquisa, contatar os pesquisadores
Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen (2189 5000 ramal 2776) ou Dr. Marcello
F. Fanelli (2189 5000 ramal 2779). Se o pesquisador principal ndo fornecer
as informacdes/ esclarecimentos suficientes, por favor, entre em contato
com o coordenador do Coordenador do Comité de Etica em Seres Humanos
da Fundagao Anténio Prudente- Hospital do Cancer- A.C. Camargo/ SP, cujo
horario de funcionamento é de segunda a quinta-feira, das 07:00 as 18:00h e
de sexta-feira das 07:00 as 16:00h ( Telefone 2189-5020; endereco: Rua
Professor Anténio Prudente, 211- Liberdade- S&do Paulo, SP).

Vocé recebera copia deste documento e o original sera arquivado no
prontuario do meédico. Somente assine este documento se consentir

integralmente com seus termos.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nés |he estimulamos a fazer perguntas a qualquer momento do
estudo. Se tiver perguntas relacionadas aos seus direitos como participante
do estudo clinico, também pode contar com uma terceira pessoa imparcial, o

Coordenador do Comité de Etica do Hospital A.C.Camargo.

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacbdes acima e entendi o propdsito deste estudo assim
como os beneficios e riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por
intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste
estudo. Entendo que nédo serei submetido a nenhum exame adicional e ndo

receberei compensag¢ao monetaria por minha participagao neste estudo.
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Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/ /

Assinatura do (a) voluntario (a) dia més ano

Nome do (a) voluntario (a) - letra de forma

/ /

(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes
deste estudo ao paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para

consentir pelo paciente.

/ /

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano




