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Resumo

O Carcinoma de Células Renais (CCR) corresponde a 2-3 % dos tumores sélidos
e representa a condicdo uroldgica maligna mais letal. A sua incidéncia tem aumentado e
atualmente a sobrevida global a 5 anos é de apenas 49%.

O diagndstico do CCR € na sua maioria acidental, tendo as manifestacfes clinicas e a
avaliacdo laboratorial um papel limitado. Isto aliado & sua rapida disseminagdo
hematogénea faz com que 25% dos individuos apresente metastases no momento do
diagnostico.

Quando o diagnostico é feito precocemente, o tratamento preferencial € a cirurgia, sendo
0 Unico com potencial curativo. Nos restantes casos, esta indicada a realizagdo de terapia
sistémica, com aumento da sobrevida, mas importantes efeitos adversos. Ambos exigem
monotorizagédo, que atualmente carece de indicacdes padronizadas.

Deste modo, é necessario o investimento em alternativas aos métodos de diagnostico, a
abordagem e a monotorizacao da doenca.

As células tumorais circulantes (CTC) enquanto biomarcador tém sido alvo de intensa
investigacdo em varios tipos de neoplasias pois acredita-se que poderdo constituir uma
ferramenta clinica valiosa no que concerne ao diagndstico precoce,
estadiamento, monitorizagé@o, prognostico e selecdo de terapéuticas apropriadas. A sua
detecdo € desafiante, requerendo um conhecimento aprofundado das suas caracteristicas
morfoldgicas e moleculares por forma a desenvolver métodos com elevada especificidade
e sensibilidade. Atualmente, existe uma grande variedade de métodos de detecéo de CTC,
baseando-se a maioria em propriedades das células epiteliais. Contudo, no CCR estas
técnicas revelam-se pouco eficazes, pois no decorrer do processo de metastizacdo as CTC
perdem caracteristicas epiteliais e passam a expressar caracteristicas mesenquimatosas.
Esta revisdo destaca dois estudos que abordam duas técnicas diferentes de detecdo de
CTC mais adequadas ao CCR. No entanto, & premente o investimento na otimizagdo dos
métodos de isolamento existentes, permitindo a utilizacdo das CTC na pratica clinica com

0 intuito de uma abordagem mais individualizada do CCR.

Palavras-chave: carcinoma de células renais, biomarcador, células tumorais circulantes
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Abstract

Renal Cell Carcinoma corresponds to 2-3% of solid tumors and represents the most lethal
malignant urologic condition. Its incidence has increased and currently the overall
survival is only 49%, 5 years after.

The diagnosis of CCR is mostly accidental and clinical manifestations and laboratory
evaluation play a limited role. This combined with its rapid hematogenous’ dissemination
is responsible for the metastatic presentation on 25% of individuals by the time of
diagnosis.

When the diagnosis is done early, the preferential treatment is the surgery, being the only
potentially curative. In the other cases, it is indicated the realization of systemic therapy,
with increased survival, but important adverse effects. Both require monitoring, which
currently lacks standardized indications.

In this way, investment in the disease’s alternative diagnostic methods, approach and
monitoring is necessary.

Circulating Tumour Cells (CTC) as a biomarker has been the subject of intense research
into various types of cancer because it is believed that they may constitute a valuable
clinical tool regarding early diagnosis, staging, monitoring, prognosis and selection of
appropriate therapies. Its detection is challenging, requiring an in-depth knowledge of its
morphological and molecular characteristics in order to develop methods with high
specificity and sensitivity. Currently, there is a wide variety of CTC detection methods,
based mostly on epithelial cell properties. However, in CCR these techniques are not very
effective, because in the course of the metastatic development, the CTC lose epithelial
characteristics and begin to express mesenquimatosous’ characteristics.

This review highlights two studies that address two innovative CTC detection techniques
more appropriate to CCR. However, investment in the optimization the current isolation
methods is urgent, allowing the use of CTC in clinical practice with the aim of a more

individualized approach to CCR.

Key Words: renal cell carcinoma, biomarker, circulating tumor cells
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Lista de Abreviaturas

CTC Celulas Tumorais Circulantes

CCR Carcinoma de Células Renais

CCRcc CCR de células claras

CCRp CCR papilar

CCRc CCR cromofobo

TC Tomografia Computorizada

RM Ressonancia Magnética

PSA Antigénio especifico da préstata

CEA Antigénio carcinoembriénico

TEM Transicdo epitélio-mesénquima

CTD Células tumorais disseminadas

FDA Food and Drug Administration

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VEGF A Vascular Endothelial Growth Factor A
VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
PDGFR Platelet Derived Growth Factor Receptor
MAPK Mitogen Activated Protein Kinases

ERK Extracellular signal-regulated kinases

PD-1 Programmed cell death protein 1

MTOR mammalian target of rapamycin

CK cytokeratin

TGF-p Transforming growth factor beta

IL-6 Interleucina 6

PCR Polymerase Chain Reaction

RT PCR Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction

FISH Fluorescence In Situ Hybridization



Introducéo

O Carcinoma de Células Renais (CCR) apresenta uma incidéncia e prevaléncia
preocupantes, com tendéncia crescente nos Gltimos anos. E a condicao urolégica maligna
com maior mortalidade associada, com predominancia no género masculino, sendo que o
estadio clinico no momento do diagndstico influencia significativamente o progndstico.
Nos Ultimos anos os métodos disgnosticos bem como as opgdes terapéuticas médicas e
cirurgicas tém sofrido alteracBes. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo a
realizacdo de uma revisdo de literatura acerca da epidemiologia, fatores de risco,
patofisiologia e genética, diagndstico clinico e imagioldgico e opcdes terapéuticas por
forma a atualizar o conhecimento nestes dominios.

Com este trabalho numa primeira fase sera abordado o CCR enquanto patologia,
destacando aquelas que sdo as principais limitacdes encontradas na préatica clinica
relativamente ao diagndstico, abordagem terapéutica e follow up. Numa segunda fase,
sera explorado em particular o papel das Células Tumorais Circulantes enquanto

biomarcador no CCR.



