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RESUMO

Ferreira Costa DJ. Identificacdo de células tumorais circulantes em pacientes com cancer de
canal anal e sua interagdo com virus HPV. [Disserta¢cdo]. Sdo Paulo: Fundagdo Antonio

Prudente; 2021.

O cancer tem se tornado um grande problema de saude publica em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, sendo responsavel por mais de 6 milhGes de casos/ ébitos a cada ano,
representando cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo. O cancer de canal anal
corresponde a 4% de todas as neoplasias malignas do trato digestivo baixo e tem como um
dos fatores etiolégicos, o virus do papiloma humano (HPV), o que lhe confere forte
associacdo com as doencas sexualmente transmissiveis. A imunossupressdo desencadeada
pelo HIV também pode acelerar a progressao de lesdes precursoras anais associadas ao HPV.
Muitos estudos tém demonstrado que as células tumorais circulantes (CTCs) sdo bons
marcadores para avaliacdo da evolugdo tumoral. Além disso, essas células s3o Uteis no
monitoramento da resposta ao tratamento, contribuindo para avancos na medicina
personalizada. O presente estudo teve como objetivos principais: 1) quantificar as CTCs das
coletas de primeiro e segundo momento; 2) Correlacionar os achados das analises com
evolucdo clinica dos pacientes. Foram coletadas 24 amostras de sangue total de pacientes
com cancer de canal anal localizado e candidatos a tratamento definitivo com quimio-
radioterapia. Os pacientes tiveram aproximadamente 10 ml de sangue coletados em tubos
EDTA em dois momentos distintos: antes do inicio do tratamento e apds seu término. O
sangue coletado foi filtrado em uma membrana pelo sistema ISET (/solation by SizE of Tumor
Cells, Rarecells, France). Apos a filtracdo, as células fixadas na membrana de policarbonato
foram submetidas a quantificacdo e a analise por imunocitoquimica (ICC) com os anticorpos
pl6, CD-45, PD-L1, RAD23B, TYMS e ERCC1 e CISH para detec¢do da presenca do RNAm do
virus HPV. O tempo mediano de seguimento foi de 11 28 meses (1,35- 16,61 meses). Entre
as amostras analisadas por ICC, ndo encontramos nenhuma CTC marcada para pl6, houve
um paciente cujas CTCs marcaram para PD-L1 na primeira coleta. Dois pacientes tiveram
suas CTCs expressando RAD23B na primeira coleta e um na segunda coleta. CTCs

expressando TYMS foram encontradas no material de trés pacientes na primeira coleta e em



um na segunda. ERCC1 estava expresso em CTCs de um paciente na primeira e de trés na
segunda, onde correlacionou-se com altos niveis de CTCs (p= 0,083) e com auséncia de
reposta clinica (p= 0,09), porém, sem significancia estatistica. Nenhuma CTC marcou para
CD-45, sendo este anticorpo usado somente para garantir a deplecdao de leucdcitos. Por
meio do CISH conseguimos verificar a positividade para HPV nas CTCs em 14 pacientes dos
15 incluidos no estudo na primeira coleta. Os parametros obtidos aqui podem ser
clinicamente Uteis para o melhor monitoramento dos pacientes com cancer de canal anal

nao metastatico, porém, estudos futuros com uma coorte maior precisam ser feitos.

Descritores: Neoplasias do Anus, Infecgdes por Papillomavirus, Células Neoplasicas Circulantes



ABSTRACT

Ferreira Costa DJ. [Identification of circulating tumor cells in patients with anal canal
cancer and their interaction with HPV viruses]. [Dissertacao]. Sdo Paulo: Fundagdo Anténio

Prudente; 2021.

Cancer has become a major public health problem in developed and developing countries,
accounting for more than 6 million cases of death each year, representing about 12% of all
causes of death in the world. Anal canal cancer corresponds to 4% of all malignant
neoplasms of the lower digestive tract and has as one of its etiological factors, the human
papilloma virus (HPV), which gives it a strong association with sexually transmitted diseases.
Immunosuppression triggered by HIV can also accelerate the progression of anal precursor
lesions associated with HPV. Many studies have shown that circulating tumor cells (CTCs) are
good markers for assessing tumor evolution. In addition, these cells are useful in monitoring
the response to treatment, contributing to advances in personalized medicine. The present
study had as main objectives: 1) To detect CTCs in patients with cancer of the located anal
canal and to identify the presence of the HPV virus in these cells; 2) assess whether there is a
relationship between presence of HPV and the number of CTCs, correlating the findings with
the clinical evolution of patients through the analysis of medical records. Whole blood
samples were collected from patients with cancer of the localized anal canal, candidates for
definitive treatment with chemotherapy. The patients had approximately 10 ml of blood
collected in EDTA tubes at two different times: before the start of the chemotherapy
treatment and after the end of the treatment. The collected blood was filtered on a
membrane by the ISET device (Isolation by SizE of Tumor Cells). After filtration, the cells were
fixed on the polycarbonate membrane and subjected to quantification and
immunocytochemistry (ICC) analysis with antibodies p16, CD-45, PD-L1, RAD23b, TYMS and
ERCC1. The median follow-up was 11 28 months (1,35- 16,61 months). There were collected
24 blood samples. Among the samples analyzed by ICC, we did not find any CTC marked for
pl16. There was one patients whose CTCs stained for PD-L1 in the first collection, two who
marked for RAD23B in the first collection and one in the second collection. Three patients

had CTCs marked for TYMS in the first collection and one on the second collection. ERCC1



was expressed in CTCs from one patient on the first and in three on the second collection
and correlated with higher numbers of CTCs at this moment (p= 0,083) and with absence of
clinical response (p= 0,09), although without statistical significance. No CTC stained for CD45,
as this antibody was used only to guarantee leukocyte depletion. Through CISH, we verified
positivity for HPV in CTCs in 13/15 patients in the first blood collection. The parameters
obtained here can be clinically useful for better monitoring of patients with non-metastatic

anal canal cancer, however, future studies with a larger cohort need to be done.

Keywords: Anus Neoplasms, Papillomavirus Infections, Circulating Neoplastic Cells
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1 INTRODUCAO

O cancer tem se tornado um grande problema de saude publica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo responsavel por mais de 6 milhdes de
casos Obitos a cada ano, representando cerca de 12% de todas as causas de morte no
mundo (Guerra 2005). De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) foi
estimada a ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer no Brasil para 2020. A
distribuicdo da incidéncia por regido geografica mostra que as regides Sul e Sudeste
concentram 70% da ocorréncia de casos novos, sendo que na regido Sudeste encontra-
se quase metade dessa incidéncia. Existe, entretanto, grande variagdo no nimero e nos
tipos de cancer entre as diferentes regidoes do Brasil (Ministério da Saude 2020).

O surgimento do cancer se da a partir de uma Unica célula cujo material genético
sofre mutacdo e que se multiplica por mitose. As células descendentes passam a
acumular novas mutacdes que, somadas, formam uma célula cancerosa. Esta, por sua
vez, prolifera rapido, acaba perdendo sua capacidade de aderéncia e secreta enzimas
gue atacam a matriz extracelular, invadindo tecidos vizinhos. Essas células, também
penetram em vasos linfaticos e venosos, espalhando-se pelo organismo, podendo
aparecer em locais distantes do de origem, formando assim, tumores secundarios
conhecidos por metastases (Junqueira e Carneiro 2012).

Alguns fatores de risco também estdao associados ao desenvolvimento de
diferentes tipos de canceres, entre eles podemos citar o tabagismo, alimentacao,
radiacdo, infec¢bes por determinados microrganismos como o papiloma virus humano
(HPV), virus da hepatite B e C, o virus Epstein barr, e Helicobacter pylori (ONCOGUIA
2018).

1.1 CANCER DE CANAL ANAL E A PRESENCA DO PAPILOMA ViRUS HUMANO
O cancer de canal anal corresponde de 2 a 4% de todas as neoplasias malignas do

trato digestivo na América do Norte e tem entre as suas multiplas causas, como um dos

fatores etioldgicos, o virus do papiloma humano (HPV), o que lhe confere forte



associacdo com as doencas sexualmente transmissiveis. Os tumores anais podem
ocorrer na borda anal ou no canal anal, até a transicdo com o reto (Santos 2007).

A imunossupressao desencadeada pelo HIV pode acelerar a progressao de lesdes
precursoras anais associadas ao HPV. Embora o carcinoma de células escamosas do
canal anal ndo seja uma doenca maligna que defina a AIDS (Sindrome da imunodefiéncia
adquerisa), as displasias e canceres relacionados ao HPV s3ao comuns em individuos
infectados pelo HIV (Chiao et al. 2005). Em paises de alta renda, a incidéncia de cancer
anal aumentou nas pessoas HIV soropositivas, mesmo com introdu¢ao da terapia
antirretroviral combinada (TARV), e no subsequente aumento da expectativa de vida
(Lin et al. 2018).

