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RESUMO

Introducao: O cancer de préstata (CP) € o mais incidente entre os homens
em todas as regides do Brasil. A detec¢do e caracterizagdo de células tumorais
circulantes (CTCs) tem sido apontada como uma alternativa para melhor
compreensdo da biologia dos tumores, incluindo cancer de préstata.

Objetivo: Este estudo tem como objetivo avaliar a deteccao de CTCs em
pacientes com tumor de préstata localizado e metastitico por teste rapido de
filtracdo celular.

Metodologia:  Foram  incluidos  pacientes com  diagndstico
anatomopatoldgico de cancer de prostata ou neoplasia intraepitelial prostética. Os
dados demogrificos, laudos anatomopatolégicos e de Cintilografia Ossea e valores
do antigeno prostdtico especifico ( PSA) foram obtidos pelo estudo dos
prontudrios médicos dos pacientes.

Os pacientes foram classificados como portadores de tumor metastitico
quando apresentavam evidéncia de imagem metastdtica pela Cintilografia Ossea.

As CTS foram isoladas por teste rapido de filtracdo celular com posterior
imunocitoquimica utilizando-se anticorpos monoclonais anti-PSA  para
caracterizacdo cancer de prostata especifica das células.

Resultados: As CTCs foram detectadas em 9 dos 21 pacientes (43%) com
positividade de 60% no grupo metastatico e 36% no grupo de tumor localizado.
Nao foram observadas associagdes entre os valores de PSA e tratamento instituido
com a deteccdao de CTCS.

Discussao: A positividade das CTCs no presente estudo mostrou-se
semelhante aos dados da literatura, embora possam ser citadas algumas limitagdes
do estudo tais como pequeno numero de pacientes incluidos, dificuldades
encontradas pelos pesquisadores em realizar a imunocitoquimica sem danificar a
membrana de filtracdo, além do uso de um tunico marcador préstata especifico.
Conclusao: Concluimos que as CTCs parecem ser uma ferramenta promissora

com potencial para auxiliar a pratica clinica.

Palavras-chave: Biopsia Liquida; Carcinoma de Prostata; Células Tumorais Circulantes;
ScreenCell



ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer (PC) is the most frequent among men in all
regions of Brazil. The detection and characterization of circulating tumor cells
(CTCs) has been pointed out as an alternative for a better understanding of the
biology of tumors, including prostate cancer.

Objective: This study aims to evaluate the detection of CTCs in patients
with localized and metastatic prostate tumor by rapid cell filtration test.
Methodology: Patients with anatomopathological diagnosis of prostate cancer or
prostatic  intraepithelial neoplasia were included. Demographic data,
anatomopathological and bone scintigraphy reports and prostate specific antigen
(PSA) values were obtained by the study of patients' medical records. Patients
were classified as having metastatic tumor when they presented evidence of
metastatic image by Bone Scintigraphy.

The CTS were isolated by rapid cell filtration test with subsequent
immunocytochemistry using anti-PSA monoclonal antibodies for cell-specific
prostate cancer characterization.

Results: CTCs were detected in 9 of the 21 patients (43%) with 60%
positivity in the metastatic group and 36% in the localized tumor group. No
associations were observed between PSA values and treatment established with
CTCS detection.

Discussion: The positivity of the CTCs in the present study was similar to
the data in the literature, although some limitations of the study may be cited, such
as a small number of patients included, difficulties encountered by researchers in
performing immunocytochemistry without damaging the filtration membrane,
besides of the use of a single prostate specific marker. Conclusion: We conclude

that CTCs appear to be a promising tool with the potential to aid clinical practice.

Keywords: Carcinoma of Prostate; Circulating Tumor Cells; Liquid Biopsy; ScreenCell
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INTRODUCAO

O cancer de prostata (CP) € o mais incidente entre os homens em todas as
regides do Brasil'. As principais medidas recomendadas para diminuir a
morbidade e mortalidade associada ao CP sdo o rastreamento através da dosagem
do antigeno prostatico especifico (PSA) associado ao toque retal e o diagnostico
precoce da neoplasia.

