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RESUMO

Tariki MS. Deteccdo de células tumorais circulantes e sua correlagéo
com evolucado clinica tumoral em cancer de pulmdo ndo pequenas
células metastatico. Sdo Paulo; 2015. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacéo

Antonio Prudente].

Cancer de pulméo acomete 1,8 milhdes de pessoas no mundo, com 1,6
milhdes de obitos decorrentes. E a principal neoplasia em incidéncia e
mortalidade, com 56% dos casos diagnosticados ja em fase avancada.
Apesar do grande avanco no desenvolvimento de novos tratamentos para
doenca avangada na ultima década, faltam biomarcadores validados para a
pratica clinica, com valor prognéstico e preditivo de resposta a esses
tratamentos. A deteccdo de CTCs no sangue periférico desses pacientes
tem se mostrado como possivel biomarcador em céncer de pulmao nao
pequenas células (CPNPC). Objetivo: O intuito desse estudo foi avaliar
deteccdo de células tumorais circulantes (CTCs) em pacientes com CPNPC
metastatico, quanto ao valor progndstico (correlacdo com sobrevida global
(SG) e livre de progresséao (SLP)) e preditivo (resposta radiol6gica). Método
e Pacientes: Amostras de sangue para detec¢cdo de CTCs pelo método
ISET (Rarecells Paris, France) foram coletadas antes do primeiro ciclo da
nova quimioterapia, apds 8 semanas do inicio e 16 semanas apos 0 inicio,
coincidindo com avaliagdo radiolégica de resposta ao tratamento. Foram
incluidos pacientes com diagnéstico de CPNPC metastatico ao diagnéstico,
ou que apresentaram recidiva apos tratamento de doenca localizada e que
iriam iniciar novo tratamento sistémico. Resultados: A amostra foi
constituida por 32 pacientes, sendo 17 (53,1%) homens e 15 (46,9%)
mulheres. O tipo histologico mais comum foi adenocarcinoma (n= 26;
81,25%). CTCs foram detectadas em 78,2% (25) dos pacientes no inicio do
tratamento, em 85,2% (23) dos pacientes apos 8 semanas e em 76,2% (16)

apos 16 semanas. Foi considerado como cut-off a mediana de contagem de



CTCs por 8mL de sangue em cada momento, cujo valor foi de 16
CTCs/8mL. Houve uma tendéncia a maiores SLP e SG entre os pacientes
com niveis abaixo da mediana comparados aos pacientes com niveis iguais
ou superiores a ela (p=0,083 e p=0,45) apos 8 semanas do inicio do
tratamento. Quando avaliada cinética das CTCs nos momentos baseline e
apo0s 8 semanas nos pacientes submetidos a doublet de platina, houve
diferenca em SLP entre os pacientes que evoluiram com diminuicdo de
CTCs ou se mantiveram indetectaveis (8,48 meses) comparados com
agueles cujos niveis aumentaram (3,42 meses; p=0,047). Nao houve
correlacdo entre contagem de CTCs e resposta radioldgica. Concluséo:
CTCs sao detectaveis em alta porcentagem de pacientes com CPNPC
metastatico. Houve uma tendéncia a maior SLP e SG entre os pacientes
com niveis abaixo da mediana, especialmente apés 8 semanas do
tratamento (CTC2). Houve uma maior SLP entre os pacientes cujos niveis
se mantiveram indetectaveis ou diminuiram suas contagens ao longo do
tratamento, versus aqueles que aumentaram na populacdo submetida a

doublet de platina.



SUMMARY

Tariki MS. [Detection of circulating tumor cells and its correlation with
clinical outcome in metastatic non-small cell lung cancer]. Sdo Paulo,

2015. [Dissertacao de Mestrado-Fundacgéao Antonio Prudente].

Lung cancer occurs in approximately 1,8 million people and causes 1,6
million deaths worldwide. It is the main cancer in incidence and mortality,
with 56% of cases diagnosed in advanced stage. In spite of the great
improvement in developing new drugs for advanced disease in the last
decade, it lacks biomarkers validated for clinical practice, with prognostic
value and predictive of response to those new treatments. Detection of
circulating tumor cells (CTCs) in peripheral blood of these patients has
emerged as a potential biomarker for non-small cell lung cancer (NSCLC).
Objective: The aim of this study was to evaluate detection of circulating
tumor cells in patients with metastatic non-small cell lung cancer in terms of
prognosis (disease-free survival (DFS) and overall survival(OS)) and
prediction of radiographic response. Methods and patients: Blood samples
for detection of CTCs by ISET method (Rarecells Paris,France) were
collected before the first cycle of the new chemotherapy, 8 weeks after the
beginning and 16 weeks after the beginning, matching radiographic
evaluation.Patients with metastatic or relapsed non-small cell lung cancer,
candidates to a new systemic treatment were included. Results: 32 patients
were included, 17 of them men (53,1%) and 15 women (46,9%). The most
common histology was adenocarcinoma (n=26, 81,25%). CTCs were
detectable in 78,2% (25) of patients at the beginning of treatment, in 85,2%
(25) of patients 8 weeks after, and in 76,2% (16) after 16 weeks. Median of
CTCs/8mL was considered cut-off point for each time, which was 16
CTCs/8mL. There was a trend in longer disease-free survival and overall
survival in those patients whose CTCs level were under median, compared

to those equal or above it (p value = 0,083 and 0,45) after eight weeks of



chemotherapy. When comparing CTC's kinetics at baseline and 8 weeks
after treatment with platinum doublets, there was a difference in disease-free
survival in those patients with decrease of CTC's levels or whose levels
remained undetectable (8,48 months), comparing to an increase (3,42
months; p=0,047). There was no correlation between CTC's levels and
radiographic response. Conclusion: CTCs are detectable in a high
percentage of patients with metastatic NSCLC. There was a trend of higher
DFS and OS in patients with CTC’s levels above median, especially after 8
weeks of treatment (CTC2). A higher DFS was observed in patients whose
CTC's levels decreased after 8 weeks of treatment or remained

undetectable, in those submitted to doublet platinum.
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1  INTRODUCAO

1.1 PANORAMICA ATUAL DO CANCER DE PULMAO NAO

PEQUENAS CELULAS

O cancer de pulméo é o cancer mais comum e a principal causa de
morte por cancer em ambos os géneros no mundo, com estimados 1,8
milhdes de casos novos e 1,6 milhdes de Obitos decorrentes da doenca
estimados para o0 ano de 2012 (BRAMBILLA et al. 2014). Nos EUA, foram
estimados 224.210 casos novos e 159.260 mortes decorrentes de cancer de
pulm&o no ano de 2014 (SIEGEL et al. 2015), sendo menos comum apenas
do que cancer de mama e prostata. No Brasil, foram estimados 27.330
casos novos por cancer de pulmao em 2014, sendo o segundo cancer mais
comum em homens e o quarto em mulheres, excluindo-se os canceres de
pele ndo-melanoma (Ministério da Saude 2014). Possui taxa de mortalidade
maior do que qualquer outro tipo de cancer, com apenas 16,6% dos
pacientes vivos apés 5 anos do diagnostico (HOWLANDER et al. 2011).

O cancer de pulméo é representado, em 85% dos casos, pelo subtipo
histolégico ndo pequenas células, que compreende os adenocarcinomas, 0s
carcinomas espinocelulares e os carcinomas de grandes células, e o
restante, 15%, é representado principalmente pela histologia pequenas
células. Os adenocarcinomas sao a histologia mais comum nos EUA e entre

0s nao fumantes.



O panorama do cancer de pulméo acompanha o perfil do tabagismo,
responsavel por 85 a 90% dos casos desta neoplasia, constituindo uma das
causas de morte por cancer mais evitavel no mundo. O risco aumenta
conforme o numero de macos ao dia e tempo de exposicdo. Outros fatores
de risco conhecidos sdo a exposicdo a carcinOgenos ambientais e
ocupacionais como poluicdo atmosférica, asbesto, arsénio, radbnio e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, dentre outros, responsaveis por
cerca de 5 a 10% dos casos (OMENN et al. 1986; STRAIF et al. 2009;
LOOMIS et al. 2013). Além disso, contribuem também em cerca de 5% dos
casos, a inflamacéao pulmonar recorrente, a fibrose pulmonar secundaria, a
tuberculose e historia familiar (FRAUMENI et al. 1975).

Os sintomas mais comuns, como tosse, dispnéia e dor toracica, estdo
presentes em geral na fase avancada da doenca. Isso contribui para que na
maioria (56%), estes tumores sejam diagnosticados tardiamente, quando ja
existem metéstases a distancia (ETTINGER et al. 2012). Nestes casos, a
sobrevida estimada em 5 anos é de apenas 3,7%.

O tratamento dos pacientes em estadio IV é basicamente sistémico,
com uso de mono ou poliguimioterapia, combinadas ou ndo ao uso de
anticorpos monoclonais, além de inibidores de tirosina-quinase em pacientes
portadores de mutacdes especificas que ativam vias que sdo fundamentais
para crescimento e desenvolvimento tumoral (driver mutations). Dentre o
arsenal de quimioterdpicos estdo os antimetabdlitos (como gemcitabina e
pemetrexede), taxanos (docetaxel e paclitaxel), alcaléides da vinca

(vinorelbine). Quando optado pela combinacdo, em geral sdo associados a



derivados de platina (cisplatina e carboplatina) e, eventualmente, a anticorpo
monoclonal (bevacizumabe). Dentre os inibidores tirosino-quinase estdo o
erlotinibe, gefitinibe (inibidores EGFR), crizotinibe (inibidor ALK). A escolha
do regime a ser utilizado depende, basicamente, da performance do
paciente, além da idade, comorbidades, linha de tratamento e presenca ou
ndo de mutacOes ativadoras em genes conhecidos como EGFR, ALK,
ROS1, RET, MET etc.

