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RESUMO

O cancer de proéstata (CaP) € o segundo tipo de cancer que mais afeta homens
no mundo. Em muitos casos, os pacientes desenvolvem metastase em outros 6rgaos,
a partir da liberagao de Células Tumorais Circulantes (CTCs) na corrente sanguinea.
Uma das caracteristicas da doenca € a alteragdo na ploidia das células, como, por
exemplo, a aneuploidia, que € uma alteracdo cromossémica numeérica, que consiste
na delegcdo ou na duplicagdo de algum cromossomo. Diante disso, o objetivo da
pesquisa foi analisar CTCs presentes no sangue dos pacientes diagnosticados com
CaP e avaliar as possiveis ploidias cromossOdmicas dessas células. Inicialmente, foi
feita a andlise das amostras de sangue de 4 individuos saudaveis do sexo masculino
(grupo controle) e de 4 pacientes com cancer de prostata metastatico, por meio da
técnica de citometria de fluxo, utilizando marcadores EpCAM e Aptamero A4, que foi
identificado pelo grupo de estudos (Souza et al, 2016 e patente
BR1020170015637/PCT50290). A ploidia, também, foi avaliada por citometria de fluxo
a partir da coloracao dos nucleos das células com iodeto de propideo. Os resultados
da citometria de fluxo foram analisados no software FlowJo e as analises estatisticas
foram feitas no software GraphPadPrism. Os pacientes possuem uma porcentagem
maior de células A4+ em um subgrupo de células EpCAM+ do que os controles. Além
disso, os pacientes, também, possuem uma maior porcentagem de células A4* e
EpCAM* com alteragao de ploidia quando comparado com os controles. Portanto, a
citometria de fluxo demonstrou ser uma técnica promissora para deteccao de CTCs e
para analise de ploidia em células de pacientes com cancer de prostata metastatico,
0 que pode auxiliar na melhora do diagnéstico e do progndstico desses pacientes,
impactando de forma positiva na qualidade de vida, caso seja aplicada na pratica

clinica.

Palavras-chave: ploidia, cancer de prostata, bidpsia liquida.



ABSTRACT

Prostate cancer (CaP) is the second type of cancer that most affects men in
the world. In many cases, patients develop metastasis in other organs, due to the
release of circulating tumor cells (CTCs) into the bloodstream. One of the
characteristics of the disease is the change in the ploidy of cells, such as, for example,
aneuploidy, which is a numerical chromosomal change, which consists of the deletion
or duplication of some chromosomes. Therefore, the objective of the research was to
analyze CTCs present in the blood of patients with PCa and evaluate the possible
chromosomal ploidy of these cells. Initially, blood samples from 4 healthy male
individuals (control group) and 4 patients with metastatic prostate cancer were
analyzed using the flow cytometry technique, using EpCAM and Aptamer A4 markers,
which was identified by the study group (Souza et al, 2016 and patent
BR1020170015637/PCT50290). Ploidy was also assessed by flow cytometry by
staining cell nuclei with propidium iodide. Flow cytometry results were analyzed in
FlowJo software and statistical analyzes were done in GraphPadPrism software.
Patients have a higher percentage of A4+ cells in a subset of EpCAM+ cells than
controls. Furthermore, patients also have a higher percentage of A4+ and EpCAM+
cells with altered ploidy when compared to controls. Therefore, the demonstrated flow
cytometry is a promising technique for detecting CTCs and for analyzing ploidy in cells
from patients with metastatic prostate cancer, which can help improve the diagnosis
and prediction of these patients, positively impacting the quality of life, if applied in

clinical practice.

Keywords: ploidy, prostate cancer, liquid biopsy.
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1. INTRODUGAO

O cancer € um conjunto de doengas heterogéneas provocadas pelo
crescimento desordenado e incontrolavel de células, gerado por mutagdes genéticas
e epigenéticas que controlam a proliferacdo, a sobrevivéncia, a propagagcao e a
diferenciacado celular (Sierra et al., 2020). Atualmente, um dos canceres mais
frequentes na populagdo masculina € o cancer de Prostata (CaP), considerado um
problema de saude publica, visto que € o segundo tipo de cancer que mais causa
mortes em homens no mundo todo (Siegel et al., 2020; Zang et al., 2022). O CaP
apresenta uma mortalidade significativa, pois os tumores da prostata sdo agressivos
e muitos pacientes desenvolvem metastase em outros érgaos (Saini, 2016).