As alteragGes gendmicas promovidas pelo HPV vao desde mutagdes pontuais até o
silenciamento génico ou ativacdo de proto-oncogenes (Urgoiti et al. 2014). A proteina E7
do HPV oncogénico é responsdvel pelo aumento dos niveis de expressdao de proteina
p16. De acordo com esta hipdtese, a disfuncdo da proteina pRb, através da associacdo
com a proteina E7 do HPV, aumenta a liberagdo do fator de transcricdo E2F, resultando
em superexpressao da proteina pl6. Esta por sua vez, é controlada por feedback
negativo exercido pela pRB, levando a progressao anormal do ciclo celular (Serup et al.
2014). Portanto, a carcinogénese promovida pelo HPV é um processo de multiplas
etapas, onde mutacdes alteram a fisiologia das células que, assim, alteram o
funcionamento do tecido.

O mecanismo molecular que permite a entrada do HPV na célula ainda ndo é
muito bem compreendido. Entende-se que a entrada ocorra via endocitose, por
vesiculas cobertas por clatrina, sendo um processo lento e complexo que pode durar
horas. O desnudamento do virus, no interior da célula, permite que o DNA viral seja
transportado para o nucleo. O virus reconhece receptores especificos presentes apenas
em células indiferenciadas. Por isso, a infeccdo inicia-se na camada basal da epiderme,
com consequente formacdo de microlesdes na pele ou mucosa (Mikulici¢ et al. 2019;
Bannach et al. 2020).

A classificacdo do HPV ocorre de acordo com seu potencial oncogénico. HPVs sao
considerados de baixo risco, associados a lesGes benignas, enquanto os de alto risco sdo

associados ao cancer (Alves et al., 2021).



Tabela 1- Genétipos do virus HPV

TIPOS SUBTIPOS

Alto Risco 16,18, 45 e 48

Risco Intermediario 31,33,35,39,51e52
Baixo Risco 6,11,41,42,43 e 44

O HPV pertence a familia Papovaviridae e é constituido por uma Unica molécula
de acido desoxirribonucleico (DNA) circular duplo, contendo aproximadamente 7.900
pares de base. O genoma do HPV é organizado em trés regides: regido precoce (E),
regido tardia (L) e regido reguladora (URR) (Piotto et al. 2020). Os genes L1 e L2
codificam as proteinas do capsideo viral e os genes capsideo codificam as proteinas
envolvidas na replicagao viral e na transformacao celular. As proteinas E1 e E2 estdo
envolvidas na replicagdo viral, a E5 parece atuar sinergicamente com o fator de
crescimento epidérmico EGF (Epidermal Growth Factor). A proteina E6 degrada e inativa
a proteina celular p53 por protedlise, mediada pela ubiquitina. Um polipeptideo celular
do hospedeiro chamado de polipeptideo associado a E6 (E6-AP) inicialmente liga-se a E6
e o complexo E6/E6-AP atua como uma ubiquitina-ligase, conjugando ubiquitina a p53
(Calumby et al. 2020).

A degradacdo da p53 resulta em aumento da instabilidade genética e em acumulo
de mutagdes oncogénicas. Este mecanismo in vivo pode ser especialmente importante
nas fases iniciais da progressdo tumoral. A proteina E7, por sua vez, liga-se as formas
hipofosforiladas da pRb (Nagib et al. 2019). Esta interacdo libera o fator E2F,
desencadeando o processo de replicacdo do DNA e aumentando a proliferacao das
células do epitélio infectado. O gene P16/INK4a, por sua vez, tem sua expressao
controlada por feedback negativo exercido pela pRB. Assim, a inativacao de pRB por E7
resulta no acumulo de p16 nas células infectadas. Portanto, a carcinogénese promovida
pelo HPV é um processo de multiplas etapas sequenciais, onde mutacdes alteram a

fisiologia das células (Fischer et al. 2017; Sem et al. 2018; Assis et al. 2019).



Tabela 2 - Relagdo entre os genes do Papilomavirus Humano e suas requeridas fungdes.

Expressao Genes Fungao
Génica
Precoce E1l Replicagdo do DNA viral
E2 Controle da transcricao e replicacao
E4 Maturacgdo do virus e alteragdo da matriz intracelular
ES, E6, E7 Estimulo da proliferagao e transformagdo celular
Tardia L1 Codifica proteina principal do capsideo
L2 Codifica proteina secundaria do capsideo
1.2 PROTEINA P16

O pl16 INK4a é uma proteina supressora de tumor envolvida em varias respostas

celulares relacionadas ao estresse, incluindo apoptose. Linhas de evidéncia recentes

indicam que p16 INK4a também é um modulador da expressao génica. Em resposta a

diversos tipos diferentes de estresse, p16 liga-se a CDK4 /6 e anula sua ligagdo a ciclinas

do tipo D. Isto inibe a fosforilagdo mediada por CDK4/6 da proteina pRB, o que impede a

transcricdo mediada por E2F de genes necessdrios para a sintese de DNA. Existem

estudos apontando que p16 INK4a modula os niveis de varios microRNAs em certos

tumores como cervical, mama e cabeca e pescoco, podendo estar associado ao mau

progndstico. Além disso, a proteina p16 INK4a tem a capacidade de interagir com outras

proteinas, regulando a expressdo de genes envolvidos em diversos processos, como

controle do ciclo celular, tumorigénese e senescéncia (Souza et al. 2007; Al-Khalaf et al.

2013).
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Figura 1 - HPV E6 e E7 interrompem as vias moleculares de pRb. HPV E7 inativa pRb que
estimula a expressao da proteina p16 que desempenha um papel importante no ciclo

celular. Sua desregulagdo contribui para formacdo de células malignas.

1.3 PROTEINA ERCC1

A conservacgao e a estabilidade da informagdo genética ndo dependem apenas de
um mecanismo preciso para copiar as sequéncias de DNA antes da divisdo celular, mas
também da manutencgdo precisa da informagdao geno6mica pela maquinaria de reparo do
DNA. Alguns fatores sdo responsaveis pelas lesdes no DNA, como a luz ultravioleta (UV),
radiacBes ionizantes e agentes quimicos genotéxicos. As diferentes vias de reparo do
DNA compartilham varias etapas durante seu processo de reparo e, as vezes, até os
mesmos fatores sdo encontrados nas diferentes vias. Este é claramente o caso da
endonuclease especifica da estrutura do Excision Repair Cross Complementing Group 1-

ERCC1 (Faridounnia et al. 2018).

ICI. (Mucleotide

Excision Repair)

(Interstrand
Cross-Link Repair)

T

DNA repair

Figura 2 - Via de reparo por excisdo de nucleotideos (ERCC1)

O gene ERCC1 codifica uma proteina de 297 aminoacidos com peso molecular de
32,5 kDa, de localidade nuclear e propriedades estruturais de hélice, com capacidade de
ligar-se ao DNA. A funcdo da ERCC1 além de estabilizar a Xeroderma pigmentos um

grupo de complementacgao F-XPF, inclui uma ligacdo funcional com toda maquinaria de



Nucleotide excision repair-NER, pois interage com Xeroderma pigmentos um grupo de
complementacdo A-XPA, e contribui para selecdo do substrato de DNA. Seu papel é
essencial no reparo por excisdo de nucleotideos em lesdes ao DNA que distorcem a
hélice, particularmente nos danos causados por luz ultravioleta. O aumento da
expressdo de ERCC1 em tumores de pacientes expostos ao tratamento com cisplatina
tem sido descrito na literatura como um fator de mau progndstico, associado a
resisténcia a platina e pior sobrevida global (Kim et al. 2020).

Varios estudos tém avaliado a relevancia clinica do papel de ERCC1 no
mecanismo de reparo de DNA em cancer de ovario, cancer gastrico, cancer colorretal,
carcinoma epidermodide de esdfago, carcinoma de pulmdo ndo-pequenas células. Em
linhagens celulares de cancer de ovdrio e em tecido de pacientes portadores desta
neoplasia, foi demonstrado que o aumento da expressao de ERCC1 estava associado a
resisténcia a cisplatina (Castro, 2009).

Alguns estudos que avaliaram a expressao de ERCC1 por imunoistoquimica (IHC)
mostraram resultados conflitantes porque isoformas distintas desse marcador sdo
avaliadas de forma heterogénea por IHC. J4 os estudos de expressdo génica mostram
associacdao entre alta expressdao de ERCC1 e resisténcia a platina. Um estudo clinico
demonstrou que o nivel de expressao de mRNA ERCC1 intratumoral foi um marcador
preditivo independente de resposta antitumoral e controle de doenca para pacientes
tratados com quimioterapia com 5-FU e oxaliplatina em cancer colorretal metastatico

(Shirota et al. 2001).