O nivel de PSA elevado e o exame de toque retal anormal tém sido
utilizados para indicar uma bidpsia da prostata. No entanto, patologias nao
malignas como a hiperplasia benigna da préstata ou prostatite, podem aumentar o
nivel de PSA sendo que até 70% das bidpsias sdo negativos para o cancer, e,
portanto, potencialmente desnecessarias, causando ansiedade, testes clinicos caros
e acompanhamento prolongado®.

Evidencias cientificas e de boa qualidade,3’4 indicam que o rastreamento
cancer de proéstata produz mais dano do que beneficio.

No Brasil o Instituto Nacional de Cancer' recomenda que ndo se
organizem programas de rastreamento para o cancer da prostata.

Existe um senso comum sobre a necessidade de mais estudos cientificos
para aprimorar a selecdo dos candidatos ao rastreamento, bem como ferramentas
mais precisas € menos invasivas para monitorar os estigios avancados desta
neoplasia.

A presencga de células tumorais circulantes (CTC) no sangue periférico é
uma alternativa para melhor compreensao da biologia dos tumores, incluindo
cancer de préstata5 .

Embora a taxa de circulacdo de células tumorais em pacientes com tumores
sOlidos seja desconhecida, os modelos experimentais indicam que milhdes de
células tumorais estdo continuamente dispersas através do corpo, embora apenas
algumas dessas células possam atingir um 6rgao distante, sobreviver em estado
latente, evadir o sistema imunolégico e eventualmente se tornarem uma
metastase’.

A motilidade das células tumorais pode ser adquirida por diferentes
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processos dos quais a transi¢cdo epitelial para mesenquima (EMT) e a amplificacdo
dos centrosomas sdo atualmente consideradas as principais. EMT leva a perda
(parcial) das caracteristicas epiteliais das células cancerosas resultando em maior
capacidade de migragcdo, invasdo e resisténcia a apoptose enquanto que a
disseminagdo associada a amplificacdo do centrosoma pode reter a expressao de
marcadores epiteliais. Devido a estes diferentes processos de disseminagdo, ainda
ndo estdo totalmente estabelecidas quais sdo as caracteristicas verdadeiras das
células iniciadoras de metdstase e se essas células podem ser encontradas entre as
CTCs que atualmente estdo sendo detectadas no sangue de pacientes com cincer’.

Existem vdrios tipos de CTCs. As tipicas foram identificadas utilizando-se
teste de viabilidade, verificando-se a localizagdo citoplasmdtica membranar de
citoqueratinas e auséncia de CD45, o que implica origens epiteliais e ndo
hematopoiéticas, respectivamenteg.

As CTCs sao células maiores que as células hematopoiéticas com
morfologia irregular. As CTCs de citoqueratina negativa (CK-) ou células-tronco
de cancer sofrem transicdo epitelial-mesenquimatosa (EMT) e sdo consideradas
como tendo perfil gendmico ou expressdo génica especifica para céancer e
morfologia semelhantes a uma célula cancerosa e sdo propensas a resisténcia e
metdstase’.

Uma vez na corrente sanguinea as CTCs enfrentam varios obsticulos
naturais que dificultam o processo metastitico, tais como o stress fisico da
circulacdo e a resposta imune'®!'",

Assim sendo CTCs sdo raras e aparecem em um nimero estimado de 1 a
cada 10°-10° células sanguineas circulantes'?.

A biopsia liquida usando CTC vem ganhando aten¢cdo como uma
ferramenta minimamente invasiva na investigacdo, progndstico e avaliacdo de
resposta a terapias em pacientes com cancer de préstata. Devido a menor
invasividade, ela pode ser realizada com mais frequéncia possibilitando
monitoramento da evolucdo da doenca de forma personalizada'.

Apesar das vantagens relacionadas a detec¢do de CTCs, algumas

desvantagens tais como problemas técnicos, clinicos e bioldgicos devem ser
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analisadas antes de adotéd-la na prética clinica. Como o tumor € caracteristicamente
heterogéneo, revelar a origem das CTCs € o mais importante para entender sua
utilidade clinica'®.

Uma vez que as CTCs sdo extremamente raras no sangue, a sensibilidade e
a especificidade do teste ndo sdo suficientes para uma detecc¢ao precisa. Apesar da
presenca de vérios métodos para a deteccio de CTC, nenhum deles esta
estabelecido para ser clinicamente aplicivel devido ao espectro de deteccdo
restrito, baixa pureza e perda de CTCs"”.