Em termos de tratamento sistémico, houve grande avanco em ganho
de sobrevida e qualidade de vida nas ultimas décadas. A sobrevida global,
que nos primeiros estudos da década de 70 ndo ultrapassava 6 meses
(WOODCOCK et al. 1983), atingiu o patamar dos 30 meses com esquemas
de tratamento mais recentes (PAO e CHMIELECKI 2010, GROEN et al.
2011). Além de quimioterapia, muito se evoluiu no manejo destes pacientes
nos setores de diagndstico por imagem, anatomia patoldgica, radioterapia,
cirurgia e tratamento de suporte.

No entanto, no campo de desenvolvimento de biomarcadores, muito
ainda precisa ser feito para que haja ferramentas que possam ser utilizadas
na pratica clinica. Sdo estimados que apenas 45 a 54% dos pacientes que
progridam a primeira linha de quimioterapia, recebam linhas subsequentes
de tratamento sistémico (LANGER et al. 2015). Isso evidencia que o0s
exames de imagem, padréo atual de avaliacdo de resposta ao tratamento,
identificam progressédo de doenca de forma muito tardia. Ndo € incomum,
por exemplo, que no momento da progressdo, paciente apresente

intercorréncias sérias como sindrome de veia cava superior e compressao



medular, sintomas neuroldgicos por franca progressao em sistema nervoso
central ou carcinomatose meningea, sepse grave, eventos tromboembdlicos
etc. De fato, muitos pacientes acabam evoluindo a obito de forma rapida por

esses motivos.

1.2 IMPORTANCIA DA ANALISE DE CELULAS TUMORAIS

CIRCULANTES

Estudos tém demonstrado que as células tumorais na circulacao
sanguinea, advindas do tumor primario, podem originar metastases a
distdancia (COELLO et al. 2004, PATERLINI-BRECHOT e BENALI 2007;
CHAFFER e WEINBERG 2011). A presenca dessas células pode
representar, inclusive, um dos hallmarks do cancer (invasividade),
inicialmente proposto por HANAHAN e WEINBERG (2000). Recentemente,
0 interesse nas técnicas de isolamento de CTCs (do inglés, Circulating
Tumor Cells) tem sido crescente, em diferentes neoplasias soélidas, apos
varios estudos demonstrarem correlacédo entre a contagem dessas células e
0 prognastico de algumas neoplasias (CRISTOFANILLI et al. 2004, BUDD et
al. 2006; HAYES et al. 2006; DANILA et al. 2007; COHEN et al. 2008; DE
BONO et al. 2008; KREBS et al. 2011). A utilidade das CTCs abrange: -
rastreamento (ILIE et al. 2014), - avaliacdo da doenca inicial, cuja deteccao
poderia predizer risco maior de recidiva (HOFMAN et al. 2011a): - doenca
metastatica, cujo acompanhamento dos niveis de CTCs ao longo do

tratamento sistémico poderia predizer resposta ou ndo, antes mesmo da



avaliacdo radiologica (HOFMAN et al. 2011b; PARKINSON et al. 2012),
implicando mudanca precoce de conduta para um tratamento possivelmente
mais eficaz. Além disso, a analise molecular das CTCs permite detectar de
forma menos invasiva, driver mutations, o que permitiria selecionar terapia
mais eficaz, com menor toxicidade (MAHESWARAN et al. 2008; PAILLER et
al. 2013). Outra aplicacdo da analise de CTCs estad na identificacdo de
genes de resisténcia a drogas, por meio da imunocitoquimica, possibilitando
tratamento mais personalizado (GAZZANIGA et al. 2008, 2010).

Existem diferentes técnicas para isolar as células tumorais
circulantes, que séao classificados em imunolégicos (imunocitoquimica
combinada com fluorescéncia, técnicas de separacdo imunomagnéticas),
fisicos (separacao das células por tamanho, densidade) e moleculares (RT-
PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction). Os marcadores
moleculares geralmente usados sao as citoqueratinas 19 e 20. Embora
sensiveis, as técnicas de RT-PCR sdo pouco especificas, levando a
resultados  falso-positivos, por contaminagcdo  com leucécitos
(THORSTEINSSON e JESS 2011).

Um dos meétodos moleculares mais conhecido € o AdnaTest ™
(AdnaGen AG, Langenhagen, Germany), que tem sido usado em estudos
com cancer de mama e permitindo uma analise mais especifica, pois usa
marcadores deste tumor (MULLER et al. 2012). Contudo, apos isolamento
das CTCs ndo permite analises adicionais (BEDNARZ-KNOLL et al. 2011).

O sistema CellSearch™ (Veridex, Huntingdon, Valley,PA) é um

método imunoldgico que consiste na coleta de sangue em tubo patenteado



(Cellsave, Veridex) que permite que as CTCs fiquem viaveis por até 72
horas. O sistema CellSearch™ permite que as CTCs sejam visualizadas e
quantificadas, porém nao avalia a morfologia das células. A separacao das
células é feita por meio de pérolas magnéticas usando anticorpos anti-
EpCAM e anti-citoqueratinas (anti-CK 8,18 e 19). A selecdo negativa, para
diferenciacdo dos leucdcitos, é feita com anti-CD45. Para que uma célula
seja considerada CTC, precisa apresentar ndcleo oval, positividade para
citoqueratina e DAPI (4-6-diamino-2-phenylindole). Este Ultimo, para
comprovar a presenca de nucleo e excluir fragmentos celulares. Além disso,
as células precisam ser negativas para CD45. A analise requer 7,5 mL de
sangue periférico.

Estudos com centenas de pacientes correlacionando contagem de
CTCs e prognoéstico pela do uso da técnica de CellSearch TM System
(Johnson & Johnson) levou a aprovacdo desta técnica pelo US Food and
Drug Administration -FDA (2015) para monitoramento de resposta ao
tratamento sistémico em cancer de mama, préstata e de coélon e reto
metastaticos (CRISTOFANILLI et al. 2004; RIETHDORF et al. 2007; COHEN
et al. 2008; DE BONO et al. 2008).

Transigao epitélio-mesénquima (TEM) é um processo no qual as
células perdem caracteristicas epiteliais, tais como uma diminuicdo na
expressdo da molécula E-caderina, e adquirem um fendtipo mesenquimal,
acompanhado pelo aumento de expressado de vimentina, por exemplo. TEM
estd envolvida na maior flexibilidade celular, particularmente durante a

embriogénese, mas também permite remodelamento dindmico durante a



regeneracao de tecidos diferenciados (SHOOK e KELLER 2003). Células
cancerosas metastaticas, com potencial invasivo passam pelo processo de
TEM. Acredita-se que este processo ocorra em estagios inicias da invasao
de carcinoma e que proteja as ceélulas da morte, ajude-as a escapar da
resposta imunoldgica e mais importante, confiram resisténcia a terapias
convencionais (LIANIDOU et al. 2013). CTCs tém se mostrado, pelos
meétodos diagndsticos disponiveis, como uma populacdo heterogénea de
células com potencial variavel para estabelecer metastases distantes. Estas
células, quando ainda nos tumores primarios, sofrerem alteracdes
fenotipicas que permitem a penetracdo nos vasos sanguineos (LI et al.
2013). TEM parece ter implicacdo neste processo e constitui um fator
limitante de todos os métodos imunologicos que usam EpCAM e CK como
identificadores.

O Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells; Rarecells, France
(ISET™) constitui-se de um método direto de enriquecimento das células
epiteliais por filtracdo. Baseia-se na observacdo de que a maioria dos
leucdcitos do sangue periférico (linfocitos e neutréfilos) sdo as menores
células do corpo, com um tamanho que varia de 8 a 11 um. Desta forma,
estas células podem ser eliminadas por filtracdo do sangue através de uma
membrana de policarbonato com poros calibrados de 8 um. A simplicidade
do método evita a perda de células raras em multiplos passos de
isolamento. Apds isoladas, as CTCs podem ser avaliadas por Giemsa,
hematoxilina-eosina, ou caracterizadas por imunocitoquimica, FISH

(Fluorescence in situ hybridization), TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
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transferase dUTP nick end labeling) ou microdissecadas para analise

molecular (PATERLINI-BRECHOT e BENALI 2007).

1.3 APLICACAO CLINICA

N&do somente em cancer de mama, prostata e colorretal, mas a
presenca de CTCs tem sido objeto de estudo em varias publicagbes também
em cancer de pulméo nao pequenas células. MARRINUCCI et al. (2009)
relataram o caso de uma paciente ndo-fumante diagnosticada em estadio Il
de CPNPC (carcinoma de pulmdo ndo pequenas células). Ela apresentou
recorréncia dois anos apos tratamento. Decorridos dois anos da terapia para
recidiva, 67 CTCs/10 mL foram identificadas em seu sangue periférico por
um protocolo de imunofluorescéncia e coloragcdo com Wright-Giemsa. Pela
comparacao da citomorfologia das CTCs com as células isoladas do tumor
primério foi possivel observar que as CTCs tinham morfologia similar as
dltimas. Isto demonstra que células de aparéncia similar as da massa do
tumor primario podem ser encontradas na circulacdo sanguinea num tempo
relativamente tardio da evolugédo da doenca metastética.

Um estudo realizado na Inglaterra por KREBS et al. (2011) com 101
pacientes com CPNPC sem tratamento prévio, estadios Ill e IV antes e apés
a administracdo de um ciclo de quimioterapia padrdo, investigou a
capacidade das CTCs de indicar resposta a terapia. As CTCs foram

avaliadas pelo CellSearch ™ System e seu nimero foi maior nos pacientes

em estadio IV (n= 60) em comparacao com aqueles em estadio IlIB (n= 27)



e llIA (n= 14), onde nenhuma CTC foi detectada (n= 14). A sobrevida livre de
progressao foi de 6,8 versus 2,4 meses (p < 0,001) e a global foi de 8,1
versus 4,3 meses (p< 0,001) para pacientes com menos do que 5 CTCs/7,5
mL comparados com aqueles com 5 ou mais CTCs/mL antes da
quimioterapia. Na analise multivariada, o numero de CTCs foi o fator preditor
de sobrevida global mais forte (Risco Relativo (RR)= 7,92; 1C95%: 2,85-
22,01; p< 0,001) e a estimativa de risco aumentou na segunda amostra de
CTC colhida ap6s o primeiro ciclo de quimioterapia (RR= 15,65; 1C95%:
3,63-67,53; p<0,001).