1.4 PD-L1 (Programmed Death ligant 1)

A proteina 1 de morte celular programada (PD-1) desempenha um papel vital na
inibicdo das respostas imunoldgicas e na promocdo da autotolerancia por meio da
modulacdo da atividade das células T, ativando a apoptose das células T especificas para
o antigeno e inibindo a apoptose das células T reguladoras. O Ligante de Morte Celular
Programada 1 (PD-L1) é uma proteina transmembranar considerada um fator co-inibidor
da resposta imune, pode se combinar com PD-1 para reduzir a proliferacdo de células
PD-1 positivas, inibir sua secrecdo de citocinas e induzem a apoptose (Doroshow et al.,
2021). PD-L1 também desempenha um papel importante em vérias doencas malignas,

onde pode atenuar a resposta imune do hospedeiro as células tumorais. Com base



nessas perspectivas, O eixo PD-1 / PD-L1 é responsavel pelo escape imunoldgico do
cancer e tem um grande efeito na terapia do cancer (Han et al., 2020).

A inibicdo da sinalizagdo PD-1 / PD-L1 é uma estratégia vidvel para normalizar o
microambiente tumoral desregulado. Até agora, os tratamentos a-PD-1 / PD-L1
exibiram atividades antitumorais potentes em varios tipos de cancer, como melanoma,
cancer de pulmao de células ndao pequenas (NSCLC), cancer gastrico, cancer de figado,

cancer urotelial, linfoma e todos Canceres MSI-high (Yi et al., 2021).

Cancer cell

PD-L1/PD-L2 ‘

|

1.Activation |,

2.Proliferation |,

3.Cytokine secretion
_4.T cell survival

Figura 3- O eixo PD-1 / PD-L1 inibe a ativag3o, proliferacdo e sobrevivéncia de células T e sua

secregao citotoxica.

1.5 RAD23B

E uma proteina humana de reparo por excisdo de nucleotideos (NER) causados
principalmente por danos através da UV. A proteina RAD23B, juntamente com
o xeroderma pigmentoso do grupo C (XPC), forma um complexo envolvido na via NER do
genoma global. O dominio STI1 (ligacdo da chaperona de choque térmico) perto do
terminal C de Rad23B é importante para sua interacdo estreita com a proteina XPC (Li et
al., 2021). O XPC é necessario para a etapa inicial de reconhecimento de danos,
consistindo em seis fatores principais do NER - XPC-RAD23B, TFIIH, XPA, RPA, XPG e
ERCC1-XPF - repara com eficiéncia grandes lesdes desestabilizadoras da hélice embora
seja muito ineficiente para reparar algumas ndo lesGes desestabilizadoras,

notavelmente CPDs. No entanto, os CPDs sdo reparados nas células, embora com


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/base-excision-repair
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/xeroderma-pigmentosum
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/xeroderma-pigmentosum-group-c-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/xpa

eficiéncia relativamente baixa, e seu reparo depende de UV-DDB, o que facilita o acesso
de XPC na cromatina nas células (Um et al., 2018). Como demonstrado na imagem a

baixo:

Bulky adducts CPDs

sumo—~| uv-ooe ()
Ub ™| HDAC "
Chr-remodelers

=
\ ]

[
XPC/RAD23B

\ HDAC
Chr-remodelars/

,IDII]M XPC/RAD23B

Figura 4: Modelo dos mecanismos de reconhecimento de danos no NER

1.6 TYMS (Thymidylate Synthase)

A timidilato sintase (TS) é uma enzima chave na criacdo da timina, um bloco de
constru¢ao do DNA. A atividade da timidilato sintase nas células é geralmente muito
baixa. Quantidades elevadas podem ser expressas em sistemas de expressao
apropriados, geralmente em E. coli. A TS de diferentes fontes, como humanos,

camundongos, ratos, fungos, bactérias e virus, foram clonados e sequenciados e foi



observado que sua expressdao TS é regulada de forma complexa, envolvendo vdrios
niveis de controle, incluindo transcrigdo, pds-transcricdao, traducdo e pds-traducdo
DiPaolo e Chu (Ferrari et al., 2018). A expressdo de TS em tumores correlaciona-se com
a resposta a quimioterapia com inibidores de TS o fluorouracil compete com o substrato
natural para se ligar ao sitio ativo TS. Quando ligado ao TS, o fluorouracil inibe sua

atividade, interrompendo a sintese de DNA (EI-Naggar et al., 2017).

Synthesis

Synthesis
— A "\:\‘
Thymidylate synthase (TS) R §
\ — C TN

Figura 5: Ativagao da TS e a competigao do 6-Fluorouracil com o substrato.

1.7 CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES (CTC)

As Células Tumorais Circulantes (CTCs) sdo células raras provenientes do tumor

primario ou sitio metastatico que podem ser destacadas no processo de entrada na
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circulacdo sanguinea, e sdao conhecidas por desempenhar um papel importante no
processo de metdstase. Estas células tém caracteristicas intrinsecas especificas de
invasdo e sobrevivéncia na circulacdo sanguinea (Pantel e Alix-Panabieres 2013). O
primeiro registro das CTCs foi realizado em 1869, pelo médico residente australiano
Thomas Ashworth. Ele percebeu que na veia safena de um paciente havia células
parecidas com as encontradas em um tumor que o mesmo paciente apresentou na
parede anterior do seu térax e abdomen (Asworth, 1869).

As CTCs tém a capacidade de formar microémbolos que sdo aglomerados de trés
ou mais CTCs, que quando unidas, sdo capazes de resistir a morte na circulagdo
sanguinea. Além disso, esses aglomerados ainda podem estar associados com
leucdcitos, fibroblastos, células endoteliais e plaguetas, que as auxiliam no processo de
escape do sistema imunoldgico (Krebs et al. 2014).

As células do tumor primdrio que caem na corrente sanguinea podem passar por
um processo chamado de transicdo epitélio-mesénquima (TEM). Sdo células que
apresentam uma elevada capacidade de sobrevivéncia em ambientes indspitos, o que
Ihes permite colonizar locais distintos ao da sua origem (Paterlini et al. 2007). Existe a
hipdtese de que as CTCs possam ser uma populacdo celular semelhante as células
iniciadoras tumorais ou células germinativas tumorais (CGT), que se originam pela
diferenciacdo, através da TEM do tumor primdrio, constituido por tecido diferenciado
(Mendes 2016).

As CTCs sdo vulneraveis a agressdo imunoldgica, especialmente por células
Natural Killers. Contudo, interacdes entre CTCs e outros tipos de células na circulagao
podem facilitar sua passagem e extravasamento em locais distantes, especialmente com
plaquetas, neutrdfilos, mondcitos/macréfagos e células endoteliais (Lambert et al.
2017).

As CTCs, assim como os tumores dos quais provém, sao o alvo natural dos
tratamentos anti-tumorais, portanto sua persisténcia na circulacdo sanguinea pode
fornecer informacdes importantes sobre ineficicia do tratamento antes que as
metastases se desenvolvam (Rhim et al. 2012). Portanto, o estudo de CTCs mostrou ser
um bom biomarcador para avaliacdo precoce da evolu¢do do tumor em muitos estudos

(Abdallah et al. 2015; Pantel e Alix-Panabieres 2017).
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1.8 ISOLAMENTOS DE CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES

Devido a comprovagdo das CTCs como fator progndstico em diversos tumores,
como de mama, melanoma, pulmao, ovario, pancreas e prostata (Ma et al. 2013), a
necessidade de detecgao de CTCs tornou-se cada vez mais urgente, muitas abordagens
foram usadas para isolar CTCs de sangue total, incluindo separag¢dao usando pérolas
imunomagnéticas e substratos nanoestruturados conjugados com anticorpos de
superficie de células cancerosas, embora poucos deles tenham sido aplicados com
sucesso na clinica (Van der Toom 2018).Um resumo das tecnologias disponiveis pode ser

observado na Tabela 2.



Tabela 3 - Tecnologias disponiveis para isolamento de CTCs
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Dispositivo Tecnologia Tipo de tumor Valor Clinico Observagoes
Nanoparticulas Magnéticas
CellSearch Nanoparticulas de ferrofluido revestidas com -Tumores -Prognostico Tratamento Aprovado pela FDA - uso de anticorpos

(Menarini Silicon
Biosystems)

AdnaTest
(Adnagen)

Sistema MACS
(Miltenyi Biotec)

MagSweeper
(lllumina)

Microssistemas
Senoidais
Modulares
(BioFluidica)

GEDI

EpCAM para a selegdo de células EpCAM +. As
células capturadas sdao confirmadas por coloragdo
IF de CK 8 18,19 e auséncia de CD45

Esferas magnéticas revestidas com um coquetel de
anticorpos (EpCAM, MUC-1, etc.). As CTC
capturadas sdo entao analisadas por painéis de
genes RT-PCR multiplex

Enriguecimento imunomagnético de CTC por
anticorpos de superficie contra marcados

Isolamento imunomagnético de CTC por
anticorpos contra EpCAM e marcadores de
superficie celular de amostras de sangue ndo
fracionadas

Combinagdo de trés mddulos para selegdo,
contagem e enumeragdo de CTCs. O chip é
composto por 320 microcanais sinusoidais
revestidos com anticorpos para a captura de CTC
seguida de identificagdo fenotipica.