Metodologia

O presente trabalho constitui uma revisdo bibliografica sobre as Células Tumorais
Circulantes no Carcinoma de Ceélulas Renais, baseando-se na evidéncia cientifica
disponivel e informacdo mais atual. A escolha do tema foi determinada primariamente
pela necessidade de rever o estado da arte.

Foi efetuada uma pesquisa de publica¢cdes em lingua inglesa no periodo entre 1988
e 2018 indexadas a Medline/Pubmed, relativas ao Carcinoma de Células Renais e Células
Tumorais Circulantes, utilizando palavras-chave em lingua inglesa: renal cell carcinoma,
biomarker, circulating tumor cells. Os artigos foram analisados e selecionados de acordo

com a pertinéncia da informacéo para posterior inclusao e citacdo neste trabalho.



Epidemiologia do Carcinoma de Células Renais

O Carcinoma de Células Renais (CCR) corresponde a 2-3% de todos os tumores solidos
(1) e representa a condicao urolégica maligna mais letal (2).

Ao longo das ultimas décadas a incidéncia do CCR aumentou cerca de 2%, sendo maior
nos paises desenvolvidos (1). Em 2013, mais de 350 000 individuos foram diagnosticados
e estima-se que por ano ocorram mais de 140 000 mortes devido a esta patologia (3).
Relativamente a distribuicdo por géneros, predomina no sexo masculino, na relacdo de
1,5:1, sendo o seu diagnostico mais frequente na sétima década de vida (4).

Ao longo das ultimas trés décadas registou-se uma melhoria nas taxas de sobrevida
relativas (3): na Europa, a mortalidade atingiu um pico de 4,8 em 100 000 entre 1990 e
1994 diminuindo para 4,1 em 100 000 (-13%) entre 2000 a 2004 (4); nos EUA, a taxa de
sobrevida relativa a 5 anos aumentou de 50% de 1975 a 1977 para 57% de 1987 a 1989 e
atingiu 73% em 2003-2009 (5).

A sobrevida global a 5 anos no CCR € 49% - registando-se um aumento desta desde 2006
devido ao maior nimero de diagndésticos incidentais e a introducdo dos Inibidores da
Tirosina Cinase no seu tratamento (1) — e de 90-95% nos doentes com estadios I e I (6).
Cerca de 20% dos doentes apresenta um estadio avangcado no momento do diagnostico e
no caso de doenca localizada verifica-se que 30% apresentam recorréncia e metastases
apos a ressecdo do tumor (3).

As taxas de mortalidade estdo estaveis ou a diminuir na maioria dos paises ocidentais,
mas o declinio é mais pronunciado no Ocidente do Continente Europeu e no Norte do

Americano em comparacao, respetivamente, ao Oriente e ao Sul (7).



Fatores de Risco para Carcinoma de Células Renais

O tabagismo, a hipertensdo (HTA) e obesidade s&o fatores de risco consensuais para o
CCR. N&o obstante, ndo podemos ignorar o facto de que doentes com estas
comorbilidades realizarem com maior frequéncia exames imagiologicos, o que pode
refletir-se num aumento do diagndstico incidental de massas renais (3). Outros fatores de
risco, menos suportados pela literatura, serdo: um familiar em primeiro grau com CCR
(1); hébitos dietéticos especificos (carnes vermelhas (8), vegetais da familia das
cruciferas); exposicdo ocupacional a determinados carcinogéneos; toma recorrente de
paracetamol e anti-inflamatérios ndo esteroides; nefrolitiase e hepatite viral. Ja 0 consumo
moderado de alcool, por razdes desconhecidas, aparenta ter um efeito protetor (1).

Alguns grupos de risco identificados sdo: portadores da Doenca de VVon Hippel Lindau -
mais de 70% desenvolvera CCR geralmente em idade jovem (1); individuos com Doenca
Renal em Estadio Terminal — que apresentam um risco 5-35 vezes superior ao da
populacdo em geral para o desenvolvimento da doenca (9) e transplantados renais — estes
com um risco 10-100 vezes superior de vir a desenvolver CCR quer no rim nativo, quer

no enxerto (10).

Patofisiologia e Genética do Carcinoma de Células Renais

O CCR abrange um grupo heterogéneo de tumores com alteracdes genéticas e
moleculares que os diferenciam, caracteristicas estas que condicionam o progndstico,
aconselhamento do doente e tratamento (11).

Os trés tipos histoldgicos de CCR mais frequentes sdo: CCR de células claras (CCRcc),
CCR papilar (CCRp) tipo I e Il e 0 CCR cromofobo (CCRc). Em conjunto correspondem
a 85-90% de todos tumores malignos do rim (3). O CCRcc é dos trés o que apresenta pior
prognostico, seguido pelo CCRp e pelo CCRc (1).

Outros cancros menos comuns incluem o adenoma papilar, o carcinoma de células claras
quistico multinodular, o tumor hibrido croméfobo e oncocitico, o carcinoma dos ductos
colectores de Bellini, o carcinoma renal medular ou o carcinoma associado ao

neuroblastoma. (12).



A maior parte das massas renais encontra-se inicialmente confinada a um 6rgéo, mas a
rapida disseminacdo hematogénea faz com que 25% dos individuos com CCR apresente
metastases no momento do diagndéstico (2) - Pulmao, 0sso e cérebro sdo os locais mais
frequentes.

O CCR pode ser esporadico ou hereditario (5 a 8%), mas ambas as formas estdo
geralmente associadas a alteracGes estruturais no brago curto do cromossoma 3 (13).
MutacBes somaticas ou alteragdes epigenéticas do VHL, um gene supressor de tumores,
séo identificadas em mais de 80% dos CCRcc.

Estudos de sequenciacdo identificaram outros genes envolvidos no processo patogénico:
PBRM1, BAP1, SETD2, TCEB1, KDM5C, contudo, os estudos realizados com o
objetivo de perceber o efeito destas mutacBes na clinica apresentam limitacoes
metodoldgicas entre as quais amostras pequenas, seguimento pds-operatorio de curta
duracdo e auséncia de avaliacdo de multiplos marcadores na mesma coorte (3).