HOFMAN et al. (2011a) avaliaram a possibilidade de deteccédo de
CTCs pela técnica de ISET em pacientes candidatos a resseccéo cirurgica e
correlacionaram com achados anatomo-patolégicos e desfecho clinico. Para
isso, foram analisados 0 sangue de 208 pacientes com diagnostico CPNPC
de diversas histologias, antes da cirurgia e também, amostras de sangue de
39 voluntarios saudéaveis. Desses, 44% encontravam-se em estadio |, 25%
em estadio I, 28% estadio Il e 6% estadio IV. Foram detectadas CTCs em
37% dos pacientes e ndo houve deteccdo em individuos saudaveis. Nao
houve correlacdo entre presenca de CTCs e os diferentes estadios, mas
contagens iguais ou superiores a 50 CTCs/10 mL estiveram relacionadas a
piores sobrevida global (P=0,002) e sobrevida livre de progresséo (P=0,001)
comparados as contagens inferiores a 50 CTCs/10 mL.

Uma metanalise por MA et al. (2012) de 27 estudos publicados com
pacientes portadores de cancer de pulméao de diversas histologias e estadios

avaliou impacto da presenca de CTCs antes ou apOs tratamento na
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sobrevida livre de progresséo e sobrevida global. A presenca de CTCs pré-
tratamento esteve associada com pior sobrevida global e livre de progresséao
com um risco relativo de 2,61 (95%IC 1.82-3.74) e 2,37 (95%IC 1.41-3.99),
respectivamente. No caso das CTCs estarem presentes apds o tratamento,
também houve impacto negativo tanto em sobrevida global (RR 4.19 95%IC
2.92-6.0) quanto livre de progressao (RR 4,97 95%IC 3.05-8.11).

FARACE et al. (2011) enumeraram CTCs em 60 pacientes com
carcinomas metastaticos de mama, prostata e pulméao, usando Cell Search
System e ISET. Resultados concordantes foram obtidos em 55% das
pacientes com cancer de mama (11 de 20), em 60% (12 de 20) dos
pacientes com cancer de prostata e em 20% (4 de 20) dos pacientes com
cancer de pulméo. Os resultados discrepantes foram explicados pelos
autores pela limitacdo que o CellSearch System tem de detectar as CTCs
apenas pela marcagcdo com EpCAM.

HOFMAN et al. (2011b) avaliaram 210 pacientes consecutivos com
CPNPC antes de serem submetidos a cirurgia radical. O sangue periférico
desses pacientes foi coletado e analisado quanto a presenca de CTCs tanto
pelo método ISET quando CellSearch™. Foram identificadas CTCs em 50%
dos pacientes pelo método ISET e em 39% dos pacientes pelo método
imunomagnético. A presenca de CTCs tanto pelo método ISET quanto pelo
CellSearch™ correlacionou-se com pior SLD (p<0,0001)

Pelo nosso grupo, foi publicado relato de caso de paciente com
CPNPC metastatico, submetida a coleta de CTCs pelo método

imunomagnético (Miltenyi) e ISET. Apesar de franca progressao clinica e
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radioldgica; pelo método imunomagnético, a paciente evoluiu com queda de
CTCs, ao passo que ISET confirmou aumento progressivo nos niveis de
CTCs (CHINEN et al. 2013).

Embora ainda ndo aprovado pelo FDA, o ISET ja passou por
validacbes técnicas (VONA et al. 2000, KREBS et al. 2012) e clinica
(HOFMAN et al. 2011a e b)

Em nosso projeto, usamos o método ISET para isolar e identificar as
CTCs, a fim de correlacionar seus niveis com desfecho clinico (sobrevida
livre de progressdo e resposta clinica ao tratamento) em pacientes com
diagnoéstico de cancer de pulméao de células ndo pequenas metastatico que
irlam iniciar nova linha de tratamento sistémico (quimioterapia ou terapia-

alvo com inibidores tirosino-quinase).
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2.1

12

OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Detectar CTCs no sangue periférico de pacientes com cancer de

pulmdo ndo pequenas células metastatico pelo método ISET, avaliando o

seu papel preditivo e progndstico.

2.2

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Correlacionar niveis de CTCs individual com sobrevida global e livre
de progressdao em cada momento do tratamento;

Verificar variagdo dos niveis de CTCs individual (cinética) ao longo do
tratamento e correlacionar com sobrevida global e livre de
progressao;

Correlacionar os niveis de CTCs individual apos quimioterapia, com

exames de imagem, conforme critérios do RECIST 1.1.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Esse foi um estudo prospectivo realizado por meio de coleta de
sangue (sangue total) de pacientes consecutivos com cancer de pulmé&o néo
pequenas células metastatico ao diagndstico, ou que apresentaram recidiva
apos tratamento da doenca localizada.

Participaram do estudo apenas 0s pacientes que leram e assinaram o
termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa deste Hospital (Registro CEP
n° 1367/10) (Anexo 1). A identificacdo dos pacientes foi feita por codigos
para preservar sua confidencialidade.

O sangue dos pacientes foi coletado em trés tempos, seguindo rotina
de avaliacdo de resposta radiolégica do Departamento de Oncologia Clinica:
antes do inicio de um tratamento sistémico (baseline ou CTC1), 8 semanas
(primeiro follow-up ou CTC2) e ap0s 16 semanas apoés o inicio do tratamento
(segundo follow-up ou CTC3). Todos os participantes tiveram 8 mL de
sangue coletados a cada visita programada, conforme previsto no desenho

do estudo.
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3.2 CRITERIOS GERAIS DE INCLUSAO

Foram incluidos nesse estudo pacientes que preenchessem o0s
seguintes critérios:

v Idade igual ou superior a 18 anos;

v Assinatura do TCLE;

v Diagnostico histolégico de cancer de pulmédo ndao pequenas células
metastatico;

v Pacientes que iniciaram pela primeira vez quimioterapia para doenga
metastatica, ou iniciaram nova linha de quimioterapia apés
progressao ao esquema vigente;

v Extensdo da doenca determinada por exame fisico e por imagem;

v Doenca mensuravel pelos critérios RECIST (Response Evaluation

Criteria in Solid Tumors) versao 1.1

3.3 CRITERIOS GERAIS DE EXCLUSAO

Foram excluidos desse estudo pacientes que apresentaram as

seguintes caracteristicas:

v Pacientes que tivessem realizado cirurgia ou procedimento cirargico
nos ultimos quatro dias;

v Pacientes com histéria prévia de outro carcinoma nos ultimos dois
anos, exceto cancer de pele ndo melanoma ou carcinoma do colo

uterino nao invasivo.
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3.4 PACIENTES

Apoés consulta no Departamento de Oncologia Clinica, os pacientes
considerados elegiveis pelos médicos assistentes, foram encaminhados
para coleta de sangue e assinatura do TCLE numa sala de pés-consulta,
desse mesmo departamento. O sangue dos pacientes so6 foi colhido por uma
enfermeira apds assinatura do TCLE, confirmacgéo do diagnostico histoldgico
de CPNPC e presenca de doenga a distancia (seja ao diagndstico ou que
tenham assim evoluido apos tratamento da doenca localizada). Nos casos
em que a confirmagdo necessitasse de intervencdo cirdrgica de qualquer
espécie, foram aguardados 4 dias apés a cirurgia/biépsia para a coleta de
sangue (PATCHMANN 2005) para evitar que as CTCs fossem confundidas
com células epiteliais que poderiam porventura ter-se desprendido do 6rgéo
operado e atingido a circulagdo sanguinea (PATERLINI-BRECHOT e
BENALI 2007). Se o paciente tivesse sido submetido a radioterapia, o
sangue era coletado apds 15 dias do término deste tratamento.

Para o acompanhamento dos pacientes, informacdes clinico-
patologicas (idade, sexo, estadiamento T, N e M, doenca metastatica ao
diagnéstico ou recidivada, data do diagnéstico, histologia, sitios de
metastases, datas e exames de imagem realizados, resposta radioldgica,
data da progressao e 6bito e motivo) e dados do tratamento realizado (linha
de tratamento, quimioterapia isolada ou combinada e drogas escolhidas, uso
de anticorpo monoclonal ou TKI, intervalo dos ciclos e quantidade de ciclos

realizados) foram anotados numa ficha especifica.
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No momento da inclusédo, pacientes considerados metastaticos eram
submetidos a exames de imagem que serviriam de base para avaliacdo do
primeiro tratamento sistémico (primeira linha), ou para avaliacdo de um novo
tratamento (quando paciente ja havia sido submetido a algum tratamento
sistémico e, apos definida progressao a esse tratamento, iniciaria nova linha
de quimioterapia). A avaliacdo de resposta radiologica foi considerada
padrdo-ouro para definir eficacia da quimioterapia. Pacientes foram
reestadiados e acompanhados através de PETCT (tomografia por emissao
de positrons), RNM (ressonancia nuclear magnética), TC (tomografia
computadorizada) ou CO (cintilografia 0ssea) das lesGes consideradas alvo.
Apos 8 semanas de tratamento, o paciente era submetido a novos exames
de imagem para avaliacdo de resposta e esses eram comparados aos
exames iniciais (resposta 1). Conforme critérios preconizado pelo RECIST
1.1 (EISENHAUER et al. 2009), pacientes com progressao de doenga eram
aqueles cuja lesédo-alvo apresentava crescimento superior a 30% ou
evoluiam com aparecimento de novas lesdes neoplasicas. Agueles cuja
avaliagdo ndo preenchia tais critérios eram considerados respondedores
clinicos. Conforme houvesse resposta clinica, era dada continuidade ao
mesmo tratamento e no caso de progressdo, o tratamento vigente era
interrompido. Apds 16 semanas do inicio do tratamento, novos exames de
imagem eram realizados e comparados com 0s exames iniciais, conforme os
critérios do RECIST 1.1 (resposta 2). Mudanca ou ndo de conduta também

era tomada conforme tal comparacao pelo médico assistente.
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Com relacdo a conduta clinica, nada foi alterado apds os resultados

dos exames de CTCs, uma vez que se trata de estudo experimental.