Imunocaptura diferencial aprimorada
geometricamente, em que os anticorpos contra
HER2 e PSMA sdo imobilizados com alta
especificidade de captura de sangue ndao
processado

metastaticos de
mama, protata e
colorretal

-Mama, préstata,
ovario, célon

-Cancer de pulmao
ndo pequenas
células (NSCLC)
-mama (HER2+)
-Mama,-Préstata,
Coloretal

Microfluidica
-Pancredtico

-Mama
-Préstata

-Progndstico —auxilio na
definicdo de regime de
tratamento

-Prognéstico

-Perfil genético -
Descoberta de drogas

Diagndstico

auxilio na definigdo de regime

de tratamento
-Correlagdo entre CTC e
tumor primdrio

(dependéncia de marcadores)

-Baixa pureza do CTC capturado - Sensibilidade:
27%, 32%, 70% -

Especificidade: 89%, 99,7%, 93%

- Técnica de captura mais clinicamente validada
Analisa amostras de sangue e medula 6ssea
-Andlise de RNA apds-enriquecimento por RT-PCR
-Alta sensibilidade

-Alta contaminagdo com leucécitos -Limite de
detec¢do:>2 CTCs/7,5mLa

-Sensibilidade: 73%

Identifica CTCs EpCAM negativos, mas ndo CK
negativos.

Pode funcionar com deplec¢do de leucdcitos
(enriquecimento negativo por anti CD45)

Alta pureza de CTC capturado (quase 100%)
-Processamento de alto rendimento (9mL/h)
-Detecta 1-3 CTCs / mL

-Sensibilidade: 100%

Sensor elétrico para contagem e
determinagdo da viabilidade

-Celular enumeracgéo é baseada no sensor de
impedancia

-Alta pureza (> 86%) com um excelente
rendimento de recuperados

-Processos 7,5 mL/ h

Alta especificidade de captura - Detecta até 27
CTCs / mL alta pureza (cerca de 26%) -
Sensibilidade: 94%




Cont/ Tabela 2
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Dispositivo Tecnologia Tipo de tumor Valor Clinico Observagoes
Chip em espiral Dispositivo de mistura microfluidica de alto -Prostata Analise histologica Os estudos minimos foram avaliados e todos
(HB) rendimento que permite a captura eficiente de sdo pré-clinicos
CTC em superficies revestidas com anticorpos -Processos 4,8 mL/ h
-Pode detectar até 12 CTCs / mL
-A pureza do CTC capturado é de cerca de 14%
Chip GEM Estrutura do chip de mistura aprimorada -Pancreas Monitoramento da resposta Uso de anticorpos ou coquetel de anticorpos
geometricamente que permite a captura ao tratamento -Alta eficiéncia de selegao
aprimorada de CTC em superficies revestidas com -Diagndstico -Processos 3,6 mL/ h
anticorpos
OncoCEE Chip microfluidico com superficies internas -Mama Progndstico e Diagndstico, Alta probabilidade de captura de CTC
(enriquecimento funcionalizadas com um coquetel de anticorpos auxilio na definigdo de regime  -A analise de CK + e CK- CTC é viavel
e extragao contra marcados associados a tumor e de tratamento -Sensibilidade: 95%
celular) marcadores mesenquimais. -Especificidade: 92%
(Biocept)
LiquidBiopsy ® Chip microfluidico com superficies revestidas com -Mama Perfil genético da CTC Processa 5mL/ h
(Cynvenio) anticorpos para selegdo positiva de CTC com -Pulmao -20% de precisdo de erro e 25% de precisdo de
analise direta automatizada de DNA erro
-Alta pureza das células detectadas
-0 fluxo da bainha diminui a ligagdo ndo
especifica
Chip de éxido de Nanofolhas de dxidos de grafeno funcionalizados  -Mama Progndstico Alto rendimento de captura
grafeno (GO) com anticorpos de captura contra marcadores de  -Pancreas -Processos 1-3mL/ h
superficie celular de CTC com alta sensibilidade -Pulmao -Estudos minimos foram avaliados e todos sao

Ephesia (chip
CTC)

Particulas micromagnéticas funcionalizadas com
anticorpos EpCAM s3o montadas em uma
plataforma microfluidica (colunas)

Modalidade dupla

-Mama -Progndstico
-NSCLC -Diagndstico
-Prostata

-Colorretal

pré-clinicos
-Sensibilidade: 73 + 32,4 a 3-5 células por mL de
sangue

Alta especificidade de captura

-Processos maisde 3 mL/ h

-Viabilidade das células capturadas mantida a
98%

-Sensibilidade: 99,1%

-Especificidade: 100%
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Dispositivo

Tecnologia

Tipo de tumor

Valor Clinico

Observagoes

IsoFlux (Fluxion)

Separador
magnético
quadrupolo

CTC-ichip

IsoFlux (Fluxion)

Uma plataforma microfluidica de fluxo
controlado e sistema de granulos de captura
imunomagnética

Enriguecimento de CTC negativo combinando
estresse de fluxo viscoso e forga magnética para a
recuperagao de CTC ndo rotulado

Deslocamento lateral deterministico, focagem
inercial e magnetoforese para isolamento rapido
de leucdcitos usando anticorpos anti-CD45 e anti-
CD66B (enriquecimento negativo) ou esferas
ativadas por EpCAM para enriquecimento CTC
(enriquecimento positivo)

Uma plataforma microfluidica de fluxo
controlado e sistema de granulos de captura
imunomagnética

Filtragao

ISET © (Diagndsti
co Rarecells)

Sistema
MetacCell ®
(MetaCell Ltd.)

Isolamento e enriquecimento baseado em
filtragem (filtros de policarbonato)

Enriqguecimento baseado em tamanho e
separagao

-Mama
-Préstata

-Mama

-Cancer positivo
para

EpCAM

-Cancer
negativo para
EpCAM

-Mama
-Préstata

-Pulmé&o (ndo
pequenas
células)
-Mama
-Melanoma
-Carcinoma
hepatocelular
-Esofagico
-Pulmao
-Pancreas

-Diagnéstico

-Prognostico
-Tratamento

Diagndstico

-Diagndstico

-Prognostico
-auxilio na definicdo de
regime de tratamento

-Diagndstico
-Progndstico

50% taxa de captura
-Capacidade para detectar alteragdes genéticas

Detecta heterogeneidade entre CTC por IF

-A andlise de multiparametros é necessaria

-Os estudos minimos foram avaliados e todos
sdo pré-clinicos

Desenvolvido na Janssen Diagnostics (em
andamento) -

Enriquecimento positivo e negativo

- Combina a separagdo baseada no tamanho de
WBCs -

Processos 8 mL/ h

- Baixa pureza de CTC capturado (cerca de 8%)
- Limite de detecg¢do: <30 CTCs / 7,5 mL

50% taxa de captura

-Capacidade para detectar alteragdes genéticas

Captura de eficiéncia em comparagdo com
CellSearch

-label-livre (sem necessidade de utilizacdo de
anticorpos)

-Detecgdo limite: 1 CTC / mL

-Sensitivity: 76,37% um

-Specificity: 82,39%

Permite analise pds-captura e cultura de células




Cont/ Tabela 2

15

Dispositivo Tecnologia Tipo de tumor Valor Clinico Observagoes
ScreenCell ® Separagao por exclusdo de tamanho baseadaem  -Melanoma -Diagndsticos Andlise de pds-captura e cultura de células -
Cyto filtro e enriquecimento de CTC -auxilio na definigdo de Permite exames microscépicos de CTC coletados
regime de tratamento - Estudos minimos foram avaliados e todos sdo

pré-clinicos

CellSieve (Creatv Isolamento e enriquecimento com base em -Mama -Prognéstico Isolamento de alta eficiéncia em comparagdo

MicroTech) micofiltro -Préstata -Diagndstico com a tecnologia CellSearch
-Post capture histo- e imunofenotipica
caracterizagdo de CTC

Separagdo por gradiente de densidade

Coquetel de Sele¢do de imunodensidade negativa para CTC -Pancreas Progndstico As células indesejadas sdo direcionadas para

enriquecimento usando complexos de anticorpos tetraméricos -Mama remogao com Complexos de Anticorpos