Além disso, os métodos para deteccio de CTC geralmente sao
acompanhados por processos de dificil realizacdo ecustos significativos.

A anélise de CTC inclui o isolamento e o enriquecimento, a detec¢do, a
enumeracio e pode incluir a caracterizacdo molecular'®.

Para o isolamento e enriquecimento das CTCs sdo utilizados dispositivos
de filtracdo, considerando as caracteristicas fisicas como tamanho, carga elétrica e
densidade'”.

Um dos testes laboratoriais existentes no mercado para deteccdo e
contagem de CTCs € o sistema CellSearch® (Veridex, Raritan, NJ, EUA). Este
sistema foi aprovado pela FoodandDrugAdministration (FDA) para monitorar
pacientes com CP metastatico. Atualmente, este € o Uinico teste para detectar CTCs
que recebeu aprovacdo do FDA.

O sangue periférico é coletado em tubo EDTA, com volume de 7,5 mLs,
centrifugado e enriquecido imunomagneticamente com nanoparticulas magnéticas
e ferrofluidicas. As CTCs de origem epitelial podem ser detectadas por coloracdo
nuclear e um conjugado de anticorpo fluorescente contra o antigeno
EpCAM(EpCAM +); CD45- (para excluir células hematopoiéticas); e
Anticorposanticitoqueratinas 8, 18+, e / ou 19+ (citoqueratinas especificas das
células epiteliais) 18.19.

O ensaio enumera apenas as células que expressam a molécula de adesao
de células epiteliais (EpCAM) e citoqueratinas (CK) 8, 18 e/ou 19. Se cinco ou
mais CTCs forem encontradas, o resultado serd considerado positivo. Este teste

tem um limite de detec¢do de 1 CTC / 7,5 mL de sangue total com 93% de
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capacidade de recuperagao.

Embora seja o unico método aprovado pelo FDA, existem vdrias
limitagdes. Equipamentos especificos - o CellTracksAutoPrep e a unidade
CellTracksAnalyzer Il (Veridex LLC, Raritan, NJ, EUA) - sdo necessdrios para
realizar o teste. O uso de anticorpos que podem reconhecer o marcador tumoral
pode apresentar algum viés devido a necessidade de expressdo suficiente de
proteina na superficie celular. Alguns tumores nao expressam EpCAM e CKs,
devido downregulated (nimero de receptores ou afinidade desses receptores esta
diminuida) durante a transi¢ao epitelial—mesenquimatosa20.

Além disso, as células EpCAM + podem ser detectadas no sangue
periférico quando ocorrem doencas inflamatérias ou queimaduras na pele. Assim,
o diagnostico de cancer por células EpCAM + ndo é apropriadozl.

Métodos baseados em filtragem considerando o tamanho da célula também
tém sido utilizado para capturar CTCs no sangue periférico®.

O método ScreenCell captura CTCs a partir de dispositivos de uso tnico e
de baixo custo que usam um filtro para isolar as células tumorais por tamanho.
Para a identificacdo cancer especifica pode-se utilizar imunocitoquimica
diretamente no filtro. O dispositivo ScreenCell® permite também o isolamento de
células vivas capazes de crescer em cultura®.

Virios estudos avaliaram CTCs em pacientes com cancer de préstata e o
método mais utilizado foi o CellSearch com marcadores CD45- e CK+ e EpCAM
+ e foram incluidos na maioria destes estudos pacientes com cancer de préstata
resistente a castracio’*>> 2.

Diante das evidéncias da literatura levantamos a hipdtese que investigar o
desempenho de método de deteccdo de CTCs com menor custo pode facilitar sua

introdugdo na pratica clinica e contribuir para esclarecer sua utilidade.
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OBJETIVO

Avaliar a deteccdo de células tumorais circulantes do carcinoma de
préstata em pacientes com carcinoma de préstata localizado e metastatico por teste
rapido de filtragado celular.

METODOLOGIA

Este estudo prospectivo longitudinal foi realizado no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP e foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da instituicdo pelo parecer n’ 1.950.098/2017.