As formas hereditarias de CCR incluem o Sindrome de von Hippel-Lindau (VHL 3p25-
26), 0 CCR papilar hereditario (MET 7g31-34), o Sindrome de Birt-Hogg-Dubé (FLCN
17p11), a Leiomiomatose Hereditaria (FH 1g42-43) e a Esclerose Tuberosa (TSC1 9g34
ou TSC2 16p13) (3).



Diagnostico do Carcinoma de Células Renais

Tanto o exame fisico como a avaliacéo laboratorial apresentam um papel limitado no
diagnostico do CCR. As alteragcBes provocadas nos parametros laboratoriais sdo
inespecificas e ndo existe nenhuma variacdo patognomaénica (3).

Atualmente, apenas 30% dos doentes sdo diagnosticados com base nos sintomas (3) e s6
6 a 10% apresentam a “triade classica” de dor no flanco, hematdria e massa abdominal
palpavel - frequentemente associada a histologia agressiva e doenca avancada (14).
Destes, 30% apresentam Sindrome Paraneoplasico (Hipercalcémia, Sindrome de
Stauffer, Neuropatia ou Amiloidose) (1), associacdo que parece ser independente do
estadio do tumor. (3)

A crescente utilizacdo dos exames imagioldgicos — Ecografia, Tomografia
Computorizada (TC), Ressonancia Magnética (RM) - na préatica clinica é responsavel pelo
aumento do numero de tumores detetados incidentalmente. Estes, geralmente, sdo mais
pequenos e estdo associados a uma maior sobrevida, independentemente do grau e estadio
do tumor (15).

Embora o CCR seja frequentemente detetado através de ecografia abdominal, esta técnica
apresenta limitacGes de especificidade e sensibilidade (3). Estudos revelam que as taxas
de detecdo da ecografia dependem do tamanho da massa renal, permitindo detetar 85—
100% dos tumores > 3 cm, mas apenas 67-82% dos tumores 2-3 cm (16). A TC, com e
sem contraste - a captacdo ou ndo de contraste € um importante parametro de
avaliacdo/diagnostico - e a RM sdo as técnicas de imagem de eleicdo para diagnostico e
estadiamento, permitindo: confirmar achados ecogréaficos suspeitos; caracterizar massas
renais e avaliar a existéncia de possiveis metastases abdominais; avaliar a extensdo do
tumor e o envolvimento vascular (3).

Atualmente estdo a ser desenvolvidas outras técnicas imagioldgicas para detecdo e
caracterizacdo do CCR, das quais se destacam as técnicas avancadas de RM de difusdo e
perfusdo (17) e a PET-CT com lodo 124 associada a Anidrase Carbonica 9 (AC9) (18).
A biodpsia assume um papel controverso na abordagem a doentes com CCR. Esta técnica
apresenta elevada acuidade na detecdo de malignidade (38 a 100%) e baixa morbilidade
associada(19). A sua utilizacdo tem dado resposta, a titulo de exemplo, a crescente
preocupacdo em selecionar abordagens conservadoras no caso de pequenas massas renais
e a escolha da terapéutica dirigida no caso de doenca metastizada (19). N&o obstante,

apresenta algumas limitacfes no diagndstico histolégico de alguns tipos de CCR: no
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Quistico Multilocular constituido por quistos e pequenos aglomerados de células tumorais
localizados nos septos, torna-se dificil a obtencéo de tecido tumoral bem como no Papilar
de Células Claras, que contem pequenas areas solidas, podendo ser dificil distingui-lo do
CCRcc (11).
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Tratamento do Carcinoma de Células Renais

Embora recentemente se tenham verificado grandes progressos na compreensao da
biologia do CCR, a cirurgia continua a ser a primeira op¢éo quando a intengéo € curar o
doente (2). Contudo, apesar da nefrectomia radical ter sido historicamente o tratamento
padrdo na abordagem de tumores renais, a detecdo de lesGes renais de pequenas
dimensdes (20) e a evidéncia crescente de que a Doencga Renal Cronica induzida pela
cirurgia pode contribuir para o aumento da morbilidade dos doentes (21) levou a uma
adocdo de abordagens mais conservadoras (22). Ao contrario do que acontece com a
Nefrectomia Radical, com a Nefrectomia Parcial, apenas o tumor é excisado e é poupado
0 méaximo de parénquima renal normal. Atualmente, a Nefrectomia Parcial Laparoscopica
¢ a primeira op¢do sempre que uma parte do rim saudavel pode ser poupada de forma
segura. Esta opc¢do cirdrgica tem sido cada vez mais utilizada desde que se verificou que
apresenta um controlo oncologico semelhante ao da Nefrectomia Radical (23), com o
beneficio adicional da preservacdo renal (24). Para além disso, parece haver um efeito
protetor a longo prazo relativamente a nefrectomia radical no que respeita ao risco de
eventos cardiovasculares apos a cirurgia (HTA de novo, Doenca Coronaria, Vasculopatia
e Doenca Cerebrovascular) (21,25,26), bem como a doencas metabolicas (1). Neste
sentido salienta-se os melhores resultados deste procedimento sendo que os doentes com
CCR confinado ao rim submetidos a cirurgia apresentam uma sobrevida especifica de
cancro nos 10 anos a seguir a cirurgia de 85-96% (27) evitando o aparecimento de
comorbilidades associadas a nefrectomia radical. Presentemente cerca de metade dos
casos sdo submetidos a Nefrectomia Parcial.

Outros exemplos de abordagens conservadoras no CCR sdo a vigilancia ativa e técnicas
minimamente invasivas como a Crioterapia e a Ablacdo por Radiofrequéncia.
Inicialmente, eram usadas apenas em pacientes com um sO rim ou naqueles que nao
podiam ser submetidos a um procedimento major (28-32). Atualmente, o0 recurso a estas
técnicas tem vindo a aumentar, duplicando (4 para 8%) nos EUA entre 1998 e 2008 (33).