RosetteSep ™ que reconhecem CD45, CD66b e glicoforina em Tetraméricos que peletizam com hemidcias

CTC / Deplegdo células brancas e hemdcias respectivamente

EasyStep CD45

(STEMCELL

Technologies)

OncoQuick Separagdo de eritrdcitos e alguns leucdcitos de -Cancer -Prognéstico Tecnologia dupla para separagao de CTC com

(Greiner BioOne, CTC por filtragdo por membrana porosa seguida gastrointestinal base no tamanho e densidade flutuante

Frickenhausen, por centrifugacdo de grau de densidade para - Cancer de -Recuperacgdo de alta taxa de células tumorais

Alemanha)

Cyttel

AccuCyte —
CyteFinder
(RareCyte)

enriquecimento de CTC

Sele¢do imunomagnética negativa de WBC
(anticorpo CD45) seguida por centrifugacdo em
gradiente e esfregaco de lamina de CTC isolada
Imagem rapida automatizada de células raras
Unicas, CTC neste caso, precedida por separagdo
de células baseada em densidade

mama avanc¢ado

-Pulméo (ndo
pequenas
células)
Adenocarcinom
a

-Prognéstico, auxilio na
definicdo de regime de
tratamento
Progndstico

em comparagao com outras técnicas de
gradiente de densidade

-0 processamento de captura pds-CTC é
possivel

Alta taxa de detecgdo (identificacdo bimodal de
CTC: selegdo negativa seguida de hibridizagdo in
situ)

Plataforma de tecnologia dupla para analise de
célula dnica

- detecgdo de alta sensibilidade de CTC positivo
para CD

-capacidade de analisar RNA pds-captura e
enriquecimento

- estudos minimos foram avaliados e todos sdao
pré-clinicos
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Dispositivo Tecnologia Tipo de tumor Valor Clinico Observagoes

DEPArray ™ Move “gaiolas” dieletroforéticas para capturade  -Mama Monitoramento de tumor e Isolamento de CTCs individuais para analise de
(Silicon células juntamente com sequenciamento Sanger tratamento genes downstream

Biosystems) -Progndstico

Fonte: adaptada de Habli et al.(2020)
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Em comparagdo com as tecnologias acima mencionadas, a tecnologia Rarecells
Diagnostics, France)-ISET oferece uma série de vantagens, incluindo reten¢do da morfologia
celular, isolamento ndo dependente de antigeno, capacidade de capturar CTCs induzidas por
transicdo epitélio-mesénquima (TEM), alta sensibilidade com alta especificidade (Chen et al.
2017). O isolamento de CTCs com base no tamanho, em que as células tumorais derivadas
do epitélio sdo consideradas maiores e mais rigidas do que a maioria se tornou uma técnica
amplamente utilizada devido a sua operacdo padronizada e taxa de recupera¢do notdria
(Sun et al. 2018).

O sistema ISET permite a identificacdo de CTCs com diferentes fendtipos. A separacgao
baseada no tamanho baseia-se na suposicao de que as CTCs sdo maiores do que os outros
componentes do sangue. As células sdo enriquecidas por filtracdo através de membranas
filtrantes com poros de 8 um de diametro e as células enriquecidas sdo subsequentemente
coradas no filtro e caracterizadas por imunofluorescéncia ou imunocitoquimica (ICC) (Van et
al. 2018).

Voltando ao CEC de canal anal, sabemos que é curado em aproximadamente 70% dos
casos com o tratamento definitivo de quimio-radioterapia. Porém, entre 20 a 30% dos
pacientes apresentam recorréncia da doenga, sendo tratados, como forma de resgate, com
amputacdo anorretal — o que causa um grande impacto na qualidade de vida do paciente.
Além do estadiamento e infeccdo por HIV, marcadores de resisténcia ao tratamento com
quimio-radioterapia sdao pouco conhecidos. A infec¢ao pelo HPV foi sugerida como fator de
melhor prognédstico em CEC anal (Parwaiz 2019). Contudo, este é um tema controverso, ja
que mais de 90% dos pacientes com CEC anal apresentam a infecgao pelo HPV e presenga do
virus no tecido tumoral. Portanto, novas técnicas e marcadores para estimar o progndstico
desses pacientes se fazem necessdarios. Nesse contexto, a pesquisa quantitativa e qualitativa
(com pesquisa de marcadores preditivos) de CTC para identificar doenca residual minima
apos o tratamento definitivo pode auxiliar na estratificacdo do progndstico de pacientes com
CEC anal, bem como identificacdo de marcadores preditivos de eficdcia a quimio-

radioterapia, auxiliando no desenho de novas estratégias terapéuticas.



18

2 OBIJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL
Avaliar a presenga de CTCs em pacientes com cancer de canal anal e verificar se é

possivel identificar a presenca do virus HPV nestas células.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

° Quantificar as CTCs das coletas de primeiro e segundo momento;

° Avaliar expressao protéica de p16 (marcador indireto da infeccdo pelo virus HPV),
PD-L1 (Programmed Death ligant 1), RAD23B (confere a resisténcia ao tratamento
com radioterapia), ERCC1 (relacionado a via de reparo por excisdao de nucleotideos),
TYMS (confere a resisténcia ao tratamento a 5-FU), nas CTCs nos dois momentos e
possivel associagdo com resposta ao tratamento

° Avaliar os achados das analises quantitativas de CTCs e de presenga de HPV nas

CTCs e possivel associacdo com resposta ao tratamento.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Este foi um estudo de coorte prospectivo. Toda a identificagdo ocorreu por meio de
cddigos, preservando a identidade do paciente. O periodo das coletas ocorreram entre

01/07/2019 a 23/11/2020.

Critérios de Inclusao foram:

° Idade igual ou superior a 18 anos;

° Pacientes com carcinoma epidermaide do canal anal (EC | a Ill) confirmados
por analise histopatoldgica;

° Pacientes  candidatos a iniciar tratamento com quimio-radioterapia

definitiva com intengao curativa.

Critérios de Exclusao:

e Pacientes com outro tumor ativo, de qualquer tipo.

Para os pacientes com cancer de canal anal estadios | a lll, foram realizadas duas
coletas de amostras de sangue por paciente, num total de 25 amostras: a primeira coleta foi
realizada de 7 a 10 dias antes da quimio-radioterapia definitiva, com platina e 5-Fluorouracil
(baseline) e a segunda (12 follow-up) em 6 a 8 semanas apds a quimio-radioterapia. Este

periodo foi escolhido por ser o primeiro momento de avaliacao de resposta ao tratamento.

"c QTR 2 C
7 a 10 dias Tratamento Aposbal
antes da QTR semanas de

tratamento
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RADIOTERAPIA

As variaveis clinicas avaliadas em nosso estudo foram: ldade, estadiamento, o

tamanho do tumor, a infiltragdo linfonodal, presenca de metdstases e desfecho clinico.

3.2 CONTAGEM DE CTCS

Amostras de sangue com (10 mL) foram coletadas em tubos contendo EDTA,
mantidos a temperatura ambiente e processados dentro de 4 horas, diluidos a 1:10 em um
tampao de lise de eritrécitos e filtrados pela tecnologia ISET. Apds a filtracdo, as membranas
foram lavadas com PBS, secas overnight e estocadas a -202C até a analise. Antes de serem
colocadas em laminas, as membranas foram hidratadas. Depois disso, foi realizada a captura
antigénica (com anticorpos anti-p16, anti-CD45, anti-TYMS, anti-PD-L1, anti- RAD23b e anti-
ERCC1). Posteriormente a reacdo foi visualizada com DAB. As laminas foram visualizadas em
microscopio de luz branca. As CTCs foram caracterizadas baseadas nos seguintes critérios:
tamanho nuclear maior ou igual a 10um, irregularidade no formato nuclear, presenca de

citoplasma visivel, alta proporg¢do nucleo-citoplasma (> 0.8) (Krebs et al. 2012).

3.3  EXPRESSAO PROTEICA NAS CTCS

Para a realizacdo das imunocitoquimicas, os spots das membranas foram cortados e
colocados em placas de 24 pocos. Cada spot foi hidratado com 160ul de TBS por 10 min. As
células foram entdo permeabilizadas em 160 pl de TBS 0,2% Triton X-100 por 5 min a
temperatura ambiente. Apds uma nova lavagem com TBS, as membranas foram incubadas
por 15 min, no escuro e a temperatura ambiente com uma solucdo a 3% de perodxido de

hidrogénio e lavadas novamente com TBS. Em seguida, o anticorpo foi aplicado ao spot e
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incubado por uma hora (Anticorpos citados abaixo na tabela 1). A membrana foi lavada
novamente com TBS, incubada por 30 min em Dual long system HRP (Dako MT) e revelado
pelo cromégeno DAB (Dako MT) por 5 min. Para finalizar os spots foram corados com

hematoxilina por um min e aderidos as laminas por meio aquoso.
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Tabela 4 - Padronizagdes dos anticorpos utilizados para verificagao da expressao protéica nas
CTCs dos pacientes com cancer de canal anal.

