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Resumo

Para alguns tipos de cancer, existem marcadores circulantes
em uso que nao apresentam especificidade e sensibilidade
suficientes. Por isso, novas tecnologias e novos conhecimentos
estao emergindo com o objetivo de encontrar os marcadores
circulantes ideais para cada subtipo de cancer. Recentemente
importantes avancos na pesquisa clinica permitiram a identi-
ficacdo de DNA, RNA, proteinaslivres no plasma, na saliva, em
descarga mamilar e na urina como potenciais e promissores
marcadores para o cancer. Outra possivel fonte de marcadores
circulantes sao as vesiculas extracelulares, que tém um papel
importante na comunicacao celular. Em vista das novas desco-
bertas, algumas das quais reunidas nesta revisdo de literatura,
0s conceitos tradicionais de metastase e de micrometastase
merecem ser revistos.

Descritores: Metastase neopldsica; Diagnodstico; Plasma;
Mama; Saliva; Urina.

Abstract

The present and the future of circulating cancer
markers

For some types of cancer, there are circulating markers in use
that don’t have sufficient specificity and sensitivity. New
technologies and new knowledge are thus emerging in order
to find the ideal circulating markers for each cancer subtype.
Important recent advances in clinical research have allowed
for the identification of free circulating DNA, RNA, and pro-
teins from plasma, saliva, nipple aspirate fluid, and urine as
potential and promising circulating markers of cancer. Ano-
ther possible source of circulating markers are the extracellular
vesicles, which play animportant role in cell communication.
Considering new discoveries, some of which are presented in
this review, the traditional models of metastasis and micro-
metastasis deserve to be reviewed.

Keywords: Neoplasm metastasis; Diagnosis; Plasma; Saliva;
Breast; Urine.
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Resumen

El presente y el futuro de los marcadores circulan-
tes de cancer

Para algunos tipos de cancer, hay marcadores circulantes en
uso que tienen especificidad y sensibilidad insuficiente. Por lo
tanto, las nuevas tecnologias y los nuevos conocimientos sur-
gen con el fin de encontrar los marcadores circulantes ideales
para cada subtipo de cancer. Recientemente, los avances signi-
ficativos en la investigacion clinicallevaron alaidentification
de DNA, RNA y proteinas libres circulantes en plasma, saliva,
secrecion del pezon, y orina como posibles y prometedores
marcadores de cancer. Otra posible fuente de marcadores
circulantes son las vesiculas extracelulares, que desempefian
un papel importante en la comunicacion celular. Teniendo
en cuenta los nuevos descubrimientos, algunos de los que se
ajuntan a esta revision de la literatura; los modelos tradicio-
nales de metdstasis y micrometdstasis merecen ser revisados.

Palabras clave: Metastasis de la neoplasia; Diagnostico;
Plasma; Saliva; Mama; Orina.
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A antiga e anova geracao de
marcadores circulantes para o cancer

Atualmente existe um pequeno grupo de biomar-
cadores que ¢ utilizado no rastreamento e no acompa-
nhamento de alguns tipos tumorais - embora, em uso,
eles sejam vistos como os biomarcadores circulantes da
antiga geracdo, por constituirem proteinas que podem
ser medidas no plasma ouno soro (Tabela 1). Todas essas
proteinas sdo encontradas no soro de individuos sem
cancer em baixa concentracdo. Contudo, esses marca-
dores nem sempre sdo encontrados em concentracao
aumentada em pacientes com cancer. Por exemplo, a
sensibilidade do cancer antigen (CA) 15.3 como marca-
dor de metastase de cancer de mama ¢ de apenas 60%
a70%:!

Cada vez mais se nota que os tumores malignos
nao somente alteram o microambiente ao seu redor,
a fim de favorecer o seu crescimento, mas também
sdo capazes de causar alteracoes sistémicas, muitas das
quais detectadas nos fluidos biol6gicos a partir de uma
variedade de métodos. A nova geracao de biomarca-
dores esta chegando, através de um ntmero enorme
de pesquisas com o propoésito da descoberta de novos
biomarcadores circulantes que sejam mais sensiveis e
subtipoespecificos. A realizacdo de testes de pesquisa
de biomarcadores circulantes do cancer ¢ chamada de
bidpsia liquida.