Os sujeitos convidados a participar do estudo foram pacientes com
diagndstico anatomopatolégico de cancer de prdstata ou neoplasia intraepitelial
prostatica que foram recrutados nos Ambulatérios de Urologia, Quimioterapia e
Radioterapia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Todos os pacientes concordaram em participar neste estudo apds a leitura e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

Os dados demogréficos, laudos anatomopatologicos e de Cintilografia
Ossea e valores do Antigeno Prostitico Especifico (PSA) foram obtidos pelo
estudo dos prontudrios médicos dos pacientes.

Os pacientes foram classificados como portadores de tumor metastatico

quando apresentavam evidéncia de imagem metastdtica pela Cintilografia Ossea.

Avaliacao laboratorial

A pesquisa de células tumorais circulantes no sangue periférico dos
pacientes com cancer de prostata foi realizada no maximo 4 horas apds a coleta de
4mls de sangue, em tubo contendo EDTA K2, com homogeneiza¢do da amostra
de acordo com as recomendacdes do fabricante do Kit de filtracdo celular
ScrennCell®.

A amostra bioldgica foi mantida entre 2 e 8°C quando a andlise nao foi
realizada imediatamente apds a coleta, respeitando-se o intervalo de 4 horas.

O sangue periférico foi submetido a um processo de filtracao celular pelo

Kit denominado ScrennCell® que isola as células devido filtracdo do sangue de
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acordo com o tamanho celular, através de uma membrana com microporos (8

micrometros). As células tumorais sao maiores e retidas na membrana.

Metodologia de filtracao celular pelo teste ScreenCell®

Apés a coleta e homogeneizacdo da amostra, 3mLs de sangue foram
transferidos para tubo pléstico com tampa de rosca de 15ml e adicionado 4mLs do
tampao. O tubo pléstico foi fechado e homogeneizado por inversdo 5 (cinco) vezes
e incubado por 8 (oito) minutos em temperatura ambiente na bancada. O pH do
tampao foi ajustado para atingir valores entre 6,7 € 7.

De acordo com a figura 1, ap6s acdo do tampao, 7mLs do sangue diluido
foi transferido para tubo préprio do Kit ScreenCell ( letra a na figura 1).

Em seguida o lacre amarelo do tubo foi removido, conforme ilustrado na
figura abaixo, e foi inserido um tubo a vdcuo com EDTA que permite e passagem
do sangue diluido pelo filtro. Quando o sangue filtrado atinge a porcdo final do
tubo indicado com a letra c¢ na figura 1, foi introduzido 1,6 mLs de tampao PBS.
Ao final da filtragdo, foi retirado o modulo ¢ e descartado o suporte azul com o
tubo 4 vdcuo. A membrana foi ejetada em papel de filtro limpo e seco sendo o
modulo e descartado. Aguardou-se 15 minutos em temperatura ambiente para

secagem da membrana de filtracao.
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Figura 1 - Procedimento do Kit ScreenCell®

Apoés secagem, as membranas foram embaladas em papel aluminio e
armazenadas a — 20°C até momento da colora¢@o para imunocitoquimica.
Na imunocitoquimica foi utilizado anticorpo policlonal anti-PSA da marca

Dako para caracterizacdo cancer de prostata especifica.

Imunocitoquimica

O propésito da imunocitoquimica € reconhecer antigenos e assim
identificar e classificar células especificas dentro de uma populacdo celular
morfologicamente heterogénea. A visualizacdo do complexo antigeno-anticorpo é
possivel pela adi¢gdo de um cromégeno conjugado ao anticorpo e enzima que pode

entdo ser observado ao microscopio.
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Figura 2 - Placa para acondicionar e corar as membranas no processo da imunocitoquimica

As membranas de filtragcdo foram acondicionadas na placa e foi adicionado 2 a 3
gotas de peroxidase ate que toda a membrana estivesse coberta. Aguardou-se 5
minutos e foi feita a lavagem com solugdo salina tamponada e posterior aspiracao
do conteudo. Foi introduzido 2 a 3 gotas do anticorpo primario ( PSA) ate cobrir
toda a membrana e aguardou-se 1 hora sendo entdo realizada a lavagem com solu-

¢ao salina tamponada e posterior aspira¢ao do conteido.