Controle positivo

Anticorpo Diluigao Cadigo Fabricante (linhagem celular)
pl6 1:100 MA5-17054 INVITROGEN HEK923
PDL_1 1:300 AB205921 ABCAM HCT8
RAD23B 1:500 AB86781 ABCAM PC3
ERCC1 1:100 SAB4500795 SIGMA A549
TYMS 1:250 WHO00007298M1 SIGMA A549
CD-45 1:300 AB10554 ABCAM leucécitos

Tabela 5 - Descricao dos controles negativos dos marcadores utilizados no estudo.

Controle negativo

Anticorpo Diluigao Cddigo Fabricante (linhagem celular)
pl6 1:100 MA5-17054 INVITROGEN MCF7
PDL_1 1:300 AB205921 ABCAM MCF7
RAD23B 1:500 AB86781 ABCAM A549
ERCC1 1:100 SAB4500795 SIGMA MCF7
TYMS 1:250 WHO0007298M1 SIGMA SKOV
CD-45 1:300 AB10554 ABCAM MCF7

3.4 HIBRIDIZAGAO IN SITU CROMOGENICA (CISH)

Para a realizacdo da técnica de CISH, foram recortados os spots da membrana e
colocados na placa de 24 pogos. As células foram hidratadas com TBS 1X por 5 min (T.A),
logo apds houve a incubacdo as células com perdxido de hidrogénio por 5 min (T.A), seguido
de lavagem com H20 destilada 1X. Prosseguimos com a incubac¢do das células com pepsina
citolégica por 4 min (T.A), lavamos com H20 destilada 1X e etanol 90%. Apds essa etapa foi
pipetado 10 pl da sonda ZytoFast CISH para DNA em cada spot, as membranas foram
incubadas em um hibridizador para desnaturacdo por 15 min a 75° C. Em seguida, a
temperatura do hibridizador foi diminuida para 37° C, por uma hora, para anelamento. Logo,
os spots foram lavados por 5min em TBS 1X T. Aplicamos 10 ul do mouse-Anti-DIG (AB1),
seguido de incubagdo por 30 min a 37 ° C na camara Umida. Os spots foram lavados por 1
min em TBS 1X T.A, foi aplicado 10 ul do polimero anti-mouse-HRP (AB2), incubado por mais
30 min a 37° C na camara umida, seguido de lavagem por 1 min em TBS 1X T.A. Aplicamos 10
ul DAB em cada spot e incubamos por 20 min a 37 ° C na camara Umida e lavamos os spots
1X por 1 min em H20 destilada. Para finalizar, os spots foram corados com hematoxilina por

2 min, lavados em H20 destilada (2X) e as laminas foram montadas em meio aquoso.
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3.5  ASPECTOS ETICOS

Este estudo seguiu os preceitos éticos estabelecidos pela resolucdo n? 466/12 do
Conselho Nacional de Saude (CONEP) que trata de pesquisas que envolve seres humanos
direta ou indiretamente, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa-CEP de nossa

instituicdo com registro n® 2669/19 (Anexo 1).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Este estudo foi somente de carater descritivo. Todos os cdlculos de seguimento de

média, mediana e frequéncia foram realizados por meio do software SPSS versao 25.
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4 RESULTADOS

4.1 VARIAVEIS CLINICO PATOLOGICAS E SUA RELACAO COM AS CTCS

Foram incluidos 15 pacientes no periodo de 07/2019 a 11/2020. No primeiro
momento (antes da quimio-radioterapia), foram coletadas amostras dos 15 pacientes, no
segundo momento apds o tratamento (6 a 8 semanas) houve a coleta somente de 10
pacientes por perda de seguintes motivos: ébito, cancelamento do termo de consentimento
e falha na triagem. O tempo de seguimento mediano foi de 11,28 meses (variando de 1,35 a
16,66 meses). As caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes estdo descritas na Tabela
2. Dos pacientes incluidos 11 (73,33) eram mulheres e 4 (26,66%) eram homens. A idade

mediana foi de 61 anos e variou entre 43-73 anos.

Tabela 6 - Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes envolvidos neste estudo

Variaveis Ne %
Numero total de pacientes 15 100
Idade ao entrar no estudo, em anos
Mediana 61
Variagdo 43-73
Género
Feminino 10 73,33%
Masculino 5 26,66%
Estadiamento
| 1 6,7%
1l 1 6,7%
A 1 6,7%
1B 1 6,7%
A 3 20%
B 1 6,7%
nc 7 46,7%
Tamanho do tumor (T)
T1 1 6,7%
T2 5 33,3%
T3 6 40%
T4 3 20%
Acometimento Linfonodal (N)
NO 5 33,3%

N1 10 66,7%
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4.1.1 Contagem de CTCs no primeiro momento
A mediana de CTCs encontrada no grupo estudado foi de 0,66 CTC/ml (0-3,33) na
primeira coleta. Na coleta de segundo momento obtivemos uma mediana de 1,96 CTC/ml (O-

7). Os niveis de CTC/ml estdo disponiveis na Tabela 5.

Tabela 7 - Niveis de CTCs em cada paciente nas coletas de primeiro, segundo momento e a
resposta ao tratamento.

Casos Contagem de CTCs/mL 1C Contagem de CTC/mL 2C Resposta
1 3,33 2,66 RC
2 0,33 2,66 RP
3 0,33 0 RC
4 1,3 0 RC
5 1 6,33 OBITO
6 1 2,33 RP
7 0 0 RP
8 0,33 7 RC
9 0,33 1,6 RP
10 0 0 RC
11 0 0 RP
12 0,33 RP
13 0,66 RC
14 2,33 RC
15 0,66 RC

Abreviaturas: RC: reposta completa; RP: resposta parcial.

4.1.2 Presenga do virus HPV no tumor primario e nas células tumorais circulantes

Por meio da técnica de Hibridizacdo in situ cromogénica (CISH), conseguimos
identificar o virus HPV em CTCs nas coletas de primeiro e segundo momentos.

Como a expressao de pl6 encontra-se aumentada nos tumores HPV positivos, sua
expressao em tumores primdrios é usada na rotina como “surrogate” para definir infec¢do
por HPV (Woellner et al. 2021).

Por meio do CISH, conseguimos verificar a positividade para HPV nas CTCs em 14
pacientes dos 15 incluidos (93,3%) no estudo, na primeira coleta e em 10/15 (66.6%)
pacientes na segunda coleta (Tabela 7). Na anadlise do tumor primario 100% dos pacientes

eram positivos para HPV.
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Tabela 8 - Identificacdo do p16 no tumor primario e do virus HPV nas CTCs.

P16 no HPV CISH RESPOSTA
PAC TUMOR 1C HPV CISH 2€ CLiNICA
1 POS S. CELULA POS RC
2 POS POS POS RP
3 POS POS NEG RC
4 POS POS POS RC
5 POS POS OBITO OBITO
6 POS POS POS RPL
7 POS POS POS RP
8 POS POS POS RC
9 POS POS POS RP
10 POS POS NEG RC
11 POS POS POS RP
12 POS POS D RP
13 POS POS D RC
14 POS POS D RC
15 POS POS D RC

Abreviaturas: Neg: CTC negativas, pos: CTC positivas; RC: resposta completa; RP: resposta parcial; D:
descontinuou.
< J
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Figura 6 - Micrografia de CTCs. A e B: Controle positivo da técnica de CISH na linhagem Caski;
C e D: CTCs de paciente com cancer de canal anal marcadas com a sonda para HPV.
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4.1.3 Expressao protéica nas CTCs de primeiro momento e segundo momento

Avaliamos a expressao de proteinas nas CTCs supostamente envolvidas na resisténcia
a quimio-radioterapia (Rad23b), a infeccdo pelo virus HPV (p16), controle imunolégico (PD-
L1), enzima envolvida na resisténcia ao 5-FU (TYMS), via de reparo apds tratamento com
cisplatina (ERCC1) e CD45 como marcador de leucdcitos, sendo usado somente como
controle negativo, para termos certeza que as células analisadas de fato eram CTCs (Tabela
7). Na coleta de segundo momento observamos a expressdo significativa da proteina do
grupo de complementacdo cruzada de reparo de excisdao de nucleotideos (ERCC1), sendo um

marcador preditivo para resisténcia ao tratamento com cisplatina.
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Tabela 9 - Descricdo da expressao protéica nas CTC dos pacientes com cancer de canal anal no primeiro momento.