A pesquisa da nova geracao de biomarcadores
circulantes lanca mao das ferramentas de grande porte
(para grandes quantidades), que incluem a gendmica
(pesquisa de genes), a transcriptomica (pesquisa de
RNA ) e protedmica (pesquisa de proteinas). Porém, em
alguns casos, um pequeno grupo de moléculas pode ser
estudado, com ferramentas mais simples, e ser capaz de
resolver a questdo. Instabilidades cromossOmicas, rea-
tivacdo da telomerase e alteracdes epigenéticas, como

a metilacdo no DNA, estdo entre os alvos de pesquisa.
As varias formas de biopsia liquida

A importancia da falha do mecanismo normal da
apoptose nas células tumorais levou algumas décadas
para ser reconhecida. Da mesma forma, as vesiculas
extracelulares (EV) - do inglés, extracelular vesicles -
ficaram no fundo do armario da ciéncia por muitos
anos. Por muito tempo, as EV foram tratadas como
irrelevantes e tinham um certo significado de lixo.
Entretanto, detetives que se prezam devem por vezes
buscar suas evidéncias no lixo e ndo raro encontram
alguma pista. Estudos recentes revelaram que as EV
constituem-se numa forma normal de comunicacao
intercelular, inclusive a distancia, desempenhando um
papel importante.”?

A carga das EV ¢ variavel, podendo conter peda-
cos de DNA gendmico, micro-RNA, RNA ndo codifi-
cante (ncRNA, non-coding), e mais raramente RNA |
integro, RNAs do sistema de tradugao (transportador
e ribossomais), DNA mitocondrial, lipideos etc.”91011
A nomenclatura das EV também pode apresentar
variacoes, sobretudo em trabalhos mais antigos.® EV
podem, inclusive, carregar moléculas que promovem
a invasividade tumoral.l?

Chama a atencdo que elementos de transposicao
tenham sido encontrados em EV.!* Elementos de
transposicao do tipo retroelementos (semelhantes aos
retrovirus) fazem parte do genoma de todas as espécies,
no qual, normalmente, ficam silenciados. Porém, algu-
mas vezes, esses retroelementos “pulam” de lugar, ou
seja, movem-se. O local de insercdo ndo se sabe ao certo
e, por isso, eles podem causar mutagcao ou rearranjos
cromossdmicos.*!S Apesar de parecerem ser “do mal”,
imagina-se que os retroelementos sejam parcialmente
responsaveis pela evolucdo das espécies. Nao sabemos

Tabela 1. Marcadores circulantes de cancer em uso atualmente (2015).

Marcador Marcador

(sigla) (nome)

15.3 cancer antigen 15.3
CA125 carcinoma antigen 125
CEA carcinoembryonic antigen
AFP alpha-fetoprotein
CA19-9 carbohydrate antigen 19-9
PSA prostate specific antigen

Tumor Ref.
cancer de mama [2]
cancer de ovario [3]
cancer colorretal [4]
hepatocarcinoma [5]
hepatocarcinoma [5]

cancer de prostata [6]
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qual seria o papel dos retroelementos enviados pelos
EV, mas pode ser um elemento causador de mutacdo
ou carregar consigo uma mensagem (um pedacao de
DNA) da célula doadora." Essa hipotese ja havia sido
aventurada anteriormente.'®

As células-alvo podem ser de varios tipos histol6-
gicos, o que demonstra claramente o carater sistémico
do cancer. Foi demonstrado, por exemplo, que células
tumorais sao capazes de transferir RNA mutante para
as plaquetas in vitro e in vivo através das EV.” Assim,
todo o conceito de tumor localizado ou de localmente
avancado deve ser questionado diante desse fato. Isto
poderia explicar, pelo menos em parte, o fracasso no
tratamento dos tumores malignos ditos pequenos e
localizados.