3.5 AMOSTRAS DE SANGUE

3.5.1 Isolamento, purificacao e leitura de CTCs pelo ISET

Amostras de sangue (8,0 mL) foram coletadas em tubos contendo
EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético). As amostras foram mantidas a
temperatura ambiente sob homogeneizacdo e processadas dentro de 4
horas da coleta. As amostras eram, entao, diluidas a 1:10 em tampao de lise
de eritrocitos (ISET Buffer™) e apds 10 minutos de incubacao, filtradas pela
técnica de ISET. Apos filtragem, as membranas eram lavadas com PBS,
removidas do ISET Block™, secas ao ar livre overnight e estocadas a -20°C
até o momento da analise.

Para contagem das CTCs, as membranas de ISET eram cortadas e
submetidas a imunocitoquimica com anticorpo anti-CD45 (1:100; clone 2B11
+ PD7/26, Dako™), um marcador de superficie de leucdcitos para diferencia-
los das CTCs. A reacado era realizada conforme previamente descrito por
CHINEN et al. (2013). Apés montagem, as laminas eram examinadas
através de microscoépio optico comum. As CTCs foram caracterizadas de
acordo com o0s seguintes critérios: negatividade para CD45, tamanho
nuclear igual ou maior que 16 pm, irregularidade do contorno nuclear e
hipercromasia, presenca de citoplasma visivel, alta proporcdo nucleo-

citoplasma (>0,8). Quando faltava qualquer dos critérios descritos, as células
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eram classificadas como atipicas (KREBS et al. 2012). Os resultados eram
dados em numero de CTCs em 8 mL de sangue. As fotos das CTCs filtradas

e identificadas encontram-se na Figura 1.
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Figura 1 - llustracdo dos achados nas células, apds o processo de filtracao

no ISET®. A) Imunocitoquimica com CD45 em leucdécitos, contracoloragdo com DAB, com

aumento de 60x. B) Controle positivo, sangue de paciente sadio acrescido de células da
linhagem A549 (adenocarcinoma de pulmao), com aumento de 40x. C) Célula tumoral
circulante (CTC), com aumento de 60x. O asterisco mostra uma CTC, setas espessas
mostram leucécitos e setas finas mostram os poros calibrados de 8um da membrana do
ISET®. Todas as fotomicrografias foram tiradas no microscopio de campo claro BX61 —

Olympus, Téquio, Japédo, acoplado a camera digital SC100 — Olympus, Téquio, Japéo.

Foram usados como controle negativo para as amostras de CTCs,
sangue de individuos sadios coletados no banco de sangue do A.C.
Camargo Cancer Center e como controle positivo, este mesmo sangue
spiked com células tumorais de pulmdo mantidas em cultura. (células de

linhagem de carcinoma de pulmé&o A549)
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4 ANALISE ESTATISTICA

Foi feita uma analise descritiva das variaveis clinico-patologicas e de
tratamento para cada grupo.

Para avaliar diferencas entre os grupos, o método do Qui-Quadrado
foi usado para varidveis categoricas. Para se estimar as curvas de
sobrevidas global e livre de progressao foi usado o método de Kaplan-Meier
e a diferenca entre as curvas foi calculada pelo método do log-rank. Para
comparacao entre niveis de CTCs e exames de imagem foi realizado o teste
de Mann-Whitney. Toda analise estatistica foi feita usando-se o programa
SPSS para Windows, versdo 15. Os valores de p foram considerados

significativos quando < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 PACIENTES

De 6 de julho de 2012 a 11 de outubro de 2013, foram incluidos 32
pacientes, dos quais 17 eram homens (53,1%) e 15 eram mulheres (46,9%).
A mediana de idade foi de 65 anos (37 a 81 anos). 23 pacientes (71,87%)
apresentaram diagnéstico de cancer de pulmdo nao pequenas células
metastaticos ao diagnostico e 9 pacientes (28,13%) apresentaram recidiva
apos terem sido tratados para doenca localizada. A histologia
adenocarcinoma compreendeu a maioria dos pacientes (81,25%) e o
restante foi composto por pacientes portadores de carcinoma espinocelular
(12,5%) e carcinoma indiferenciado (6,25%).

Em 22 pacientes (68,75%) o tratamento foi iniciado em primeira linha,
segunda linha em 7 pacientes (21,87%), terceira linha em dois pacientes
(6,25%), quarta linha em um paciente (3,13%).

Na maior parte dos pacientes (62,5%), o tratamento baseou-se em
esquemas quimioterapicos contendo platina (cisplatina ou carboplatina),
sendo que em 6 (18,75%), foi associado anticorpo monoclonal
(bevacizumabe, anticorpo anti-VEGF). Em 8 pacientes (25%), o tratamento
realizado consistiu em inibidor de tirosina-quinase (erlotinibe ou gefitinibe) e
em 4 pacientes (12,5%), a escolha foi de monoquimioterapia com

gencitabina ou docetaxel. A Tabela 1 descreve os dados clinico-patolégicos.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes

Caracteristica N %
Sexo Masculino 17 53,1%
Feminino 15 46,9%
Idade <67 16 50%
267 16 50%
Tipo Adenocarcinoma 26 81,25%
Histolégico Carcinoma Espinocelular 4 12,5%
Carcinoma Indiferenciado 2 6,25%
Primeira 22 68,75%
Segunda 7 21,87%
Linha de g _ °
Terceira 2 6,25%
tratamento
Quarta 1 3,13%
Combinacado com Platina Com Bevacizumabe | 6 18,75%
Combinacao com Platina Sem Bevacizumabe | 14 43,75%
Tratamento o S )
Inibidor Tirosino-Quinase 8 25%
Mono QT 4 12,5%

O seguimento mediano dos pacientes foi de 11,94 meses (0,1 a 33,59

meses).

5.2 CONTAGEM DE CTCS

5.2.1 Interpretacdo dos resultados obtidos nas coletas de CTCs e
definicdo de ponto de corte

Como ndo h& ponto de corte pré-estabelecido para definir
gualitativamente cada contagem de CTCs nos diferentes momentos, foi
calculada a mediana dos valores obtidos de todos os pacientes nos
momentos CTC1, CTC2 e CTC3 e estas foram consideradas como o0s

pontos de corte. O valor de mediana obtidos nos trés momentos foi de 16
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CTCs/8mL. Na segunda e terceira coletas, foram registradas também as
avaliacdes de resposta por imagem de cada paciente. Foram calculadas a
sensibilidade e especificidade das medianas dos segundo e terceiro

momentos conforme tabela e formula descritas no Quadro 1.

Quadro 1 - Calculos de sensibilidade e especificidade por meio do método

padrao (imagem) versus valores de mediana nas CTCs 1,2 e 3

Progresséao N&o progresséo
(imagem) (imagem)
Contagem CTC 2 mediana | A B
Contagem CTC <mediana |C D
TOTAL | A+C B+D

Sensibilidade = A/A+C

Especificidade = B/B+D

Os valores calculados de sensibilidade e especificidade com mediana
de 16 CTCs/mL no momento CTC2 foi de 85% e 57%, respectivamente. No
momento CTC3, com mediana também de 16 CTCs/8mL, a sensibilidade
calculada foi de 75% e especificidade de 38,4%.

Com o intuito de avaliar os pontos de corte obtidos, foi montada
também uma curva ROC conforme os valores das coletas de CTCs e
resposta radiolégica. A curva ROC gerou pontos de corte para 0s momentos
CTC2 e CTC3, com valores de sensibilidade e especificidade em cada

momento. No momento CTC2, o ponto de corte estabelecido pela curva
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ROC foi de 20 CTCs/8mL, com sensibilidade de 71% e especificidade de
50%. Para o momento CTC3, o ponto de corte estabelecido pela curva ROC
foi de 28 CTCs/8mL, com sensibilidade de 75% e especificidade de 38,5%.
Esses valores de sensibilidade e especificidade obtidos pela curva ROC
foram comparados com os valores de sensibilidade e especificidade quando
0 ponto de corte considerado foi a mediana de cada momento, conforme

ilustra a Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de sensibilidade e especificidade segundo curva ROC e
mediana de contagem de CTCs (segundo e terceiro momentos)

ROC CTC2 Mediana CTC2 ROC CTC3 Mediana CTC3

Sensibilidade 71% 85% 75% 75%

Especificidade 50% 57% 38,5% 38,4%

Como a sensibilidade obtida pelo ponto de corte da mediana foi
superior a obtida pela curva ROC no momento CTC2, foram consideradas

as medianas dos momentos CTC1, CTC2 e CTC3 como pontos de corte.

5.2.2 Modificacdo dos niveis de CTCs ao longo do tratamento:
avaliacdo da cinética nos momentos CTC1 versus CTC2 e CTCL1 versus
CTC3

Tendo estabelecido como ponto de corte a mediana de contagem de
CTCs em cada momento, foi considerado que aqueles pacientes com niveis
de CTCs abaixo da mediana pertenciam ao grupo favoravel, ao passo que

agueles com niveis iguais ou superiores a mediana, ao grupo desfavoravel.
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Com intuito de avaliar ndo somente de forma pontual cada coleta de CTC,
mas também a variacdo de suas contagens ao longo do tratamento, e
possivel correlacdo com resposta radioloégica e sobrevida, foram
comparadas as contagens de CTCs nos momentos inicial versus primeiro
follow-up e inicial versus segundo follow-up. Nessa comparacgdo, foi
identificado se os niveis absolutos de CTCs de cada paciente haviam
diminuido, aumentado ou permanecido indetectaveis. Para correlacdo com
SLD e SG, os pacientes com niveis sempre indetectaveis ou decrescentes
com o tratamento foram incluidos no mesmo grupo e aqueles com niveis
crescentes, em grupo distinto.