O anticorpo secundario foi acrescentado com 4 a 5 gotas ate cobrir a membrana e
aguardado 20 minutos para lavagem e aspira¢ao

Foi introduzido o substrato com 4 a 5 gotas recobrindo a membrana e aguardou-se
5 minutos. A lavagem foi feito com 4dgua destilada por 2 vezes e o contetido foi
aspirado. A ultima etapa foi a introducdo de 5 gotas do corante hematoxilina
recobrindo a membrana e posterior lavagem com dgua destilada e aspiracgao.

A secagem foi realizada em estufa a 37° C por 3 horas.

Foi entdao acrescentado 1 gota de resina e uma laminula ( fornecida pelo Kit) e

aguardou-se por 2 dias a secagem em temperatura ambiente.
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Microscopia

A leitura microscOpica para identificacdo e contagem das células tumorais
circulantes foi realizada em microscépio comum no aumento de 100 vezes por um
médico patologista, um médico patologista clinico e conferido por pesquisador
expert em células tumorais circulantes. Todas as laminas foram avaliadas de forma
cega, ou seja, sem o conhecimento do estadiamento da doenca. Todas as células
tumorais circulantes encontradas foram fotografadas.

As caracteristicas celulares avaliadas foram a presenga de irregularidade
do contorno nuclear, alta relacao nuclear/citoplasmaética , nucléolos proeminentes,

e citoplasma corado pela imunocitoquimica com anti-PSA.

ANALISE ESTATISTICA

As correlagdes entre a contagem de células tumorais circulantes e os
valores de PSA e tratamento instituido foram avaliadas pelo teste do qui-quadrado.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.



RESULTADOS

O fluxograma dos pacientes incluidos no estudo encontra-se na figura 3

27 pacientes submetidos a bidpsia prostatica
e coleta de amostra para deteccao de CTCS

19

16 pacientes com
Tumor localizado

7 pacientes com
Tumor metastatico

2 pacientes Neoplasia
Intraepitelial Prostatica

2 membranas para
detec¢do de CTC com
problemas técnicos

2 membranas para

problemas técnicos

detec¢do de CTC com

23 pacientes

Figura 3 - Fluxograma dos pacientes incluidos no estudo

Detecgao de Células Tumorais Circulantes
A detecgdo das células tumorais circulantes encontra-se na figura 4

2 pacientes
com PIN

1 paciente
com CTC
positiva

23 amostrasincluidas no estudo

5 pacientes com
tumor metastatico

14 pacientes com
tumor localizado

3 pacientes com CTCs
positivas(60%).

2 pacientes sem
cancer de prostata

2 pacientessem
tumor de proéstata

5 pacientes com CTCs
positivas(36%).

CTCs negativas

Figura 4 - Fluxograma da detecgdo das células tumorais circulantes
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A amostras foram positivas para CTCs em 9 dos 21 pacientes com cancer
de proéstata incluidos no estudo(43%). No grupo dos pacientes com tumor
localizado a positividade das CTCs foi de 36%, no grupo metastatico foi de 60% e

um dos pacientes com PIN apresentou CTCs positivas.

A idade dos pacientes, as caracteristicas do tumor, os niveis de PSA, o tipo
de tratamento instituido e os resultados da detec¢ao de CTCs estdo descritos na
tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes e resultados da detec¢dao de CTCs.

Paciente | Idade Tumor Numero de CTCs | Tratamento instituido PSA
Metastatico (ng/mL)

1 82 Nao Negativa RTe QT 2,51

2 71 Sim Negativa Prostatectomia/ Orquiectomia 305

3 74 Nao Negativa Acompanhamento 9,7

4 75 PIN Negativa Acompanhamento 3,9

5 77 Sim Negativa Acompanhamento 1.000

6 73 Nao Negativa RT e Hormonio 2

7 61 Nio Negativa RT e Hormonio 0,03

8 66 Nio Negativa RT 4,5

9 65 Nao Negativa RT e Hormonioterapia 100

10 64 Nao Negativa Prostatectomia

11 61 Nao Negativa Acompanhamento

12 79 Nao Negativa Acompanhamento 13,8

13 63 Sim 1 Hormonioterapia 100

14 63 Nio 2 Nio 16

15 86 Sim 2 QT 256

16 67 Nao 1 Acompanhamento 14

17 57 PIN 1 Vigilancia ativa 6,4

18 76 Nio 1 RT 11,7

19 57 Nio 2 Prostatectomia 0,03

20 70 Sim 4 Orquiectomia 780

21 77 Nao 4 Acompanhamento 101,2

RT: Radioterapia; QT: quimioterapia, PIN: Neoplasia IntraepitelialProstitica
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Nao foi observada correlacdo estatisticamente significante entre a

contagem de CTCs com o tratamento instituido ou com os valores do PSA.