As EV puderam ser subclassificadas de acordo com
oseu tamanho e funcao. O tamanho das EV determina
ométodo deisolamento. Asmenores EV conhecidas sao
os exossomos, que medem de 40-100 nm de didmetro.
Estes sdo formados no compartimento endossomal e
sdo secretadas quando o corpusculo alcanga a membra-
na plasmatica. Essas EV sdo secretadas por praticamente
todas as células e sao consideradas como mensageiros
intercelulares.”? O protocolo mais comum de isolamen-
to dos exossomos envolve centrifugacdes sequenciais
que comecam com a velocidade de 300 xg, passando
por 10.000 xg, 16.000 xg até chegar em 100.000 xg. Ou
seja, velocidades muito altas somente alcancadas por
ultracentrifugas. Alguns protocolos ainda utilizam
um gradiente de sacarose para aumentar o grau de
purificacdo. Portanto, por enquanto, a preparacao
dos exossomos € laboriosa. Para saber mais sobre
0s exossomos recomenda-se consultar as pdginas
Www.exosomeseminars.com e Www.exocarta.org.

Os oncossomos foram definidos como microve-
siculas que promovem a transferéncia de DNA trans-
formante entre as células. Os oncossomos sao maiores
que os exossomos. Foram descobertos em gliomas que
expressam a forma truncada e oncogénia do receptor
de fator de crescimento epidermal (EGFRVIII), que é
transferido para normais da glia, induzindo a transfor-
macao morfoldgica. Portanto, os oncossomos podem
contribuir para a propagacdo vertical de oncogenes,
assim como a alteracdo do microambiente.!81

Outra fonte de biomarcadores de cancer que esta
sendo explorada ¢ constituida das células tumorais
circulantes (CTC) - do inglés, circulating tumor cells. As
CTCsao células intactas que podem ser purificadas do
sangue em funcdo das caracteristicas fisioquimicas da
sua membrana que as distinguem das células normais.
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A identificacdo das CTC ndo deixa davidas de que me-
tastases, as vezes micrometastases, estao circulando no
sangue periférico. Logo, a caracterizacdo molecular das
CTC pode demonstrar a existéncia de subpopulacdes
ou subclones.?®

O DNA tumoral circulante (ctDNA) - do inglés cir-
culating tumor DNA - pode ser encontrado circulando
livremente, tal como as proteinas.” Usando PCR digital,
ctDNA de origem tumoral foi detectado em mais de
75% dos pacientes com cancer avancado de pancreas,
ovarios, colorretal, bexiga, gastroesofaringeo, mama,
melanoma, hepatocelular e de cabeca e pescoco.! Em
pacientes com tumores localizados, ctDNA foi detecta-
do em 73%, 57%, 48% e 50%, dos pacientes com cancer
colorretal, gastroesofaringeo, pancreatico e de mama,
respectivamente.! Normalmente os ctDNASs sao com-
postos de pequenos fragmentos, mas mostram-se clini-
camente importantes por determinarem o tratamento
ou estarem associados a resisténcia ao mesmo.2-?2 RNAs
circulantes (exRNA) - do inglés, external RNA - também
foram relatadas. Mais informacdes sobre a funcao dos
exRNAs podem ser acessadas pela pagina exrna.org.

O mecanismo que governa a producdo dos ctDNAs,
assim como os exRNAs, ndo é bem compreendido. £
provavel que esses dcidos nucleicos circulantes tenham
mais de uma origem, inclusive a partir das CTC.

Entre as ferramentas de pesquisa mais modernas, a
protedmica tem merecido certo destaque na procura
de biomarcadores circulantes de cancer de nova gera-
¢do. O termo ‘protedmica’ € utilizado para descrever a
analise sistematica de proteinas e suas caracteristicas,
quantidades e funcdes; por sua vez, o termo ‘proteoma’
foi definido pela primeira vez como o “conjunto de
proteinas expressas por um genoma, uma célula ou
um tecido”.2%

A aplicacao moderna da espectrometria de massas
(MS) para identificacdo de sequéncias peptidicas
tornou-se a melhor maneira de analise do perfil
proteico. As proteinas sao particulas carregadas que
quando submetidas a um campo magnético ou no
vacuo possuem uma dindmica muito precisa. Dessa
forma, a MS baseia-se comumente na fragmentacao
das proteinas em peptideos curtos, que posteriormente
sdo ionizados seguindo diferentes tecnologias (gés
inerte em spray ou laser) e acelerados em um campo
elétrico para possivel deteccdo. Frequentemente,
estes espectrometros formam conjuntos sequenciais
(MS/MS), permitindo que o primeiro faca a clivagem
preferencialmente nas ligacdes peptidicas gerando
uma escala de fragmentos, cada um diferenciando-se
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por apenas um unico aminodacido. O segundo separa
os fragmentos e 0s apresenta com suas massas, sendo
que a sequéncia de aminoacidos de um peptideo
pode ser deduzida a partir das massas reveladas. A
informacdo obtida é confrontada a um banco de dados
de sequéncias ja conhecidas e feita uma combinacao de
maior veracidade e cobertura de leitura proteica.