Dos 32 pacientes incluidos, apenas 21 realizaram as trés coletas
previstas. A mediana de contagem de CTCs nos trés momentos foi de 16
CTCs/8mL de sangue. No primeiro momento (baseline ou CTC1), a variagéo
de contagem foi de 0 a 214 CTCs/8mL; no segundo (primeiro follow-up ou
CTC2) foi de 0 a 164; e no terceiro, (segundo follow-up ou CTC3) foi de 0 a
180 CTCs/8mL. O valor absoluto de CTCs para cada paciente, bem como as

caracteristicas clinico-patolégicas encontram-se descritos no Quadro 2



Quadro 2 - Caracteristicas de cada paciente quanto ao tipo histoldgico, estadio T, N e M, contagem de CTCs nos momentos 1, 2 e 3,
sobrevida livre de progresséao (SLP) e sobrevida global (SG).

Data Data Data
. . L . CTC1 CTC2 CTC3 SLP
T N M Histologia Quimioterapia coleta coleta coleta SG
(CTCs/8ml) (CTCs/8ml) (CTCs/8ml) (em meses)
CTC1 CTC2 CTC3
Cl . Carbo+taxol+
4 2 1 adenocarcinoma . 0 06.03.13 0 17.04.13 55 19.06.13 7,23 24,33
bevacizumabe
C2 4 3 1 CEC Cisplatina+Gemcitabina 0 27.06.13 45 29.08.13 2,60 4,20
C3 2 3 1 adenocarcinoma Docetaxel 3 29.08.13 5 29.10.13 4,40 9,93
C4 2 2 1 adenocarcinoma Carbo+Taxol 0 20.03.13 15 21.05.13 38 ?2.07.13 3,47 6,47
C5 4 0 1 adenocarcinoma Erlotinibe 150 10.07.13 25 09.09.13 2,60 60,50
C6 2 0 1 adenocarcinoma Carbo+Pemetrexede 0 18.02.13 4 01.04.13 0 17.06.13 11,23 27,70
Cc7 4 2 1 adenocarcinoma Carbo+Taxol 150 06.06.13 24 01.08.13 63 80.09.13 8,60 16,07
C8 . Cisplatina+
3 1 1 adenocarcinoma 214 06.09.12 14 24.10.12 5 06.12.12 7,43 35,53
Pemetrexede
C9 3 adenocarcinoma Carbo+Pemetrexede 28 08.10.12 180 D9.01.13 2,10 6,43
C10 4 adenocarcinoma Carbo+Taxol 24 28.02.13 0 03.04.13 2,00 3,10
C11 . Carbo+taxol+
3 2 1 adenocarcinoma . 15 29.04.13 45 26.06.13 88 ?8.08.13 14,00 56,80
bevacizumabe
C12 carcinoma
3 2 1 e . Carbo+Taxol 3 05.09.12 110 30.10.12 5 D5.12.12 2,17 6,37
indiferenciado
C13 carcinoma o
4 0 1 e . Carbo+Gemcitabina 10 21.05.13 6,00 25,73
indiferenciado
C14 4 2 1 CEC gefitinibe 21 20.03.13 51 29.04.13 0 24.06.13 2,97 32,10
C15 . Sem
4 3 1 adenocarcinoma Carbo+Pemetrexede 96 06.07.12 5 1,83
progressao
C16 4 0 1 adenocarcinoma Docetaxel 15 21.08.13 68 30.12.13 7,53 66,90
c17 . Carbo+Taxol+
3 2 1 adenocarcinoma . 0 18.02.13 20 01.04.13 0 ?4.06.13 7,13 31,20
bevacizumabe
C18 carcinoma . Sem
4 0 1 o . Erlotinibe 35 09.08.12 13 27.09.12 5 38,40
indiferenciado progresséo
C19 2 0 1 adenocarcinoma Docetaxel 106 01.06.13 45 29.07.13 83 27.09.13 5,23 70,50

25



c20 1 2 1 adenocarcinoma Erlotinibe 15 17.10.12 20 28.11.12 13 ?4.01.13 2,67 61,53
c21 . Sem
4 X 1 adenocarcinoma Carbo+Pemetrexede 7 05.09.13 5 21,13
progressao
C22 . Carbo+taxol+
2 2 1 adenocarcinoma . 20 22.08.12 11 24.10.12 17 12.12.12 17,00 25,70
bevacizumabe
C23 . Carbo+taxol+
2 2 1 adenocarcinoma . 44 03.04.13 0 28.05.13 3 28.07.13 15,57 26,60
bevacizumabe
C24 4 3 1 adenocarcinoma Erlotinibe 10 06.06.13 18 12.08.13 20 11.10.13 24,17 25,33
C25 X 2 1 adenocarcinoma Carbo+Pemetrexede 0 16.08.12 0 17.10.12 54 D6.12.12 24,93 37,03
C26 4 0 1 adenocarcinoma Erlotinibe 33 10.05.13 58 04.07.13 13 28.08.13 20,30 38,63
c27 4 2 1 adenocarcinoma Carbo+Pemetrexede 15 07.03.13 5 10.04.13 0 D7.06.13 3,73 26,30
C28 2 0 1 adenocarcinoma Erlotinibe 96 04.03.13 55 17.04.13 38 10.06.13 10,77 42,83
C29 1 2 1 CEC Cisplatina+gemcitabina 0 02.05.13 25 02.07.13 40 31.08.13 2,03 7,00
C30 . Carbo+taxol+ Sem
2 2 1 adenocarcinoma . 15 22.03.13 3 27.05.13 0 23.07.13 5 27,90
bevacizumabe progressao
C31 3 0 adenocarcinoma gefitinibe 15 17.12.12 164 18.01.13 1,17 10,03
C32 3 0 adenocarcinoma Gemcitabina 150 16.08.12 2,47 22,13

26
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53 CTCS E CORRELACAO COM SOBREVIDA LIVRE DE

PROGRESSAO E GLOBAL

Para avaliacdo de sobrevida livre de progressao e global em funcéo
do nimero de CTCs no momento inicial (CTC1) foram considerados todos
0s 32 pacientes, dos quais se colheu amostras na totalidade. O valor do
ponto de corte estabelecido foi a mediana dessa coleta (16 CTCs/8mL de
sangue). A sobrevida livre de progressdo mediana nesse momento foi de
5,92 meses para aqueles pacientes cuja contagem esteve abaixo da
mediana (1,34 a 10,5 meses) e 5,16 meses para aqueles cuja contagem
esteve maior ou igual a mediana (0 a 12,75 meses). Essa diferenca néo

atingiu significancia estatistica (p=0,703)(Figura 2).
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Figura 2 - Sobrevida Livre de Progressao segundo mediana de contagem de

CTC1. A curva azul representa a curva de SLP dos pacientes com CTC1 abaixo da

mediana e a curva verde, dos pacientes com CTC1 = mediana (16 CTCs/8mL de sangue)
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A mediana de sobrevida global em funcdo do nimero de CTCs no
momento inicial (CTC1) foi de 16,31 meses (ndo atingida) para pacientes
com niveis de CTC abaixo da mediana e de 30,95 meses (8 a 53,9 meses)
para niveis iguais ou superiores a mediana. Essa diferenca néo foi

estatisticamente significativa (p=0,889)(Figura 3).

CTC bazseling

IWMenor guak 16 CTOs Bl
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oo 10.00 20,00 F.na 4000

Tempo (meses)

Figura 3 - Sobrevida Global segundo mediana de contagem de CTCL1. A curva

azul representa a curva de SG dos pacientes com CTC1 abaixo da mediana e a curva

verde, dos pacientes com CTC1 = mediana (16 CTCs/8mL de sangue)
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A mediana de sobrevida livre de progressao em funcdo do numero de
CTCs no primeiro seguimento (CTC2 ou primeiro follow-up) foi de 11,08
meses (0 a 22,61 meses) para 0s pacientes com niveis abaixo da mediana e
5,16 meses (0 a 10,69 meses) para 0s pacientes com niveis iguais ou
superiores a mediana. Apesar da diferenca numeérica, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p=0,083), o que pode ser atribuido ao nimero
pequeno de individuos com amostras coletadas neste tempo. A nitida
diferenca entre as curvas € evidenciada pela Figura 4. Da mesma forma,
esse padrdo se manteve nas curvas de sobrevida global (Figura 5), cuja
sobrevida global mediana néo foi atingida naqueles com niveis abaixo da
mediana e sendo de 30,95 meses (7,13 a 54,77 meses) naqueles com niveis
iguais ou superiores a mediana, apesar de nao haver diferenca
estatisticamente significativa entre as curvas dos pacientes com niveis

abaixo e acima ou igual @ mediana (p=0,45).
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Figura 4 — Sobrevida Livre de Progressao segundo mediana de contagem

de CTC2 (primeiro follow-up). A curva azul representa a curva de SLP dos pacientes

com CTC2 abaixo da mediana e a curva verde, dos pacientes com CTC2 = mediana (16
CTCs/8mL de sangue)
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Figura 5 — Sobrevida Global segundo mediana de contagem de CTC2

(primeiro follow-up). A curva azul representa a curva de SG dos pacientes com CTC2
abaixo da mediana e a curva verde, dos pacientes com CTC2 = mediana (16 CTCs/8mL de

sangue)

No segundo seguimento (CTC3 ou segundo follow-up), a mediana de
sobrevida livre de progressao foi de 7,03 meses (1,97 a 12,1 meses) para
niveis abaixo da mediana e de 8,48 meses (2,07 a 14,89 meses) para niveis
iguais ou superiores a ela, sem diferenca estatisticamente significativa (p
=0,952)(Figura 6). Em relacdo a sobrevida global, a mediana foi de 16,31

meses para niveis abaixo da mediana (ndo atingida) e de 30,95 meses para
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niveis iguais ou superiores a ela (5,08 a 56,82 meses). Nesse caso, tambéem

nao houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,918) (Figura 7).
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Figura 6 — Sobrevida Livre de Progressao segundo mediana de contagem

de CTC3 (segundo follow-up). A curva azul representa a curva de SLP dos pacientes

com CTC3 abaixo da mediana e a curva verde, dos pacientes com CTC3 = mediana (16
CTCs/8mL de sangue)
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Figura 7 — Sobrevida Global segundo mediana de contagem de CTC3

(segundo follow-up). A curva azul representa a curva de SG dos pacientes com CTC3
abaixo da mediana e a curva verde, dos pacientes com CTC3 = mediana (16 CTCs/8mL de

sangue)
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5.4 AVALIACAO DO IMPACTO DAS VARIAVEIS CLINICAS
MEDIANA DE IDADE, SEXO, ESTADIO T E ESTADIO N
AGRUPADO E NUMEROS DE SITIOS METASTATICOS NA

CONTAGEM DE CTCS NOS MOMENTOS 1,2 E 3

Foi feita analise de possivel impacto das variaveis clinicas mediana
de idade, sexo, estadios T e N agrupados e numero de sitios metastaticos e
contagem com niveis de CTCs nos trés momentos, atraves do teste de Qui-
Quadrado.