As imagens das CTCs estdo descritas nas figuras abaixo.

Figura5: CTC de paciente de 57 anos, Neoplasia Intraepitelial prostatica, PSA de

6,36 ng/mL em vigilancia ativa. Contagem de CTCs: 1 célula.

Figura 6: CTC de paciente de 67 anos, tumor localizado, Gleason7, PSA de 14



ng/mL em vigéncia de acompanhamento clinico. Contagem de CTCs: 2 células.

Figura 7 : CTC de paciente de 70 anos, tumor metastético, Gleason 9, PSA de
780 ng/mL e pds operatdrio de orquiectomia . Contagem de CTCs: 4 células.

Figura 8: CTC de paciente de 66 anos, tumor localizado, Gleason6, PSA de 16
ng/mL em vigéncia de quimioterapia para doenca hematolégica. Contagem de
CTCs: 2 células.

22
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a detec¢ao de células
tumorais circulantes do carcinoma de préstata em pacientes com doenca localizada
e metastatica por método de filtracdo celular e marcador cancer especifico Anti-
PSA.

A idade média dos pacientes incluidos neste estudo foi de 69 anos,
corroborando os dados de literatura que indicam a idade como um fator de risco
importante para o cancer de prostata, uma vez que tanto a incidéncia como a
mortalidade aumentam significativamente ap6s os 50 anos”’.

A positividade da detec¢ao de CTCs em cancer de préstata depende do
estadiamento da doenca e da vigéncia de tratamento.

Neste estudo as CTCs foram detectadas em 43 % da casuistica, com maior
positividade entre o grupo de pacientes metastiticos (60%) que naqueles com
tumor localizado (36%).

Kolostova et all realizou estudo com detec¢cao e cultivo de CTCs em CP
localizado utilizando sistema de filtracdo (MetaCell®). As CTCs foram
detectadas nas amostras de sangue de 28 (52%) dos 55 pacientes sendo que foram
capturadas células com capacidade proliferativa em 18 (64,3%) dos 28 pacientes
com CTC positivas™.

Usando um corte de 5CTCs / 7,5 ml de sangue e método de
enriquecimento do CellSearch, Danila et all identificou CTCs em 57% dos 120
pacientes metastaticos de PC avaliados®.

Thalgotte e colaboradores avaliaram a deteccao de CTCs em pacientes com
diferentes estdgios do cancer de prostata: localmente avancado, metastatico
resistente 4 castracdo e refratdrio aos taxanos. As CTCs foram detectadas
utilizando-se o sistema CellSearch. A detec¢do de CTCs no grupo de tumor
localmente avancado foi de 7%, porem nos pacientes com metdstases Osseas €
viscerais simultaneamente apresentavam ate 90% de positividade™.

A detec¢do de CTCs em pacientes com tumor de prdstata ndo metastatico €

ainda um desafio, mas combina¢do de vérios ensaios aumenta a chance de
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positividade. Kuske e colaboradores avaliaram a detec¢cdo de CTCs em pacientes
com tumor de préstata localmente avancado combinando trés ensaios
independentes: o Sistema CellSerach, o CellCollector e o EPISPOT . As CTCs
foram detectadas em 37%, 54,9 % e 58,7 % usando CellSerach, Cellcollector e
EPISPOT respectivamente 3

A positividade das CTCs no presente estudo mostrou-se semelhanteaos
dados da literatura, embora possam ser citadas algumas limita¢des do estudo tais
como pequeno nuimero de pacientes incluidos, dificuldades encontradas pelos
pesquisadores em realizar a imunohistoquimica sem danificar a membrana de
filtracdo, além do uso de um unico marcador cancer especifico.