Sao varias as opcdes de origem e composicao
dos marcadores circulantes. Além disso, ainda temos
variagoes tecnologicas e uma diversidade de fluidos.
No momento, hd certa disputa entre plasma ou soro
e saliva, sobre qual destes seria o melhor fluido com o
proposito de detec¢do dos biomarcadores circulantes
de cancer. Com respeito especificamente ao cancer de
mama, o nipple aspirate fluid NAF, ou liquido aspirado
domamilo em tradugao livre) tem sido apontado como
uma alternativa viavel. A urina, sobretudo quanto aos
tumores uroldgicos, aparece entre algumas preferéncias.
Evidentemente, cada um desses fluidos oferece vanta-
gens e desvantagens no atual cenario.

Plasma

O plasma € abundante em proteinas, muitas delas
bem caracterizadas e que atuam em diversas condi¢coes
tisiolégicas; como exemplo, a ferritina, transferrina, cre-
atina, entre outras. Outro grupo de proteinas foi carac-
terizado como marcadoras de inflamacao, abrangendo
proteinas de funcionalidades diversas. A albumina é
considerada a de maior expressdo quantitativa e junto
a ela imunoglobulinas, hormonios, lipoproteinas e
outros compostos podem ser igualmente identificados.
Em resposta as diversas situacdes patologicas, como
infeccdes e neoplasias, a composi¢ao do plasma, assim
como a concentragdo das proteinas, pode(m) ser alte-
rada(s), tornando o plasma ou o soro um fluido-alvo
de muitas pesquisas. Servindo a esse propoésito, foi
criado o banco de dados de proteoma de plas-
ma (PPD - do inglés, plasma proteome database):
www.plasmaproteomedatabase.org, como parte
do Human Proteome Organization (HUPO). O PPD
contém dados qualitativos e quantitativos sobre as
proteinas do plasma e do soro e, portanto, serve como
uma plataforma de referéncia para a descoberta de
novos biomarcadores. Além disso, as proteinas que
foram encontradas em EV isoladas de plasma estdo
também disponiveis. A consulta ao banco de dados PPD
foi projetada para ser feita de forma individual ou em
grupo, a partir de genes, do PubMed, acessos do RefSeq,
identifica¢Ges do UniProt ou de sequéncias peptidicas.

Cada uma das proteinas esta ligada a bancos externos de
busca, tais como Entrez Gene, Human Protein Referen-
ce Database (HPRD) - ou Banco de dados de referéncia
de Proteina Humana -, UniProt e NetPath.

A plataforma protedmica Matrix-assisted laser de-
sorption fionization time of flight(ClinProt/MALDI-TOF)
¢é capaz de detectar peptideos diferencialmente expres-
sos a partir de uma selecao feita por contas magnéticas.
Em colaborag¢do com pesquisadores italianos e utili-
zando a plataforma ClinProt/MALDI, o nosso grupo
encontrou dois peptideos que estavam subexpressos
em plasma de pacientes com carcinoma epidermoide de
pénis. Esses peptideos foram identificados como sendo
fragmentos das proteinas do sistema de complemento
C3eC4a/b» Novos experimentos serao realizados para
validar as proteinas C3 e C4a/b como biomarcadores do
carcinoma epidermoide de pénis, utilizando amostras
de plasma.