Conforme se pode visualizar no Quadro 3, ndo houve associacéo
estatisticamente significativa entre a contagem de CTCs no momento 1 e
variaveis clinicas. Houve uma tendéncia a menores niveis de CTCs no sexo

masculino (p=0,055).

Quadro 3 - Associacado entre niveis de CTCs no momento baseline e
variaveis clinicas sexo, mediana de idade, tipo histolégico, estadio T
agrupado, estadio N agrupado e numero de sitios metastaticos

. . NO e N1 Numero de
Mediana Tipo Tle2X N
Sexo X sitios

Idade Histolégico T3e4 _
N2 e N3 | Metastaticos

CTC1
(valor de p)

P=0,055 | P=0,144 | P=0,219 P=0,717 | P=0,135 P=0,706

No momento CTC2, ndo houve associacdo estatisticamente
significativa entre contagem de CTCs e variaveis clinicas sexo, mediana de
idade, tipo histologico, estadio T e N agrupados e numero de sitios

metastaticos (Quadro 4). Houve uma tendéncia a menores contagens de
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CTCs em estadios N (NO e N1) mais iniciais (p=0,083) e maiores contagens

em estadios T mais avancados (T3 e T4)(p=0,093).

Quadro 4 - Associagdo entre niveis de CTCs no momento 1o follow-up e
variaveis clinicas sexo, mediana de idade, tipo histolégico, estadio T
agrupado, estadio N agrupado e numero de sitios metastaticos

) ) NO e N1 Ndmero de
Mediana Tipo Tle2X »
Sexo X sitios

Idade Histoldgico T3e4d _
N2 e N3 | Metastéaticos

CTC2

P=0,411 | P=0,586 P=0,216 P=0,093 P=0,083 P=0,386
(valor de p)

No momento CTC3 (2° follow-up), ndo houve associacdo
estatisticamente significativa entre a contagem de CTCs e as variaveis
clinicas sexo, mediana de idade, tipo histoldgico, estadio T e N agrupados e

numero de sitios metastaticos (Quadro 5)

Quadro 5 - Associacdo entre niveis de CTCs no momento 20 follow-up e
variaveis clinicas sexo, mediana de idade, tipo histolégico, estadio T
agrupado, estadio N agrupado e niumero de sitios metastaticos

. ] NO e N1 Numero de
Mediana Tipo Tle2X N
Sexo o X sitios
Idade Histoldgico T3e4 ]
N2 e N3 | Metastéaticos

CTC3
(valor de p)

P=0,104 P=0,284 P=0,383 P=0,582 | P=0,920 P=0,864
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55 AVALIACAO DA CINETICA DA CONTAGEM DE CTCS E

CORRELACAO COM SOBREVIDA LIVRE DE PROGRESSAO

Nesse trabalho também foi avaliada variacado das contagens de CTCs
nos momentos inicial versus CTC2 e inicial versus CTC3 quanto a possivel
correlagdo com sobrevida livre de progressao.

Na avaliagdo CTC1 (baseline) versus CTC2 (primeiro follow-up), a sobrevida
livre de progresséo mediana foi de 8,48 meses (2,59 a 14,37 meses) para 0s
pacientes cujos niveis de CTCs apresentaram queda ou mantiveram-se
indetectaveis, versus 3,42 meses (0,82 a 6,01 meses) para 0s pacientes
cujos niveis aumentaram. Essa diferenca entre 0s grupos nao atingiu

significancia estatistica (p=0,171) e € ilustrada nas curvas da Figura 8.



38

. Frmeira coleta
L WRMSUS "tr':ﬂ.l"l.‘l a
colata
Numero absoluto de
CTCs
) 7 Diminig oo ge CTCS
0,8 fSumenta de CTCs
i Diminuicao de CTCs-
censLrads
Aumienba o CTCS-
censurado

0,45

Probabilidade de SLP (%)

T T T T T T T
J0 300 10,00 1500 20,00 25,00 30 00

Tempo (meses)

Figura 8- Sobrevida Livre Progressdo segundo cinética das CTCs no

momento CTC1 versus CTC2. A curva azul representa a curva de SLP dos pacientes

que evoluiram com diminuicdo dos niveis de CTCs, ou que mantiveram-se indetectaveis e a

curva verde, dos pacientes com aumento de CTCs

Quando se comparou CTC1 (baseline) versus CTC3 (segundo follow-
up), a sobrevida livre de progressdo mediana dos pacientes com niveis
decrescentes de CTCs ou sempre indetectavel foi de 8,48 meses (4,61 a
12,35 meses) versus 3,42 meses (0 a 10,4 meses) dos pacientes com
aumento dos niveis. Essa diferenca ndo atingiu significancia estatistica

(p=0,649) (Figura 9).
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Figura 9- Sobrevida Livre de Progressdo segundo cinética das CTCs no

momento CTC1 versus CTC3. A curva azul representa a curva de SLP dos pacientes
que evoluiram com diminuicdo dos niveis de CTCs, ou que mantiveram-se indetectaveis e a

curva verde, dos pacientes com aumento de CTCs
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5.6 AVALIACAO DE CONTAGEM DE CTCS NOS MOMENTOS 1,
2 E 3 E CINETICA NOS MOMENTOS CTC1 VERSUS CTC2 E CTC1
VERSUS CTC3 NA SUBPOPULACAO DE PACIENTES

SUBMETIDOS A DOUBLET DE PLATINA

Aventou-se também a possibilidade de que uma avaliacdo com
amostra mais homogénea de pacientes pudesse resultar em dados mais
fidedignos, j& que na populacdo que foi objeto de estudo foram incluidos
pacientes de primeira a quarta linha de tratamento. Para isso, foram
analisados apenas os pacientes submetidos a esquemas de guimioterapia
duplos, em que uma das drogas obrigatoriamente seria derivada de platina
(cisplatina ou carboplatina) ou doublet de platina. Essa subpopulacdo
continha 20 pacientes (Quadro 2).

Na comparagdo baseline versus CTC2, houve diferenca
estatisticamente significativa entre as diferentes cineticas quanto a sobrevida
livre de progressédo (p=0,047). Pacientes que evoluiram com queda na
contagem de CTCs ou que mantiveram-na indetectavel, a sobrevida livre de
progressao observada foi de 8,48 meses (0 a 19,61 meses), comparado com
3,42 meses (1,22 a 5,61 meses) dos pacientes que evoluiram com aumento.

(Figura 10).
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Figura 10 - Sobrevida Livre de progressdo segundo cinética de CTCs nos
momentos CTC1 versus CTC2 na subpopulacdo submetida a doublet de

platina. A curva azul representa a SLP dos pacientes com queda ou cujos niveis de CTCs

mantiveram-se indetectaveis. A curva verde representa SLP dos pacientes com aumento

dos niveis de CTCs
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Na comparagdo CTC1l versus CTC3 quanto a sobrevida livre de
progressdo, nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as
diferentes cineticas (p=0,477).A SLP foi de 8,48 meses (5,53 a 11,49 meses)
para os pacientes com queda dos niveis ou sempre indetectavel versus 3,42

meses (0 a 10,35 meses) para aqueles com aumento (Figura 11).
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Figura 11 - Sobrevida Livre de progressédo segundo cinética de CTCs nos
momentos CTC1 versus CTC3 na subpopulacdo submetida a doublet de
platina. A curva azul representa a SLP dos pacientes com queda ou cujos niveis de CTCs

mantiveram-se indetectaveis. A curva verde representa SLP dos pacientes com aumento

dos niveis de CTCs
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5.7 CORRELACAO DE CONTAGEM DE CTCS COM AVALIACAO

DE RESPOSTA RADIOLOGICA

Foram avaliadas as contagens de CTCs nos momentos 2 e 3 com
avaliacdo de resposta radiologica conforme critérios RECIST 1.1. As datas
de coletas de CTCs em cada momento, data da realizacdo das imagens nos
momentos baseline (imagem 1), cerca de 8 semanas apds imagem 1
(imagem 2) e 16 semanas ap0s baseline (imagem 3), bem como primeira
avaliacdo de resposta (resposta 1) e segunda avaliagdo de resposta
(resposta 2) de cada paciente estdo dispostas no Quadro 6. A avaliacdo de
resposta radioldgica, conforme critérios de RECIST 1.1 poderiam ser doenca
estavel (DE), progresséo de doenca (DP), resposta parcial (RP) ou resposta
completa (RC).