O cendrio ideal seria utilizar ao menos mais um marcador( Receptor
Androgénico ou Antigeno Prostata-Especifico da Membrana) pois durante a
evolucdo da doenca tumoral prostitica e também devido uso de terapia
androgénica pode ocorrer down-regulates da expressio do PSA diminuindo
assim a positividade de CTCs com apenas este marcador’> >,

Nao foi encontrada correlacdo estatisticamente significante entre a
contagem de células tumorais circulantes e tratamento instituido e os niveis de
PSA circulantes, porem o pequeno nimero de pacientes incluidos no estudo pode
ser um fator limitante.

Foi surpreendente o encontro de CTCs em paciente com Neoplasia
Intraepitelial Prostédtica (PIN). Nao havia informacao no laudo anatomopatolégico
se a neoplasia era de alto ou baixo grau, porém o encontro de CTCs indica a
possibilidade de cancer de prdstata em localizacdes diferentes das amostras
obtidas pela puncao.

A bidpsia liquida usando CTCs pode auxiliar na selecio de um candidato
apropriado para vigilancia ativa e monitoramento da resposta a vigilancia ativa ou
a terapias e recorréncia.

A investigacdo de CTCs na tentativa de identificacdo de novos
biomarcadores, mais eficazes e menos invasivos deverd contribuir para reduzir a
morbidade e os custos associados ao CP, cuja prevaléncia estd aumentando.

A utilidade de CTCs em pacientes com cancer de prostata resistente 4
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castracdoe CP localizado apds prostatectomia radical tem sido relatada™.

Devido ao longo tempo de evolucdo da doencga prostética ndo foi possivel,
neste estudo, avaliar os desfechos clinicos dos pacientes.

A investigacdo de CTCs em candidatos a vigilancia ativa ainda ndo esta
bem estabelecida, porem, o desenvolvimento de um marcador CTC especifico
para pacientes elegiveis aos atuais critérios de vigilancia ativa seria muito
importante.

Pesquisas futuras sobre CTCs devem ser focadas no desenvolvimento de
um marcador para CTCs com melhor sensibilidade e especificidade, antes de sua
aplicacao na deteccao de PC.

O marcador ideal para PC deve ser expresso na maioria das CTCs, mas nao
em outras células no sangue, e sua expressao deve ser mantida durante todo o
curso da doenca.

Finalmente, a técnica usada para andlise de CTC deve ser melhorada para

obter alta seletividade e sensibilidade para a aplicagao de CTCs em PC.

Portanto, cumpre reforcar que as CTCs parecem ser uma ferramenta
promissora com potencial para auxiliar a pratica clinica. Varias tecnologias tém
sido utilizadas para isolar e analisar as CTCs de pacientes com cancer de prostata,
mas cada uma dessas abordagens apresentam limitacoes.

Além disso, a detec¢do das CTCs ainda nao estd disponivel na maioria dos
laboratérios e muitas vezes a etapa da imunocitoquimica encarece e dificulta o

Processo.
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CONCLUSAO

A deteccdo de células tumorais circulantes do carcinoma de prostata pode
ser usada como uma bidpsia liquida na tentativa de compreender o retrato
biolégico da doenca,possibilitar andlise molecular em cada individuo além
deauxiliar no acompanhamento da resposta terapéutica.

Este estudo buscou testar uma metodologia reprodutivel e de fécil
manuseio para quantificacio de CTCs em amostras de pacientes com cancer de
prostata.

Pelo método de filtracdo celular ScreenCell e imunocitoquimica foram
detectadas células tumorais em 60% dos pacientes com tumor metastitico e 36%
com tumor localizado e um entre os dois pacientes com neoplasia intra-epitelial

prostatica.

O teste apresentou desempenho semelhante aos equipamentos de
automacao existentes no mercado, porem houve limitacdes neste estudo tanto no
manuseio do teste como na marcagdo cancer especifica, mas ainda assim mostrou -
se vidvel, menos onerosa e pouco invasiva para acompanhamento de pacientes
com a doenca.

No entanto, devido a escassez de CTCs nas amostras clinicas, os testes

apresentam limita¢des e grandes desafios analiticos.
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