Como suporte para o recurso a vigilancia ativa sdo apontados os seguintes factos: 1) 20%
das massas renais pequenas sdo benignas e apresentam uma taxa de crescimento mediana
geralmente lenta (2/3 mm/ano)(34); 2) o risco de progresséo para metastizagdo é muito
reduzido (< 1%), sendo o risco de mortalidade especifica de cancro praticamente nulo em

pacientes bem selecionados (35-37); 3) a importancia de outras causas de mortalidade
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num doente com CCR localizado particularmente quando se tratam de doentes idosos
(38). Contudo, algumas limitacOes tém sido identificadas: os cutoffs relativos ao tamanho
e taxa de crescimento do tumor que devem indicar a necessidade de intervengdo, em
doentes que se encontrem em vigilancia ativa, ndo se encontram bem definidos; a
utilizacdo regular de Ecografia, TC ou RM por um periodo de meses a anos tem gerado
alguma discussdo essencialmente no que diz respeito ao risco de exposi¢do a radiagéo e
elevados custos (35,36,39).

Em caso de doenca avancada ou metastizada, a abordagem terapéutica passa pela terapia
sistémica associada e em casos selecionados em combinacdo com a nefrectomia
citorredutora, metastesectomia ou radioterapia esteriostéatica.

Sao opgdes na terapia sistémica a imunoterapia, a quimioterapia e a terapéutica:

1) Dirigida as vias do VEGF/VEGFR/PDGFR/MAPK/MEK/ERK/c-Kit

(Lenvatinib, Cabozantinib, Axitinib, Pazopanib, Sunitinib, Sorafenib);

2) Anticorpos monoclonais (Bevacizumab — VEGFA, Nivolumab — PD-1 e
Ipilimumab — CTLA-4)
3) Inibidores do mTOR (Temsirolimus, Everolimus).

Esta terapéutica representa o principal avango no tratamento do CCR metastizado na
ultima década, com destaque para os agentes dirigidos VEGF/PDGFR/mTOR. Embora
estes farmacos venham a apresentar um perfil de toxicidade cada vez melhor face as
restantes opcdes de terapia sistémica, sdo esperados alguns efeitos adversos, tais como:
fadiga, hipertensdo, nauseas, diarreia, disfonia e eritrodisestesia palmo-plantar (40), com
um terco dos doentes com efeitos adversos grau 3 ou 4 (3).

Denote-se que a terapia sistémica utilizada nos doentes com CCR metastizado permite
apenas prolongar a vida do doente, e ndo atingir a cura, reforgando assim, a necessidade

do diagnostico precoce no sentido de otimizar a sobrevida (2).

13



Seguimento Pds-Operatdrio no Carcinoma de Células Renais

O seguimento pds-operatério permite ao urologista avaliar: complicacfes pos-
operatorias, funcdo renal, recorréncia local, recorréncia no rim contralateral e
desenvolvimento de metastases (1).

Se por um lado é sabido que os doentes com seguimento pos-operatorio aparentam ter
sobrevida global mais longa do que os demais (41), por outro, questdes praticas como 0s
intervalos, as modalidades de imagem e a duracdo ndo se encontram perfeitamente
definidas, dependendo sobretudo do médico responsavel e de fatores do doente (11).

As prioridades na investigacdo no que diz respeito ao seguimento pds-operatério
prendem-se com a necessidade de determinar quando é que o follow up pode otimizar a
sobrevivéncia do doente e qual o timing em que o reestadiamento tem maior probabilidade

de detetar uma recorréncia (1).
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Células Tumorais Circulantes como Biomarcadores

O interesse no recurso aos meios complementares de diagnostico ndo invasivos e 0s
avancos tecnologicos na area da biologia molecular levaram a identificacdo de uma ampla
gama de potenciais biomarcadores na circulacdo sanguinea e na urina (proteinas,
microRNA, circulating cell free DNA, CTC). O biomarcador ideal é caracterizado por
uma elevada sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade (42).

Os biomarcadores podem ser classificados de acordo com a sua funcdo como
prognosticos ou preditivos. Os prognosticos permitem estimar a probabilidade de
recidiva, progressdo ou morte pela doenca, independente de qualquer intervencao
terapéutica e os preditivos o beneficio terapéutico ou resisténcia a certos tratamentos.
Dois exemplos classicos da aplicacdo de biomarcadores na pratica clinica sdo: o antigénio
especifico da prostata (PSA) e antigénio carcinoembridnico (CEA), utilizados no
diagnostico e detecdo dos cancros da prostata e colorrectal, respetivamente (42).

Para efeitos desta revisdo aprofundaremos as Celulas Tumorais Circulantes (CTC), um
biomarcador multifuncional minimamente invasivo (43).

As CTC sdo responsaveis pela formacdo de metastases, estando estas associadas a 90%
das mortes relacionadas com o cancro (44). Podem ter origem no tumor primario ou em
metéstases (45), conduzindo eventualmente a disseminagao sistémica em locais distantes
através da invasao da corrente sanguinea e vasos linfaticos. Sdo comumente encontradas
na circulacdo sanguinea de doentes com varios tipos de tumores sélidos, ndo se
verificando 0 mesmo em individuos saudaveis (46).

As CTC distinguem-se dos restantes elementos em circulacao, pois possuem propriedades
fisicas unicas: maiores dimens0es; e diferencas de densidade, carga, deformabilidade e
propriedades migratdrias (47). Para além disso, uma vez que as CTC tém origem a partir
de cancros epiteliais, muitas delas expressam marcadores de superficie de células
epiteliais, incluindo EpCAM e CK (46).

A capacidade de metastizacdo de um tumor torna-se evidente quando uma célula ou um
agregado de células (clusters) adquirem a capacidade de separar-se e afastar-se da massa
tumoral primaria, migrar através do tecido adjacente e, por fim, entrar na corrente
sanguinea ou linfatica. O processo através do qual as CTC atingem a corrente sanguinea
a partir do tumor primario ainda ndo esta perfeitamente esclarecido. No entanto, a
evidéncia existente aponta para que esse ocorra de uma de duas formas, ativa ou passiva.
(48).
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As celulas que migram de uma forma ativa sofrem alteracdes, adquirindo propriedades
que Ihes permitem mover-se através da matriz extracelular e penetrar a membrana basal
e a parede endotelial dos vaso (49).