O teste estatistico realizado foi de Mann-Whitney. Nao houve relacéo
estatisticamente significativa entre niveis de CTC2 e resposta 1 (p=0,179),

nem dos niveis de CTC3 e resposta 2 (p=0,635)



Quadro 6 - Coleta de CTCs nos momentos 1, 2 e 3 e avaliacao de resposta radioldgica de cada paciente

.m e | mm_““
ial BI'I'IL} L8 /=T Lok 1] Wi [ 1]

17/04/2013 19/06/2013 0100272013 02/05/2013 04/07/2013 DE DE

0B/03/2013 0
@ 37/06/2013 o 28/D8/2013 45 0DI05/2013  2R/02013 DE

[0 zooem013 3 22013 5 072013 1SM02013  0BID1/2014 DE DP
PO zoma3i2013 0 21052013 15 2200712013 38 13/02/2013 01052013 10/06/2013 DE DP
I 10072013 150 08/08/2013 25 17/06/2013  26/09/2013 DP

Il 1eo20013 0 01/04/2013 4 17/06/2013 0 150272013 18042013  0308/2013 DE DE
FZBl  ososo13 150 0182013 24 30/09/2013 B3 28/02/2013 200082013  01/02/2014 DE DP
(ca I 214 2411002012 14 06M2/2012 5  24/08/2012 24102012 24/01/2013 DE DE
W oerorzodz 28 180 19/09/2012  3A02012 DE

BT 2m020013 24 03/04/2013 0 01/02/2013 20/04/2013 oP

[c11 T LE] 15 PEIDE2013 45 28/08/2013 BE  24/04/2013  10/07/2013  12/08/2013 DE DE
Bl osnocoi2 3 30102012 10 05M12/2012 5 050012012  09M1/2012 oP

B 2052013 10 25/04/2013 18/08/2013 DE

Bl 20032013 21 20104/2013 51 2410612013 0 010372013 17082013 oe

(c15 [ ZE 96 20/06/2012  04/0B/2012 DE
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BT 1mioze013 0 01/04/2013 20 24/06/2013 0 211172013 23042013 24/06/2013 DE DE
BT owoasoiz a5 27/08/2012 13 16/08/2012

2T owoso1s 106 20007/2013 45 27/09/2013 B3 1B/06/2013  O03DW2013  05/11/2013 DE DE
BT imioo12 15 2BM11/2012 20 24/01/2013 13 15/00/2012  0S/01/2013 oP

Tl osoozoi3 7 30/08/2013 171212013 RP
P 22082012 20 2411002012 11 12/12/2012 17 10072012 1702012 19112/2012 DE DE
[cza [T IELE] a4 PRIDE2013 0 260712013 3 27/0312013 02072013 17/09/2013 RP DE
BTl osos2013 10 12/D8/2013 18 11/10/2013 20 0B/05/2013 20082013 1802013 RP RC
(25 IERETVTTP 0 2411002012 0 061212012 54  20/04/2012 11102012 O7/0B/2013 DE DE
T 1oosi2013 a3 04/07/2013 58 27/08/2013 13 19/04/2013 270702013 22/110/2013 DE DE
Il o7moamois 15 10/04/2013 5 07/06/2013 0 28/02/2013  2ROS2013  27/06/2013 DE DR
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DE= doenca estavel, DP= progressao de doenca, RP= resposta parcial,RC= resposta completa
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5.8 |IMPACTO DAS VARIAVEIS CLINICAS NA SOBREVIDA

LIVRE E PROGRESSAO E SOBREVIDA GLOBAL

Foi avaliado o impacto das variaveis clinicas sexo, mediana de idade,

tipo histologico, estadio T (T1 e 2 versus T3 e 4) e N (NO e 1 versus N2 e 3)

na sobrevida livre de progressao e sobrevida global.

A SLP e SG conforme sexo, idade, estadio T e estadio N estdo

discriminados na Tabela 2 abaixo, sem significancia estatistica:

Quadro 7- Sobrevida Livre de Progressdo e Sobrevida Global conforme
variaveis clinicas sexo, mediana de idade e estadios agrupados T e N

SEXO MEDIANA ESTADIO T | ESTADIO N
IDADE AGRUPADO AGRUPADO
SLP Masculino <65 anos TleT2 NO e N1
(Valor de p) 5,92m 7,13m 5,16m 5,92m
Feminino 265 anos T3eT4 N2 e N3
3,68m 3,68m 5,92m 4,34m
(0,744) (0,422) (0,442) (0,563)
SG Masculino <65 anos TleT2 NO e N1
(Valor de p) nao atingido nao atingido 30,95m nao atingido
Feminino 265ano0s T3eT4 N2 e N3
16,31m 11,94m 13,12m 13,12m
(0,62) (0,142) (0,688) (0,534)

Quanto a variavel tipo histologico, houve diferenca estatisticamente

significativa tanto em SLP quanto SG, conforme pode ser observado nas

Figuras 12 e 13.
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Figura 12 — Sobrevida Livre de Progressao segundo tipo histoldgico. A curva

azul representa a curva de SLP dos pacientes com adenocarcinoma, a curva verde
representa 0s pacientes com carcinoma espinocelular e a amarela, pacientes com

carcinoma indiferenciado
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Figura 13 — Sobrevida Global segundo tipo histoldgico. A curva azul representa

a curva de SG dos pacientes com adenocarcinoma, a curva verde representa 0os pacientes

com carcinoma espinocelular e a amarela, pacientescom carcinoma indiferenciado
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6 DISCUSSAO

Cancer de pulmé&o néo pequenas ceélulas é a neoplasia maligna mais
comum no mundo, com incidéncia crescente nos ultimos anos (JEMAL et al.
2010) e com a maior parte dos casos sendo diagnosticada em fase
metastatica (ETTINGER et al. 2012). A descoberta de novas drogas
direcionadas para esse contexto recentemente alterou a curva de sobrevida
global, de cerca de 8 meses (SCHILLER et al. 2002) a 12 meses (SANDLER
et al. 2006) para cerca de 30 meses (MAEMONDO et al. 2010; ROSELL et
al. 2012). As possibilidades de tratamento sistémico da doenca avancada
atualmente abrangem quimioterapia convencional e terapia alvo (anticorpos
monoclonais, inibidores de tirosino-quinase anti- EGFR e ALK e
imunoterapias) (BRAHMER et al. 2015). Dentre os esquemas de
quimioterapia convencional, existem os tratamentos duplos com platinas e
taxanos ou antimetabolitos como pemetrexede e gencitabina, ou alcaloides
da vinca, ou ainda, droga isolada com anti-metabdlitos, taxanos ou
alcaloides da vinca.

As terapias alvo para cancer de pulmdo ndo pequenas células
avancado evoluiram rapidamente na ultima década. Partiu-se dos estudos
clinicos randomizados com bevacizumabe, anticorpo monoclonal anti- VEGF
(SANDLER et al. 2006; RECK et al. 2009; CRINO et al. 2010), passando
pela descoberta das drivers mutations e desenvolvimento de drogas

inibidoras de tirosino-quinase anti-EGFR (epidermal growth factor receptor)
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de primeira geracdo como gefitinibe e erlotinibe (MAEMONDO et al. 2010;
ROSELL 2012), segunda geracdo como afatinibe (SEQUIST et al. 2013) e
terceira geracdo como AZD9291 (JANNE et al. 2015; SEQUIST et al. 2015).
Foram também introduzidas no arsenal contra o CPNPC os anti-ALK
(anaplastic lymphoma kinase), anti-rearranjo ROS1 de primeira geracao
(SOLOMON et al. 2014; SHAW et al. 2014b) e segunda geracao (SHAW et
al. 2014a; GADGEEL et al. 2014). Na area da imunoterapia, resultados
surpreendentes também tém sido observados com os checkpoint inhibitors
anti-PD1 e anti-PDL1 (programmed cell death-1 e programmed cell death
ligand-1) principalmente pela possibilidade de resposta clinica a longo prazo
(BRAHMER et al. 2012, 2015).

Infelizmente, até o momento, 0 avan¢co que se vé no campo do
tratamento ndo € 0 mesmo que se vé no campo de desenvolvimento de
biomarcadores, principalmente no que diz respeito a avaliacdo de resposta
aos atuais tratamentos disponiveis. Desde a validagdo dos critérios de
RECIST 1.1 em 2009 EISENHAUER et al. nada surgiu como melhor
estratégia para avaliacdo de eficacia ao tratamento a que o paciente vem
sendo submetido para CPNPC metastatico. A conduta clinica padronizada
ainda é aguardar pelo menos 8 semanas para que 0s exames de imagem
evidenciem se esta havendo ou ndo resposta clinica. Se nao estiver
havendo resposta, 8 semanas podem ser suficientes para rapida
deterioragdo clinica, o que impossibilita tratamento com drogas

subsequentes, das quais o paciente poderia beneficiar-se.
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A necessidade de novos biomarcadores € urgente para melhor
conducdo do tratamento pelo clinico. Neste sentido, o aparecimento de
estudos com células tumorais circulantes (CTCs) no sangue periférico se
mostraram bastante interessantes, por se tratar de técnica pouco invasiva,
se mostrando promissora inclusive como forma de rastreamento para
deteccdo de CPNPC em pacientes portadores de DPOC (doenca pulmonar
obstrutiva crbnica). Recentemente, ILIE et al. (2014) avaliaram 245
pacientes com diagndéstico de DPOC, sendo 68,6% da amostra constituida
por populacéo controle tabagista e 31,4% por controle ndo tabagista. Foram
coletadas amostras de sangue para coleta de CTCs pelo método ISET
(Rarecells, France) e os pacientes portadores de DPOC foram submetidos
também a tomografia computadorizada de térax de baixa dosagem anual.
Houve deteccdo de CTCs em 3% dos pacientes portadores de DPOC e em
100% desses, surgiram nodulo suspeito em CT de baixa dose, com follow-
up mediano de 3,2 anos. Tais pacientes foram submetidos a tratamento
cirurgico, o qual revelou tratar-se de CPNPC em estadio precoce (lA).

Em doenga avancada de mama, coOlon e prOstata, a deteccdo de
CTCs mostrou correlacdo com prognadstico e resposta ao tratamento (BUDD
et al. 2006; DE BONO et al. 2008; KREBS et al. 2011; MA et al. 2012;
PARKINSON et al. 2012). A maioria dos estudos iniciais utilizou a técnica de
CellSearch™System (Johnson & Johnson), método imunomagnético,
baseado na expressdo de marcadores epiteliais. No entanto, estudos
posteriores com técnica de ISET, método de filtracdo (0 qual separa CTCs

baseado no tamanho das células) se mostraram superiores ao CellSearch
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em termos de melhor isolamento de CTCs. Isto se deu porque o ISET né&o
exclui células que nédo expressam EpCAM e citoqueratinas (FARACE et al.
2011; HOFMAN et al. 2011b; KREBS et al. 2012), como as células que
estdo em transicao epitélio-mesénquima (BARRIERE et al. 2012). Em nosso
trabalho utilizamos o método ISET.