Paciente CTC/ml P16 PD-L1 Rad23B TYMS ERCC1 CTC/ml P16 PD-L1 Rad23B TYMS ERCC1 Resposta Clinica
1C 2C
1C 1C 1C 1C 1C 2C 2C 2C 2C 2C
1 3,33 neg neg pos pos pos 2,66 neg neg pos neg neg RC
2 0,33 neg neg neg neg neg 2,66 neg ng neg pos pos RP
3 0,33 neg neg neg neg neg 0 neg neg neg neg neg RC
4 1,3 neg neg neg neg neg 0 neg neg neg neg neg RC
5 1 neg neg neg pos neg OBITO neg NC CTC NC CTC NCCTC NCCTC OBITO
6 1 neg pos pos pos neg 6,33 neg neg neg neg pos RP
7 0 - - - - - 2,33 neg neg neg neg neg RP
8 0,33 neg neg neg neg neg 0 neg neg neg neg neg RC
9 0,33 neg neg neg neg neg 7 neg neg neg neg pos RP
10 0 neg neg neg neg neg 1,6 neg neg neg neg Neg RC
11 0 neg neg neg neg neg RP
12 0,33 neg neg neg neg neg RP
13 0,66 neg neg neg neg neg RC
14 2,33 neg neg neg neg neg RC
15 0,66 neg neg pos neg neg RC

Abreviaturas: Neg: CTC negativas, pos: CTC positivas, NC: ndo consta CTC; RC: Resposta completa; RP: Resposta parcial.
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Figura 7 - Fotomicrograficas de CTCs marcadas com os anticorpos A: PD-L1, B: RAD23B, C:
TYMS e D: ERCC1.

Lo

Figura 8 - Fotomicrograficas de CTCs controles negativo. A: p16 linhagem MCF 7; B: CD45
linhagem mcf7; C: ERCC1 linhagem MCF7; D: TYMS linhagem SKOV; F: RAD23B linhagem

A549; E: PDL1 linhagem mcf7.

4.1.4 Analise do virus HIV

Por meio das analises de dados dos prontudrios disponibilizados pelo sistema TASY

observamos que nenhum dos 15 pacientes incluidos no nosso estudo era HIV positivos.
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5 DISCUSSAO

Os pacientes incluidos no nosso estudo apresentavam CEC de Canal Anal nao
metastdtico, com estadiamento entre | a lll. Eles foram submetidos ao protocolo de
tratamento com Quimio-radioterapia definitiva, com Cisplatina associada com 5Fluorouracil,
sem intencdo cirdrgica. Todos os pacientes incluidos do estudo eram p16 positivo no tumor
primario e HPV positivo nas CTCs. Apds o tratamento observamos que 76,92% tiveram
resposta completa ao tratamento e 23,07% tiveram resposta parcial. De acordo com o nosso
estudo todos os pacientes apresentam células tumorais circulantes.

Com esse estudo conseguimos identificar HPV nas CTCs em 100% dos casos através
da técnica de CISH. Além de quantificar as CTCs, observamos que a presenca da expressao
de ERCC1 em alguns pacientes poder estar correlacionado com a resposta parcial ao
tratamento.

Até recentemente, nosso era o primeiro estudo a avaliar CTCs em cancer anal.
Porém, Carter et al. (2020) publicaram um estudo conseguindo identificar CTCs em 7/8
pacientes com cancer de canal anal localizado ndo metastdticos, através da técnica de
citometria de fluxo. Eles observaram células nucleadas n3dao hematoldgicas que
expressavam marcadores de superficie de células epiteliais caracterizadas como CTCs.
Contudo, diferentemente do nosso estudo, ndo identificaram o virus no interior das CTCs e
nem tiveram tempo de seguimento suficiente para correlacionar as CTCs com desfechos
clinicos.

Em nosso trabalho também conseguimos observar uma maior expressdo do
marcador ERCC1 no segundo momento da coleta, apds 6 a 8 semanas do término do
tratamento com quimio e radioterapia, sugerindo um indicativo para o monitoramento a
resposta ao tratamento com cisplatina. HE et al. (2020) demonstraram em seu estudo que a
expressdao de ERCC1 em pacientes com cancer de pulmao tem uma influéncia negativa na
eficacia ao tratamento a base de cisplatina. Chebouti et al. (2017) descreveram em seu
estudo que CTCs com expressdio de ERCC1 podem ser biomarcadores preditivos
independentes para resisténcia a platina e mau progndstico de cancer de ovario. Entretanto,
Friboulet et al. (2013) descreveram em seu estudo a capacidade do gene ERCC1 gerar 4
isoformas (classificadas como: 201, 202, 203 e 204) por splicing alternativo, destacando os
vieses técnicos que podem interferir com o uso do sinal imunohistoquimico para ERCC1

como um biomarcador preditivo de quimioterapia adjuvante a base de platina. Os



32

anticorpos atualmente disponiveis ndo tém discriminacdo adequada para a tomada de
decisdo terapéutica em relagdo ao tratamento contendo cisplatina, o que requer a detecgcao
especifica das 4 isoformas para confirmar a sua capacidade funcional no reparo de DNA.

Muitos estudos do nosso grupo relataram a importancia da bidpsia liquida
justamente por essa possibilidade de realizar o monitoramento do tumor do estagio inicial
até o final do tratamento, focando no significado progndstico, resisténcia ao tratamento e
compreensdao no processo de metdstase. Abdallah et al em 2016 publicaram um estudo
sobre a identificacdo de proteinas que conferem resisténcia ao tratamento com quimio e
radioterapia para prever a resposta e melhorar selegdao da terapia para os pacientes.
Conseguiram apontar Multidrug Resistance Protein 1-MRP1 como um potencial
biomarcador de resisténcia ao tratamento com irinotecano, quando expresso em CTCs de
pacientes com mCRC. Fanelli et al. (2017) descreveram os resultados de um estudo
envolvendo a relagdo entre a expressio de TGFBRI em CTCs e microémbolos,
correlacionando essa expressdao com pior sobrevida livre de progressdo. Num estudo de
2021, de Abdallah et al. usando a mesma técnica, conseguiram detectar altas taxas de CTC
em pacientes com cancer colorretal localizado, a sua interacdo com plaquetas e a presenca
de microémbolos, demonstrando a eficdcia do método para diferentes tumores na
identificacao das CTCs.

Por termos utilizado o método de isolamento ISET, livre de marcadores epiteliais,
conseguimos ter a possibilidade de identificar a presenca do virus HPV nas CTCs pela técnica
de CISH. Takakura et al. (2018) publicaram um estudo que comprovou a possibilidade de
identificacdo do virus HPV em CTC de pacientes com tumor cervical. No seu estudo eles
conseguiram identificar através de biologia molecular, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) que as CTCs dos pacientes originaram-se de células cancerigenas infectadas com o
virus HPV. Economopoulou et al. (2019) conseguiram também avaliar a viabilidade da
deteccdo da expressdo de HPV16 E6 / E7 em CTCs e sua utilidade como ferramenta de
progndstico em carcinoma de células escamosas orofaringeo associado a HPV16.

Pela anadlise dos nossos resultados em CTCs podemos notar que essas células tém a
capacidade de mostrar o estado atual da doenca além de expressar importantes marcadores
como o ERCC1 e a presenca do virus HPV, que parece estar associado com 100% dos casos
de pacientes com cancer de canal anal, se mostrando um marcador indicativo nesse tipo de

tumor.
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Este estudo teve algumas limitacdes como a pequena quantidade de pacientes
incluidos, o prazo somente de dois anos para seu recrutamento e a pequena quantidade de
DNA de CTC para identificacdo do virus HPV por PCR. Esperamos, em novos estudos,
aumentar o numero de pacientes, continuar analisando HPV em CTCs pela técnica de CISH
para monitorar doenca residual minima e se possivel, tentar realizar essa avaliagdo em

outros tratamentos, como por exemplo, os inibidores de checkpoint imunes.
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CONCLUSOES

Conseguimos identificar a presencga do virus HPV na maioria das CTCs;

Conseguimos quantificar as CTCs nas amostras de pacientes com CEC de canal anal;
Conseguimos observar a expressao dos marcadores ERCC11, TYMS, RAD23B e PDL1
nas CTCs;

Além disso, parametros obtidos nesse estudo podem ser clinicamente Uteis para o
melhor monitoramento dos pacientes com cancer de canal anal ndo metastatico,

especialmente na deteccdo do HPV tumoral.
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Anexo 1 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

Q A.C.Camargo Cancer Center  comre oeerica

Centro Integrado de Diagnastico, Tratamento, Ensino e Pesquisa EM PESQUISA - CEP

APROVACAO

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Antonio Prudente — A.C.Camargo
Cancer Center, em sua tltima reunido de 21/05/2019, apos analisarem as respostas aos
questionamentos realizados em reunido de 09/04/2019, aprovaram a realizagio do projeto n®
2669/19 intitulado: “IDENTIFICACAO DAS CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES NO
CANCER DE CANAL ANAL E SUA INTERACAO COM O VIRUS HPV.”