Por sua vez, para explicar a migracdo passiva das CTC existem varios mecanismos: 1)
forcas mecéanicas como as desencadeadas pelo crescimento tumoral, forcando as células
a deslocarem-se (50,51); 2) vasos tumorais fenestrados, consequéncia da intensa
angiogénese tumoral por aumento da producdo de VEGF (52); 3) trajetos (micro-tracks)
formados por outras CTC através de proteolise ou 4) através de estruturas teciduais pré-
existentes (53). A importancia do tipo de migracdo prende-se com a transformacéo do
fenotipo da célula tumoral, pois se por um lado temos “CTC acidentais” que mantém o
seu fendtipo original, por outro, temos células que sofrem uma transformacao fenotipica
conhecida como transicdo epitélio-mesénquima (TEM)(54).

A TEM ¢é um processo pelo qual as células epiteliais passam a ter caracteristicas
mesenquimais, perdendo os marcadores de superficie epiteliais, 0 que pode acontecer em
diversas situacdes: embriogénese, cicatrizacdo e regeneracdo de tecidos (55), mantendo
as células carcinomatosas esta capacidade (56).

A sinalizacdo paracrina por TGF-B, WNT, PDGEF ou IL-6 e a exposi¢do a nicotina,
alcool e radiagdo ultravioleta sdo fatores desencadeantes da TEM (56-58), que ativam
determinados fatores de transcricdo (Snail, Twist e Zeb) responsadveis por manter o
fenotipo mesenquimal através de sinalizacdo autocrina (56).

Durante a TEM as células tumorais perdem as juncdes célula-célula e sofrem alteracbes
do citoesqueleto, o que resulta na perda de marcadores caracteristicos de células epiteliais
(p.e. EpCAM e E-caderina), alteracbes da queratina e, por fim, na expressdo de
marcadores mesenguimais (p.e. vimentina) (59).

Estas subpopulacBes de CTC que possuem caracteristicas de células mesenquimatosas
sdo dificeis de detetar em circulacdo pois a acrescer ao facto dos métodos convencionais
de detecdo de CTC se basearem na utilizacdo de marcadores epiteliais, as células
hematopoiéticas também tém origem mesenquimal (48).

O numero de CTC em circulacdo é muito reduzido, estimando-se que haja 1 célula
tumoral por cada bilido de células sanguineas normais em doentes com cancro
metastizado (46). Na corrente sanguinea, as CTC enfrentam uma série de obstaculos que
dificultam a sua sobrevivéncia: forcas de cisalnamento (shearing forces), colisdo com
células sanguineas, anoiquis e a atividade do sistema imunitario. As CTC capazes de

resistir a todas ameacas existentes em circulagdo, passam a fase seguinte que consiste na
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adesdo ao endotélio dos capilares e migracdo transendotelial (60) para formar
micrometastases ou reservatorios de CTC, denominando-se neste caso células tumorais
disseminadas (CTD) (Figura 1).

Estudos anteriores revelaram que a medula 6ssea é frequentemente o local de elei¢éo para
a formacdo de depositos de CTC, mesmo quando o tumor primario nao apresenta
metastizacao preferencial para o 0sso (p.e. cancro do pulmé&o ou colorrectal) (61-63). Na
medula dssea, as CTD permanecem num aparente estado de laténcia até que um estimulo

adequado promova a proliferacdo celular (64,65).
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Fig. 1 Cascata de Metastizacao (66)

Na pratica clinica, as CTC poderdo ser ferramentas valiosas no que concerne ao
diagndstico precoce, estadiamento, monitorizacdo de recorréncia, prognostico e selecdo
das terapéuticas apropriadas (46), bem como aprofundar o conhecimento acerca do
processo de metastizacdo tumoral (67). A Food and Drug Administration (FDA) ja
aprovou a contagem de CTC, através do método CellSearch™ | como um marcador de
progndstico nos cancros da mama, colorrectal e da prostata metastizados (43).

A analise de CTC é um processo que compreende trés etapas:

1) Enriquecimento;
2) Detecdo;
3) Caracterizacéo.

O enriguecimento tem como objetivo ultrapassar a escassez de CTC no sangue periférico

e aumentar a sensibilidade do ensaio. As amostras de sangue séo processadas recorrendo
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a técnicas que exploram as caracteristicas morfologicas das CTC (tamanho e densidade)
ou a técnicas de separagdo imunomagnética. Ambos o0s métodos apresentam o
inconveniente de provocarem algum dano/morte celular. A separacdo de CTC com base
na centrifugacao por gradiente de densidade consiste na utilizacdo de um meio estéril de
centrifugacdo por gradiente de densidade (Ficoll, Lymphoprep). Quando o sangue é
colocado sobre o Ficoll e centrifugado, as particulas de maior densidade — eritrocitos e
neutrofilos — precipitam, enquanto que as menos densas — células tumorais, células
mononucleares, plasma — permanecem no Ficoll. Caso se opte pela utilizacdo de
OncoQuick, os tubos utilizados contém uma barreira porosa sob a qual se encontra 0
gradiente, impedindo a mistura entre 0 mesmo e o sangue. Deste modo, 0 OncoQuick é
uma excelente alternativa ao Ficoll, facilitando a separacéo e posterior avaliacéo da fragcéo
de células enriquecida (68).

O enriquecimento com base no tamanho celular assenta no principio de que a maioria dos
leucocitos em circulagdo apresenta um tamanho que varia entre 8 e 11 um, razdo pela
qual podem ser facilmente removidos da amostra por filtragdo através de uma membrana
de policarbonato com poros de cerca de 8 um. Se por um lado, este método permite efetuar
a contagem de CTC por mililitro de sangue e manter a integridade celular, por outro lado
ndo € certo que as CTC tenham sempre mais de 8 um, tornando a sensibilidade do ensaio
questionavel (69).

A selecdo imunomagnética é o método mais utilizado na fase de enriquecimento e envolve
bandas imunomagnéticas e um sistema ferrofluidico. As CTC sdo selecionadas
positivamente por anticorpos acoplados a bandas magnéticas que tém como alvo
antigénios epiteliais especificos — CK e EpCAM — ou antigénios de superficie especificos
de células tumorais — PSA, Her2 e CEA. Esta técnica possui a vantagem de permitir a
visualizacdo das células por microscopia de fluorescéncia. As principais desvantagens
sdo tratar-se de um método dispendioso e de ndo existirem procedimentos ou reagentes
padrdo, tornando a sua execu¢do muito variavel (70,71). Atualmente existem varios
protocolos disponiveis, dos quais sdo exemplos o Rare™ ¢ 0 MACS® (72) .