Voltando aos céanceres de mama, colon e pristata metastaticos, a
presenca de CTCs identificou subgrupo de pacientes com maior risco de
progressao de doenca e pior sobrevida global, o que levou a aprovacao do
uso de coleta de CTCs para acompanhamento desses pacientes durante o
tratamento sistémico pelo FDA. Diferentemente para CPNPC metastatico, 0s
dados sdo mais escassos. KREBS et al. (2011) avaliaram presenca de
CTCs em 101 pacientes com CPNPC estadios Ill e IV antes da
administracdo do primeiro ciclo de quimioterapia primeira linha. Pacientes
gue apresentaram contagem de CTCs abaixo de 5 CTCs/7,5 mL de sangue
evoluiram com maior sobrevida livre de progressdao (6,8 x 2,4
meses;P<0,001) e global (8,1 x 4,3 meses; p<0,001) comparados aos
pacientes com niveis iguais ou acima desse ponto de corte. PUNNOOSE et
al (2012) avaliaram presenca de CTCs em 41 pacientes com CPNPC
metastaticos que seriam submetidos a segunda ou terceira linha de
tratamento sistémico com pertuzumabe e erlotinibe. A presenca de CTCs
abaixo ou acima do ponto de corte de 5 CTCs/7,5 mL néo esteve
relacionada a sobrevida livre de progressédo, mas niveis superiores a 5CTCs/
7,5 mL estiveram relacionados a resposta radioldgica conforme critérios de

RECIST (p=0,009). MUINELO-ROMAY et al (2013) também avaliaram
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presenca de CTCs antes do inicio da quimioterapia de primeira linha de 43
pacientes com CPNPC e encontraram diferenca estatisticamente significante
em sobrevida livre de progresséao (7,6 x 4,1 meses; p=0,034) e global (10,7 x
4,6 meses; p=0,008) entre pacientes que apresentavam contagem abaixo e
acima de 5CTCs/7,5 mL. JUAN et al (2014) coletaram amostras de sangue
de 37 pacientes com CPNPC avancado antes do inicio de quimioterapia com
docetaxel e gemcitabina. Nao houve diferenca quanto a sobrevida livre de
progressao (9,4 x 4,3 meses; p=0,35) e sobrevida global (12,2 x 8,1 meses;
p=0,76) entre 0s pacientes que apresentaram niveis abaixo de 2 CTCs/7,5
mL e iguais ou acima deste. Como pode-se observar, 0 melhor ponto de
corte para separacao prognostica em CPNPC ainda nao foi estabelecido.

Em nosso trabalho, foram coletadas amostras de sangue de 32
pacientes com diagndstico de CPNPC metastatico que iriam iniciar
tratamento sistémico pela primeira vez ou iniciar nova linha de quimioterapia
apos progressdo de doenga. Dos 32, apenas 21 coletaram as trés amostras
previstas por intercorréncia clinica na maior parte, ou recusa. Foi
considerado ponto de corte a mediana de CTCs colhidas em cada momento.
No momento CTC1 (baseline), ndo encontramos diferenca estatisticamente
significativa em termos de sobrevida global (p=0,889) ou sobrevida livre de
progressao (p=0,703) entre os pacientes que apresentavam contagem de
CTCs igual ou superior a mediana, inclusive havendo contraditoriamente
aparente maior sobrevida global para aqueles pacientes com niveis iguais
ou superiores a mediana (30,95 meses) versus agueles cuja contagem foi

inferior a mediana (16,31 meses).
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Poucos séo os estudos que avaliaram deteccéo de CTCs ao longo de
um determinado tratamento sistémico, para avaliar resposta radiologica e
desfecho clinico. Na publicacdo de MUINELO-ROMAY et al. (2013), houve
diferenca estatisticamente significativa em sobrevida livre de progresséao (8,5
X 4,2 meses; p=0,016) antes do segundo ciclo de quimioterapia entre os
pacientes que apresentavam queda de CTCs para menos que 2 CTCs/mL
comparados para aqueles que mantinham niveis acima disso. Pacientes
cujas contagens de CTCs se mantinham iguais ou superiores ao inicio apos
primeiro ciclo de quimioterapia apresentaram maiores taxas de progressao
radiolégica comparados aos pacientes cujas contagens diminuiram apés
primeiro ciclo. Em nossa avaliacdo, quando esses pacientes foram avaliados
no segundo momento, (CTC2), apos cerca de 8 semanas de tratamento,
observamos nitida separacao das curvas de sobrevida livre de progressao e
global entre aqueles pacientes que apresentaram contagens de CTCs
inferiores a mediana versus iguais ou acima dela (Figuras 4 e 5), apesar de
também ndo termos encontrado diferenca estatistica (p=0,083 e
p=0,45,respectivamente). Quando esses pacientes foram submetidos a nova
coleta apds 16 semanas do tratamento (CTC3), tanto a SLP quanto a SG
nao diferiram entre agueles com niveis iguais ou acima versus abaixo da
mediana, com aparente nova contradicdo com SG numericamente superior
(30,95 meses) nagueles com niveis iguais ou acima da mediana, comparado
com niveis abaixo (16,31 meses). Essas aparentes contradicbes poderiam
ser explicadas pela populacdo extremamente heterogénea incluida, com

pacientes de primeira a quarta linha de tratamento sistémico, cuja evolucao
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€ sabidamente diferente. Por exemplo, em primeira linha de tratamento,
existem estudos cuja SG atinge 12 a 19,3 meses (SANDLER et al. 2006,
ROSELL et al. 2012) e SLP atinge 6,2 a 9,7 meses, ao passo que em
segunda linha, a SG pode chegar ao patamar de 8,3 meses e a SLP, 2,9
meses (HANNA et al, 2004).

Além de avaliar o cutoff (mediana) de cada momento, analisamos
também a cinética das CTCs, ou seja, variacdo dos niveis ao longo do
tratamento. Houve uma tendéncia a maior SLP entre os pacientes que
evoluiram com queda nos niveis de CTCs ou mantiveram-se indetectaveis,
comparados aos pacientes com aumento desses niveis. Essa tendéncia foi
observada tanto na cinética dos momentos CTC1 x CTC2 (8,48 meses X
3,42 meses; p=0,171) quanto CTC1 X CTC3 (8,48 meses x 3,42 meses;
p=649). Quando essa mesma analise foi feita separando-se apenas o
subgrupo submetido a doublet de platina, na tentativa de haver maior
homogeneidade da amostra, atingiu-se a significancia estatistica. A SLP foi
maior entre os pacientes com gqueda nas CTCs ou que mantiveram-se
indetectaveis versus aumento nas CTCs (p=0,047) na cinética CTC1 X
CTC2. Apesar de nao estatisticamente significante, a mesma tendéncia se
manteve na cinética CTC1 x CTC3 na subpopulacdo submetida a doublet de
platina (8,48 x 3,42 meses; p=0,477).

Quanto ao impacto das variaveis clinicas na SLP e SG, encontramos
significAncia estatistica para ambas as sobrevidas apenas para tipo
histologico. Os pacientes com adenocarcinoma de pulmdo apresentaram

melhor desfecho em sobrevida comparado as demais histologias.
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Em estudo realizado por PUNNOOSE et al. (2012) foram realizadas
coletas de CTCs antes do inicio do tratamento e nos dias 14, 28 e 56 apds o
inicio deste. As avaliacdes de resposta foram feitas com PET-CT nos dias
14, 28 e 56 e CT do dia 56 apos inicio do tratamento. Os pacientes que
tiveram resposta parcial ou completa pelo PET-CT apresentaram maior
queda de CTCs em relagdo ao inicio (p=0,014), assim como 0s pacientes
com resposta parcial na CT no dia 56 (p=0,019). Em nosso estudo, nao foi
observada relacéo entre os niveis de CTCs nos momentos 2 (p=0,179) e 3
(p=0,635) com resposta radiologica.

Quanto a correlacdo entre CTCs e variaveis clinicas, MUINELO-
ROMAY et al. (2013) encontraram maior positividade para CTCs na
contagem inicial entre os pacientes N3 comparado com pacientes NO, N1 ou
N2 (58,3% x 22,2%; p=0,029). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre nimero de sitios de metastases (0 ou 1 versus 2 ou mais)
e positividade para CTCs (22,2% x 58,3%; p=0,12). KREBS et al. (2011)
também observaram maiores niveis de CTCs 22CTCs/7,5 mL entre os
pacientes com estadio mais avancado (IV) comparado com pacientes
estadios IlIA e llIB (p=0,04). Em nosso trabalho, ndo observamos relacéo
entre mediana de idade e niveis de CTCs acima ou abaixo da mediana nos
momentos baseline, primeiro follow-up e segundo follow-up. Essa
associacdo também néo foi observada para estéddio T (T1 e 2 versus T3 e 4)

e niveis de CTCs nos trés momentos.
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7 CONCLUSAO

Concluindo, CTCs sdo detectaveis em alta porcentagem dos
pacientes com CPNPC metastaticos.

Os niveis de CTCs abaixo da mediana apresentaram uma tendéncia
a melhor SLP e SG, especialmente apds 8 semanas do tratamento. Alem
das contagens isoladas em cada momento, pudemos observar que a
cinética ao longo do tratamento foi um indicio de melhor ou pior evolucéo
clinica. Pacientes que diminuiram os niveis de CTCs ou mantiveram CTCs
indetectaveis durante o tratamento apresentaram uma tendéncia a maior
SLP, tanto apos 8 semanas quanto 16 semanas do inicio do tratamento.

Neste trabalho, os niveis de CTCs ndo se correlacionaram com

resposta radioldgica.
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