Pesquisador Responsével: Ludmilla Thomé Domingos Chinen
Aluna: Daniela de Jesus Ferreira Costa (Mestrado)

Informacdes a respeito do andamento do referido projeto deveriio ser encaminhadas ao
CEP dentro de 06 meses em relatirio (modelo CEP).

Sao Paulo, 28 de maio de 2019.

Atenciosamente,

1/

Rua Professor Anténio Prudente, 211 « Liberdade * Sio Paulo / SP « CEP 01509-900
(11) 2189-5000 = www.accamargo.org.br



Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

A.C.Camargo
Cancer Center

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO ESTUDO: IDENTIFICACAO DAS CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES
EM PACIENTES COM CANCER DE CANAL ANAL E SUA INTERACAO COM O
ViRUS HPV

Investigador Responsavel: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen

Nome do (a) Voluntario (a):

RGH:

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa.

Por favor, leia cuidadosamente este termo, pois ele informa o que vocé necessita saber sobre

os objetivos deste estudo. Se concordar em tomar parte neste estudo, deverd assinar e datar este

termo. A sua assinatura significa que recebeu as informagdes necessdrias e que deseja participar

deste estudo.

OBJETIVOS DO ESTUDO

Detectar células tumorais circulantes (que sdo células que se desprendem do tumor e caem

na corrente sanguinea) em pacientes com cancer de canal anal e identificar a presencga do virus HPV

nessas células.

e Validar a detecgdo de CTCs em cancer de canal anal;
e |dentificar o virus HPV em CTCs de cancer de canal anal;

e Estudar a relacdo do virus HPV com as CTCs do cancer de canal anal;

° Avaliar se existe correlagao entre a carga de Hl, presenca de HPV e a quantidade

de CTCs e correlacionar os achados com a evolugdo clinica.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se concordar em participar deste estudo, vocé sera submetido a duas coletas de sangue



(aproximadamente 10 mL), uma antes do inicio do tratamento quimioterapia/radioterapia
neodjuvante (baseline), e a segunda (19 follow-up) antes da cirurgia.

Caso haja necessidade, dependendo do tratamento e de seu consentimento, mais coletas

de sangue serao realizadas.
Vocé nao precisara vir ao hospital apenas para a coleta desta pesquisa. Contataremos vocé nas datas
gue voceé tiver exames e na maioria das vezes, aproveitaremos as punc¢ées venosas (coleta de sangue)
dos exames no laboratério de rotina. Caso ndo tenha exames a ser realizados, contataremos vocé
nos dias que tiver consulta ou outros procedimentos no hospital.

Todo o material coletado (sangue) serd esgotado em um processo de filtracdo.
Armazenaremos em freezer apenas o material contido no filtro (células, DNA, RNA, plaquetas e
plasma) e analisaremos na pesquisa.

Toda identificacdo do seu material serd feita por cddigos para preservar sua

confidencialidade.

RISCOS

O seu tratamento serd exatamente o mesmo, caso vocé participe ou ndo deste estudo. Nao
havera danos imediatos ou tardios, que comprometam a sua saude, salvos possiveis desconfortos e
riscos decorrentes da pungdo venosa, procedimento comum para exames hematoldgicos.

Os riscos a que vocé estara sujeito sdo os riscos inerentes a qualquer pungdo venosa como:
dor local no ato da puncdo, sangramento no local, hematoma e raramente flebite (infeccdo na veia
puncionada), mas isto serd evitado pela limpeza adequada do local de puncdo e realizagcdo do
procedimento por profissional capacitado. Apesar de raro, pode ser que ocorra equimose (quando
0 sangue sai para a pele, resultando em uma mancha azul ou purpura, redonda ndo elevada ou
irregular) apds a coleta de sangue. Caso isso aconteca 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 ndo 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.

Garantimos a assisténcia integral e gratuita pelo tempo que for necessdrio em caso de
danos decorrentes da pesquisa.

Embora garantindo que seus dados serao identificados por meio de cédigos e siglas, existe

sempre o risco da perda de confidencialidade entre os investigadores.



BENEFiCIOS

Nao havera beneficios de qualquer espécie para vocé, apenas a importancia de contribuir
para uma pesquisa cientifica cujos dados obtidos poderdo trazer beneficios para pessoas com
cancer. A recusa em participar, ndo acarretara prejuizo na qualidade do seu tratamento. O
pesquisador responsdvel 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 estdo disponiveis.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Os pesquisadores também se comprometem a dar informacdo atualizada ao longo do
estudo, caso este seja o seu desejo, porém, por se tratar de nova tecnologia, os resultados nao
poderdo indicar cura ou piora do se quadro, pois ainda ndo temos valores de referéncia para
estabelecer uma comparagdo. Contato da pesquisadora: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen (2189-
5000 ramal 2936).

Caso os achados da pesquisa, fatos ou informagGes encontradas pelo pesquisador no
decorrer da pesquisa sejam considerados de relevancia para vocé ou para comunidades
participantes, os mesmos serdo divulgados de forma a contribuir com o acompanhamento do
cancer, juntamente com os exames de rotina. Garantimos, ainda que os resultados dos exames
genéticos ndao sejam fornecidos a terceiros (como, por exemplo: seguradoras, empregadores,

supervisores hierarquicos, entre outros).

CUSTOS

Ndo havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé por sua participagdo neste

estudo.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Seus registros médicos poderdo ser consultados pela equipe de pesquisadores envolvidos
neste estudo. Os dados obtidos pela analise do seu sangue sao confidenciais, ndo sendo divulgada a
identificagdo de nenhum participante ainda que informac¢ées do registro médico sejam utilizadas

para publicacdo.



BASES DA PARTICIPACAO

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 participacdo a qualquer

momento, sem penalidades ou perda de beneficios aos quais tem direito.

SALVAGUARDA DE CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVACIDADE

A eventual inclusdo dos resultados em publicagdo cientifica sera feita de modo a manter
seu anonimato. Vocé terd acesso aos seus dados de exames, atendimentos médicos e

administracao de terapia, quando solicitados.

ESCLARECIMENTOS SOBRE COMPENSAGOES OU DANOS RELACIONADOS A PESQUISA

Vocé ndo terd nenhum tipo de remuneracao ao aceitar participar deste estudo. A pesquisa

ndo envolve nenhuma forma de compensacao financeira aos participantes.

ESCLARECIMENTOS SOBRE OUTROS DIREITOS DO PACIENTE SUJEITO A PESQUISA

A sua participacdo no estudo é voluntdria. 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 ndo sera prejudicado. No entanto, se vocé decidir sair da pesquisa, devera

informar ao seu médico.

INFORMAGOES SOBRE NOMES, TELEFONES E ENDERECOS PARA CONTATOS

Esclarecimentos para questdes sobre os direitos dos participantes na pesquisa e/ou danos
relacionados a pesquisa, contatar a pesquisadora Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen (2189 5000
ramal 2936), endereco: Rua Tagua, 440- Liberdade- Sdo Paulo, SP. Se o pesquisador principal ndo
fornecer as informagBes/esclarecimentos suficientes, por favor, entre em contato com o
coordenador do Coordenador do Comité de Etica em Seres Humanos da Fundac¢do Antdnio
Prudente-Hospital do Cancer — A.C.Camargo/ SP, cujo horério de funcionamento é de segunda a
quinta-feira, das 07h00 as 18h00 e de sexta-feira das 07h00 as 16h00 (Telefone 2189-5000 ramal
5020; endereco: Rua Professor Antdnio Prudente, 211- Liberdade- Sdo Paulo, SP).

O Comité de Etica em Pesquisa é uma comissdo composta por médicos, enfermeiras,
farmacéuticos, bidlogos, psicdlogos, fisioterapeutas, pesquisadores e membros da comunidade.
Utiliza mecanismos, ferramentas e instrumentos proprios de inter-relagdo, num trabalho
cooperativo que visa, especialmente, a protecdo dos participantes de pesquisa do Brasil, de forma

coordenada e descentralizada por meio de um processo de acreditagado.



O termo é elaborado em duas vias e rubricado em todas as paginas, sendo uma via retida
com o pesquisador responsavel e outra com a instituicdo.
Vocé receberd uma via deste documento. Somente assine este documento se consentir

integralmente com seus termos.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nds lhe 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-CEP do A.C.Camargo Cancer Center.

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacdes 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 ndo serei submetido a nenhum exame adicional e ndo receberei compensacao
monetdria por minha participacao neste estudo.

Eu recebi uma via 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