A detecdo de CTC ¢é realizada com base na utilizagdo PCR ou técnicas de
Imunohistoquimica. A ultima consiste na utilizagdo de anticorpos monoclonais dirigidos
a antigenios presentes nas CTC (p.e. EpCAM das ceélulas epiteliais) — selecdo positiva —
ou a antigénios conhecidos nas células sem interesse (p.e. CD45 dos leucdcitos) — selecéo

negativa - com coloracdo por imunofluorescéncia.
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Atualmente, dispomos de varios métodos combinados de enriquecimento e detecéo de
CTC, dos quais sdo exemplos: CellSearch, Microfluidic devices, ‘CTC chip’, Epispot,
Adnatest e Telomescan.

O CellSearch™ ¢ um sistema automatico de enriquecimento e coloracdo de CTC. Até ao
momento € o Unico teste diagnostico aprovado pela FDA (73). O enriquecimento de CTC
passa pela utilizacdo de um ferrofluido acoplado a anticorpos de EpCAM. As CTC ligadas
as particulas de ferro sdo removidas da amostra sanguinea por imans. Posteriormente, as
CTC sdo identificadas através de anticorpos fluorescentes que se ligam as CK e as células
hematopoiéticas sem interesse sdo detetadas utilizando anticorpos anti-CD45. De
seguida, a amostra € analisada por um microscépio de fluorescéncia capaz de classificar
células epiteliais positivas para CK e negativas para CD45 - o The Cell-Spotter Analyzer.
As células isoladas através deste sistema automatico sdo posteriormente analisadas
relativamente a expressdao de mRNA e mutaces de DNA, confirmando a sua origem
tumoral. O sistema apresenta uma boa sensibilidade, detetando cercade 5 CTC por 7.5ml.
Os dispositivos de microfluidica (Microfluidic devices) tém por base uma técnica que
utiliza a microscopia confocal de fluorescéncia. O dispositivo é composto por
microcanais revestidos por particulas com propriedades magnéticas que por sua vez estao
cobertas por anticorpos especificos para determinados antigénios de superficie expressos
pelas CTC. A vantagem desta técnica é que é completamente automatica com uma
especificidade de cerca de 97% e um rendimento de captura de 90%. A integridade celular
é mantida possibilitando subsequente quantificacdo e estudos biolégicos (73,74).

O CTC chip é também num dispositivo microfluidico que se destaca pela sua eficiéncia e
reprodutibilidade. O chip é constituido por 78 000 microspots contendo anticorpos
EpCAM. Como o EpCAM é sobreexpresso nos carcinomas do pulméo, colorrectal, da
préstata e mama e ausente nas células sanguineas, torna o chip mais sensivel. A amostra
sanguinea é colocada no chip percorrendo-o sob condi¢cdes de fluxo especificas,
permitindo as células EpCAM+ ligarem-se aos microspots e serem detetadas depois por
uma camara. Utilizando este método, Nagrath et al., isolou CTC em 115/116 (99%) dos
doentes. O nimero de CTC isoladas variou entre 5 a 1281 por mL no carcinoma pulmonar
de ndo pequenas células, 42 a 275 no carcinoma colorrectal, 16 a 292 no carcinoma da
prostata metastizado, 5 a 174 no carcinoma da mama e 9 a 831 no carcinoma do pancreas.
N&o foram detetadas CTC no grupo de controlo. Assim, a sensibilidade do chip foi de
99,1% e a especificidade de 100% (75) .
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O Epispot € um método em que as células CD45+ sofrem selecdo negativa e as células
CXCR4+ (marcador de células epiteliais envolvido no homing para a medula 6ssea) séo
alvo de enriquecimento (76). CXCR 4 é um tipo de recetor de quimiocinas especifico
para a quimiocina CXCL12 e encontra-se expresso em mais de 23 tipos de cancro, dos
quais sdo exemplos o cancro da mama e do ovario, melanoma e cancro da prostata. A
expressdo deste recetor pelas células tumorais foi relacionada com a metastizacdo para
tecidos que contém uma elevada concentracdo do seu ligando, isto é, pulmao, figado e
medula dssea (77).

O Epispot apenas deteta células viaveis, sendo capaz de distinguir CTC viaveis de
apoptdticas. Apresenta elevada sensibilidade e ja foi testado em varios tipos de cancro, o
que sugere a sua potencial relevancia clinica (76).

O Adnatest é um método que usa dois tipos de anticorpos para especificos de células
epitelias — MUC1 e EpCAM . A MUC-1 € uma proteina que esta presente na membrana
apical das células epiteliais de varios tecidos. A sua sobreexpressdo, localizacéo
intracelular aberrante ou alteracdo da glicosilacdo estdo associadas a carcinomas do colon,
mama, ovario, pulmao e pancreas (78).

Como nem todas as CTC expressam ambos 0s anticorpos, este método aumenta o
rendimento e a especificidade do isolamento de CTC. E um método muito especifico
(>90%) e de elevada sensibilidade (2 CTC por 5mL de sangue) (69).

O Telomescan® é um método que utiliza um vetor viral para detetar CTC. O virus sé
consegue replicar-se em células tumorais introduzindo um marcador GFP no seu genoma,
tornando-as visiveis. Este método ja foi utilizado para detecdo de CTC em amostras de
sangue periférico de doentes com carcinoma da mama, revelando elevada especificidade
e sensibilidade (79).

A especificidade da técnica de PCR baseia-se na criacdo de primers oligonucleotidicos
que sdo especificos para o gene de interesse. O DNA, mais estavel que o RNA e
independente da maquinaria de transcri¢do, pode ser utilizado como alvo em vez do
RNAm. Contudo, é possivel encontrar DNA livre em circulagdo (p.e. proveniente de
células tumorais que sofreram apoptose), originando falsos positivos. Assim, 0 RNAm é
o principal alvo das técnicas de PCR e RT-PCR (reverse transcriptase-PCR) é o método
mais utilizado para detecdo de CTC. Com a RT-PCR, apds a sintese de cDNA, o gene de
interesse é amplificado, utilizando primers oligonucleotidicos especificos para o gene em
questdo. E frequentemente considerado o ensaio mais sensivel para detecdo de

marcadores moleculares tumorais (1 célula maligna num universo de 1-10 milhGes de
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células normais). Também apresenta elevada especificidade dado a criacdo de primers
especificos para genes de interesse. Para além disso, € um método eficiente, pois analisa
todo 0 RNA numa so reacao.