Saliva

A saliva é um fluido funcional de protecao da
mucosa oral e de iniciacdo do processo da digestdo,
que é produzida por trés glandulas secretoras (parétida,
submandibular e sublingual). Entre os componentes
funcionais, encontram-se o bicarbonato, que acidificaa
cavidade oral contra os patogenos causadores das caries
dentarias, e as glicoproteinas, que também promovem
um ambiente hostil aos agentes nocivos. Além destes,
asamilases presentes sdo essenciais para a quebra inicial
da cadeia dos amidos.>

Até alguns anos atras a saliva era considerada
apenas como um fluido coadjuvante ao sistema diges-
tério. No entanto, a saliva tem se tornado uma nova
alternativa de busca por biomarcadores que possam
revelar doencas locais e sistémicas. Os vasos sanguineos
que infiltram as glandulas salivares seriam responsaveis
pelo transporte de biomoléculas contidas no sangue
periférico, levando assim a constituir parte do fluido.
Nesse sentido, testes laboratoriais foram desenvolvidos
utilizando saliva para quantificar proteinas e hormo-
nios (cortisol, deidroepiandrosterona, progesterona,
testosterona, estradiol e estriol), assim como para a
deteccdo de anticorpos do virus de imunodeficiéncia
humano 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2). Nesses casos, a coleta de
saliva como fluido para o diagnéstico provou ser sim-
ples eadequada, com alta sensibilidade e especificidade.

As vantagens do uso da saliva como ferramenta
diagnostica englobam uma série de fatores: a coleta €
segura, ausente de puncdes e aspiracdes por agulha fina;
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ndoinvasiva e podendo ser coletada repetidas vezes sem
desconforto do paciente. Além do mais, ¢ um liquido
com menor complexidade quando comparado ao san-
gue periférico, capaz de conter as mesmas proteinas, e
representar fielmente o estado patoldgico do individuo.
Em resumo, a fisiologia da cavidade oral permite que
o fluxo salivar seja continuo e esteja de acordo com o
estado metabdlico do individuo, podendo apresentar
biomarcadores constantemente em condic¢oes iguali-
tarias em relacao aos demais fluidos.

Um catalogo completo das proteinas da saliva
estd disponivel e pode ser encontrado na pagina
www.hspp.ucla.edu/spkbintro.html. A andlise siste-
matica dos componentes da saliva revelou a estru-
tura, a funcdo e as modificagdes pos-tradicionais de
cada uma.

Apesar das melhorias advindas do uso da mamogra-
fia para o rastreamento do cancer de mama no Brasil,
as limitagcOes para o diagnostico precoce ainda sao
diversas, contribuindo para elevadas taxas de mortali-
dade.®® No intuito de melhorar esse quadro, pesquisas
recentes destacaram a presenca de proteinas e RNA
diferencialmente expressos nos casos de carcinomas
mamarios quando comparados aos grupos-controles,
porém enfatizam a necessidade de aperfeicoamento e
validacao dos biomarcadores encontrados.>*3! Ja foi
possivel detectar o marcador human epidermal growth
factor receptor 2 (HER2) soltivel em saliva de pacien-
tes de subgrupo de pacientes de cancer de mama.’>*
Contudo, a aplicacao da deteccao do HER2 em saliva
apresentou uma série de contrapontos e precisa ser
mais pesquisada. 3

Fluido aspirado da mama - NAF

O epitélio mamario é formado pelas células dos
ductos e 16bulos que estdo constantemente secretan-
do e absorvendo o NAF.* O crescimento excessivo e a
esfoliacao do epitélio mamario resultam de uma gama
de fatores, em especial da exposi¢cdo aumentada de hor-
monios. Dessa forma é esperado que neste fluido sejam
encontradas células de descamacao e que estas tragam
respostas sobre a fisiopatologia da mama. Além disso, o
NAF é composto de uma série de proteinas que incluem
lactoalbuminas, fatores de crescimento, carboidratos,
tais como lactose, lipidios, colesterol, hormonios como
estrogenos, androgenos, progesterona e prolactinas, os
quais enriquecem o fluido e o tornam um forte promis-
sor para pesquisa de novos biomarcadores.*

Os primeiros estudos com NAF que descrevem as
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caracteristicas citopatologicas e a sua utilizacdo na clini-
ca datam de 1958. Desde entao, outros trabalhos foram
surgindo com a evolucdo das técnicas moleculares e
diversas proteinas foram sendo apontadas ao longo dos
anos como sugestivas de biomarcadores para o cancer
de mama, como exemplo, a prolactin inducible protein
e a gross cystic disease fluid protein.¥’

Nos ultimos anos o NAF tem ganhado destaque
novamente pela introdugdo da bidpsia liquida e o
avanco das tecnologias aplicadas a protedmica. A coleta
do fluido, justamente por ser de baixo custo, tem des-
pertado o interesse na clinica para investigacao; porém,
a coleta ainda é dolorosa e feita por meio de bombas a
vacuo, que geram quantidades minimas do fluido para
pesquisa laboratorial. Neste ano, nosso grupo publicou
um artigo descrevendo umanova alternativa de coleta,
de forma simples e nao dolorosa, que revelou proteinas
em comum ao método tradicional de coleta.? Essa alter-
nativa envolve a absor¢ao do NAF pelo cartao Guthrie
(0 mesmo usado no teste do pezinho). A confirmacao
foi feita por protedmica usando um quadrople time of
fligth (Q-TOEF).