Esta técnica apresenta algumas limitacdes: 1) necessidade de lise celular, o que
impossibilita posterior contagem e analise das CTC; 2) inexisténcia de marcadores
tumorais especificos na maioria dos tumores solidos; 3) variabilidade da sensibilidade do
PCR uma vez que dada a sua heterogeneidade, as CTC podem n&o expressar de igual
forma o marcador de interesse; 4) possivel existéncia de inibidores de PCR em circulacao,
reduzindo a sensibilidade da reacdo e 5) o gene alvo pode estar downregulated como
consequéncia da terapéutica. Outra limitacdo € que ndo é um processo completamente
automatizado e assim pode ndo ser suficientemente reproduzivel em amostras clinicas
(69).

Para melhorar a especificidade da reacdo de PCR foi desenvolvida a técnica de
quantitative real-time PCR — qPCR. Esta distingue transcritos de células tumorais de
transcritos de células normais, mas ndo permite quantificar as células tumorais da amostra
em estudo, devido a variabilidade na taxa de transcricdo entre células tumorais (80).

A terceira e ultima etapa de caracterizacdo molecular - utilizando RT-PCR, FISH ou
sequenciagdo de DNA (Figura 2) (46).
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Fig. 2 Técnicas de Isolamento de CTC (46)
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Células Tumorais Circulantes no Carcinoma de Células Renais

A historia natural heterogénea e a propensao para a recorréncia nos cancros da prostata,
bexiga e rim fazem com que sejam bons candidatos a utilizacdo das CTC (46).

A detecdo de CTC no cancro geniturinario, em particular cancro da prostata e cancro da
bexiga, tem sido amplamente investigada (81,82), tendo, no primeiro, sido util no
prognostico de doentes com resisténcia a castracéo (46).

Na especificidade do CCR, a investigacdo demonstrou ainda pouco progresso (45) e o
namero de estudos € muito limitado.

Estudos publicados em 1990 por Pontes et al (45) e Hioki and Sugimura (46) usaram RT-
PCR para detetar DNA tumoral circulante em doentes com CCR. Ashida et al. identificou
mutacdes no gene VHL em células circulantes usando RT-PCR (46,83). McKiernan et al.
usaram o mesmo metodo para detetar a expressao de AC9 no sangue periférico, um gene
expresso em 91,2% dos carcinomas de CCRcc, que representam 75% dos CCR. Foram
testados 37 doentes com CCR (28 com doenca localizada e 9 com CCR metastizado) e
verificou-se a existéncia de células com expressdo de AC 9 em 18 deles (49%). O mesmo
ensaio revelou ainda elevada especificidade, pois apenas foi detetada expressdo de AC9
em 1,8% dos individuos saudaveis que integraram o estudo como controlo (84). Os
estudos referidos anteriormente foram limitados pela reduzida taxa de dete¢cdo de mRNA
celular de CCR no sangue periférico.

Métodos de detecdo imunomagnética foram também utilizados para isolar CTC a partir
do sangue de doentes com CCR. Em estudos de pequena dimenséo, foram detetadas CTC
em aproximadamente 30% a 92% dos doentes (85-87). No maior estudo realizado de
CTC no CCR, Bluemke et al utilizaram o sistema de separacdo de células
imunomagnético MACS® e a coloracdo imunohistoquimica de citoqueratina 8/18 para
detetar CTC em 81 dos 154 doentes (52,6%). A detecdo de CTC foi um fator de
progndstico independente (p=0.014) e foi correlacionada com: a sobrevida global (RR:
2.3; p=0.048), a invasdo dos nodulos linfaticos (p<0.001) e metastases a distancia
(p=0.014) (88).

Atualmente, a EpCAM é a molécula mais utilizada como antigénio de captura para a
pesquisa CTC, sendo amplamente utilizada em outras plataformas para além da
CellSearch®, nomeadamente: microchip, microvortex-generating herringbone-chip,
citometria de fluxo (flow cytometry), varredor magnético (magnetic sweeper) e

dispositivos microfluidicos (microfluidic devices) (45).
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EpCAM é um marcador especifico de celulas epiteliais que € altamente expresso no
cancro de mama, prostata e c6lon, mas ndo no CCR (Figura 1) (89-91) em que é expresso
em apenas 30-40% dos casos. Assim, ndo representa um antigénio de captura ideal para
a detecdo de CTC em doentes com CCR (92).

A justificacdo para a baixa expressdo de marcadores epiteliais nas CTC de CCR reside
no facto de estas sofrerem TEM. Durante este processo h&d uma alteracdo das
caracteristicas celulares e perda de propriedades epiteliais, pelo que as células tumorais
passam a apresentar um fendtipo mesenquimal (93). Urge assim, identificar marcadores
de superficie apropriados que possam ser usados como antigénios de captura no CCR
(46).

O estudo levado a cabo por Liu et al destaca-se pela utilizagédo de um microfluidic device
(NanoVelco chip), tendo como alvos moleculares a AC9 e CD147. A AC9 é um marcador
de hipoxia tumoral amplamente expresso em varios tipos de cancro humano (94-96) e
esta associada a maior agressividade e a pior prognoéstico (97). O CD147 é um membro
altamente glicosilado da superfamilia das imunoglobulinas, é expresso na superficie de
muitos tumores malignos, tais como o cancro de ovario e o cancro da bexiga (98-100), é
expresso igualmente em até 88,7% dos pacientes com CCR avancado (101). O CD147
também tem sido relacionado com o processo de metastizacdo por facilitar a TEM através
da ativacéo da via MAPK/ERK (102). A primeira etapa do estudo consistiu na validagéo
da expresséo destes dois marcadores no CCRcc, verificando-se que, quando combinados,
97.1% dos tumores eram positivos para estes marcadores e que apenas 18.6% dos tumores
eram positivos para EpCAM. Numa segunda fase, a combinacdo de AC9 e CD147 para
selecdo positiva, permitiu a detecdo de CTC em 72 de 76 (94,7%) doentes com CCRcc.
O numero de CTC isoladas foi distinto consoante o estadio clinico apresentado pelo
CCRcc, com o numero maior de células isoladas em estadios mais avancados. Para além
disso, foi ainda avaliada a expressdo de Vimentina (marcador mesenquimal), havendo
uma relacdo do numero de células positivas para este marcador com o estadio clinico do
CCR, um achado sugestivo de que a diferenciacdo mesenquimal das CTC podera
representar um potencial fator de prognéstico em doentes com CCR (45).