Até omomento nao existem trabalhos que descre-
vam com seguranca as taxas de sensibilidade e especifi-
cidade para as proteinas reveladasno NAF. O que tem-se
observado é um desmembramento das proteinas em
classes e suas caracterizacdes de predominancia no flui-
do. E esperado que nos préximos anos diversas dessas
proteinas descritas, assim como outras que vierem a ser
reveladas, atuem como biomarcadoras para os subtipos
moleculares dos tumores mamarios.

Urina

A andlise de urina constitui-se num método ndo in-
vasivo de analise clinica e tem sido utilizado principal-
mente para controlar doencas do trato urogenital. Em
um periodo de 24 horas, a urina normal produz cerca
de 150 mg de proteinas e peptideos (peso <10 kDa), que
sdo derivados de uma variedade de fontes. A maioria
das proteinas/peptideos advém do filtrado glomerular
do plasma, enquanto uma parte ¢ oriunda do processo
de apoptose e da clivagem de proteinas de membrana
que sdo secretadas. Peptideos e, mesmo, proteinas de
elevado peso molecular (albumina, por exemplo) sao
capazes de passar através do glomérulo e constituir
uma fonte importante de informacao sobre a satde.
Normalmente, os peptideos resultam da protedlise
de proteinas maiores que circulam no plasma. Assim,
a urina € especialmente atrativa para a descoberta de
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biomarcadores em doengas urologicas.®

Surface Enhanced Laser Desorption lonization -
Time of Flight (SELDI-TOF) é outro tipo de plataforma
protedmica, capaz de selecionar proteinas ou peptideos
a partir das propriedades de ligacdo. Trata-se de um
método de separacdo de proteinas por afinidade de
acordo com suas propriedades fisicas (hidrofébicas, hi-
drofilicas, acidas, basicas, com afinidade por metal etc.),
que podem ser ligadas seletivamente a uma superficie
solida de metal (chip de proteina). O SELDI tem como
vantagem a capacidade de detectar proteinas de fluidos,
como a urina, sem tratamento prévio. Nosso grupo, em
colaboracdao com um grupo alemao, e usando a plata-
forma SELDI-TOF, relatou a subexpressdo das proteinas
K-12 e MASP-2 em urina de pacientes de carcinoma
renal (RCC - do inglés, renal cell carcinoma) de células
claras.** Esses resultados, embora promissores, precisam
ainda ser validados numa coorte maior de pacientes de
RCC e células claras (principal tipo histologico), e em
outros subtipos de RCC.

Consideracoes finais

Considerando que a troca de material genético
ocorre a distancia e entre células que ndo sao do mesmo
tecido, o conceito tradicional de metastase (via célula) e
das vias de metdastase deveria ser revisto. Sera que a me-
tastase pode se dar por via de moléculas ou de pequenas
vesiculasao invés de células tumorais? Atualmente ndo
sabemos ao certo.

Seria muito interessante fazermos uma revisao
desse artigo daqui a dez anos. Com certeza, muitas
descobertas de novos biomarcadores circulantes ja
terdo sido feitas e algumas delas ja terdo sido validadas
para uso clinico. Qual fluido sera o melhor? Qual tipo
de molécula ou de método sera o melhor? Como o
cancer ¢ uma doenca altamente complexa, acreditamos
que as respostas a essas perguntas deverdo ser tumor-
especificas.

A tendéncia atual é chegarmos a medicina persona-
lizada para o tratamento da doenga. Até 14, potenciais
biomarcadores precisam ser testados, considerando a
validacao clinica. Vamos aguardar. Sem davidas, em dez
anos estaremos diante de outra realidade no combate
ao cancer.
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