Em 2017, um estudo realizado por Maertens et al efetuou uma analise comparativa entre

4 métodos diferentes de enriquecimento e detegdo de CTC:

1) Selecdo Imunomagnética com anticorpos anti-EpCAM
2) Ficoll e selecdo negativa com anticorpos anti-CD45
3) RosetteSep™
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4) Parsortix — sistema que explora a deformabilidade e tamanho das CTC.

Os autores utilizaram quatro tipos de células de CCRcc fenotipicamente distintas — CAL-
54; A-498; CAKI-1 e CAKI-2 —e ainda, 61 amostras clinicas de CCRcc (15 de CCR Grau
1; 29 de CCRcc Grau 2 e 17 de CCR Grau 3). Assim, verificou-se uma reduzida
contaminagdo das amostras sanguineas por leucécitos com a utilizagdo do Parsortix e
qualquer um dos restantes métodos apresentou uma contaminagdo consideravel. A taxa
média de recuperacdo de CTC foi de 66% com o Parsortix, 55% com o Ficoll/Selecéo
Negativa com anti-CD45; 30 % com o RosetteSep™ e 23% com a Selecdo
imunomagnética com anti-EpCAM.

Quando comparadas as taxas de recuperacao para cada um dos tipos de CTC, o Parsortix
revelou-se consideravelmente mais eficaz que a Selecdo Imunomagnética com anti-
EpCAM na detecdo de A-498 [46% vs. 1% (p< 0.001)], CAKI-1 [82% vs. 21% (p<
0.0001)] e CAKI-2 [87% vs. 7% (p< 0.0001)]. Tendo por base que a unica plataforma
aprovada pela FDA utiliza os marcadores EpCAM e CK, os autores decidiram averiguar
a sua expressao no CCRcc. Para tal, utilizaram técnicas de Imunofluorescéncia e
observaram que quer as CTC quer as células constituintes das amostras clinicas eram
positivas para o panCK, mas que apenas o subtipo CAL-54 apresentava uma fraca
expressdao de EpCAM e que apenas 18/61 amostras de CCRcc eram positivas para o
marcador, sem qualquer tipo de correlacdo com o grau do tumor — Grau 1 — 24%; Grau 2
— 34% e Grau 3 — 23%). Por fim, utilizando o sistema Parsortix e TagMan gqPCR
verificaram a expressdo elevada de CK KRT8 pelas CTC face aos tubos de controlo.

A maior limitacdo do estudo foi a indisponibilidade de amostras sanguineas de doentes
com CCRcc (103).
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Concluséao

A incidéncia do CCR tem vindo a aumentar (1) e este representa a condi¢do urologica
maligna com maior mortalidade associada (2).

Apesar de ser uma condi¢cdo multifatorial, importa referir que fatores de risco principais
para CCR sdo: a HTA, o tabagismo e a obesidade (3) sendo estes importantes na
sociedade em geral, mas principalmente nos paises desenvolvidos. Isto leva-nos a crer
que no que depende dos fatores externos a incidéncia do CCR mantera a tendéncia para
aumentar.

Apesar da crescente disponibilidade de exames complementares de diagnostico e da
evolucdo das técnicas de intervencdo no ambito do CCR, é uma realidade que existem
muitas limitacdes na detecdo, terapéutica e seguimento dos doentes.

E neste contexto que assumem especial importancia os avangos recentes na area da
biologia molecular e particularmente na investigacdo das CTC e das suas propriedades
como biomarcador tumoral.

As CTC tém sido alvo de multiplos estudos em varios tipos de cancros. A FDA ja aprovou
a contagem de CTC pelo sistema CellSearch como um marcador de prognéstico nos
cancros da mama, colorrectal e da prostata metastizado (43).

Né&o obstante, no CCR o panorama € um pouco diferente, 0 que se deve em parte a sua
heterogeneidade e ao processo de TEM pelo qual as células passam durante o processo
de metastizacdo. Assim, as CTC de CCR deixam de expressar os marcadores de superficie
epiteliais utilizados pela maioria dos métodos de detecdo de CTC em vigor e passam a
expressar marcadores de células mesenquimatosas (93).

O conhecimento crescente acerca da caracterizacdo morfologica e molecular das CTC de
CCR, possibilitou a realizacdo de estudos com novos métodos mais adequados e
consequente aumento da capacidade de detecdo de CTC, dos quais se destaca o Parsortix
utilizado por Maertens et al (103) e a combinacdo de AC9 e CD147 num dispositivo de
microfluidica por Liu et al (45).

Estudos realizados por diferentes autores relativamente ao CCR revelaram que a detegédo
de CTC é um fator de prognostico independente e correlaciona-se com sobrevida global,
a invasdo dos nodulos linfaticos e metastases a distancia (44). Para além disso, 0 nimero
de CTC isoladas foi distinto consoante o estadio clinico apresentado pelo CCR, com um
namero maior de células isoladas em estaddios mais avancados. Por ultimo, verificou-se

uma relagéo entre a expressdo do marcador mesenquimal vimentina com o estadio clinico
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do CCR, o que é sugestivo de que a diferenciacdo mesenquimal das CTC podera
representar um potencial fator de progndstico (45).

Posto isto, € necessario investir na realizacdo de estudos para melhor caracterizacdo das
CTC no CCR por forma a otimizar os métodos de isolamento existentes e permitir que as
CTC sejam utilizadas na pratica clinica com o intuito de abordagem mais individualizada

em todas as vertentes do CCR.
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