De acordo com a Organizagao Mundial de saude (OMS), em 2020, o numero
estimado de novos casos de cancer de prostata foi de 1,4 milhdo, o que corresponde
a 15,2% de todos os tipos de cancer no mundo que afetam homens. No Brasil,
segundo o Instituto Nacional de Céancer (INCA), em 2020 foram registrados 15.841
obitos por CaP, sendo que o numero estimado de novos casos da doencga de 2023
até 2025 é de 71.730. Sabe-se que o principal fator de risco para o desenvolvimento
da doenca ¢é a idade, visto que 75% dos novos casos no mundo se desenvolvem em
homens acima de 65 anos. Além da idade, hereditariedade, etnia e peso corporal
também sao fatores de risco consideraveis para o desenvolvimento da doenca (INCA,
2022).

A prostata é uma glandula do sistema reprodutor masculino em formato de
piramide localizada abaixo da bexiga, na frente do reto e seu apice fica em contato
com a uretra (Figura 1). A funcao dessa glandula é produzir o liquido prostatico, ou
seja, o fluido que compde o sémen (lttmann, 2018). O tumor da prostata se
desenvolve, inicialmente de forma localizada, quando as células epiteliais basais e
luminais da prostata se proliferam de forma progressiva e descontrolada devido as
mutacdes somaticas no genoma.

A partir desse crescimento descompensado inicia-se a cascata metastatica,
que ocorre quando o crescimento de células tumorais primarias se estende para
tecidos préximos a préstata. As células tumorais alcangam a corrente sanguinea e os
vasos linfaticos, sendo transportadas para outros tecidos, onde se proliferam e

desenvolvem um tumor metastatico (Eslami-s et al., 2020; Imodoye et al., 2021). Os
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primeiros alvos da disseminagcdo metastatica sao linfonodos pélvicos e 0ssos.
Posteriormente, a doenca pode chegar até érgaos distantes, como figado, pulmdes e
cérebro, quando € associada a uma pior sobrevida dos pacientes (Miller et al., 2018;
Rebello et al., 2021).

Figura 1 - Representagdo esquematica da localizagao da prostata no aparelho

reprodutor masculino

VESICULA SEMINAL

— PROSTATA

URETRA

Fonte: Figura adaptada de SAUER et al (2020).

O tratamento hormonal de pacientes com cancer de prostata metastatico é feito
com medicamentos que possuem diversos mecanismos de acdo, mas que visam
prolongar a sobrevida global, como, por exemplo, os farmacos de terapia de privagao
androgénica (ADT, do inglés Androgen Deprivation Therapy), os radioisétopos, os
taxanos e o acetato de abiraterona (AA) inibidor da CYP17 (Miller et al., 2018).

Porém, em alguns casos, os pacientes se tornam resistentes aos farmacos, e,
assim, a eficacia do medicamento diminui. Dessa forma, a doenca evolui de um cancer
de préstata metastatico sensivel a castragdo (mCPSC) para um o cancer de prostata
metastatico resistente a castracdo (mMCPRC), um tipo mais avangado de cancer

responsavel por uma alta mortalidade dos pacientes. O local de metastase mais
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frequente é o tecido 6sseo e, nessa fase, ocorre a reincidéncia da doenga, mesmo
apods cirurgia ou terapia hormonal, o que indica necessidade de cuidados paliativos
(Eslami-s et al., 2020; Cai et al., 2023).

Atualmente, devido a alta mortalidade por CaP, o diagndstico, o rastreio e a
analise de progressao da doenga sao realizadas por meio do exame clinico de toque
retal, que avalia o tamanho da préstata e a presenga de nédulos e, da dosagem sérica
de uma serino-protease conhecida como antigeno prostatico especifico (PSA), que é
secretado pelas células do epitélio prostatico em casos de CaP, hiperplasia prostatica,
aumento da idade, cirurgias ou tratamentos hormonais (Merriel et al., 2018; Campos-
Fernandez et al., 2021). Logo, o PSA pode ser encontrado em secre¢cées normais,
mas os niveis elevados estao, frequentemente, associados ao CaP, sendo que o valor
considerado normal de PSA € menor ou igual a 4 ng/mL (Saini, 2016).

Porém, o teste de PSA tem baixa especificidade, visto que o nivel desse
antigeno pode aumentar em outras condi¢gdes além do CaP, como, por exemplo, em
situagbes de prostatite ou hiperplasia benigna da préstata, o que pode gerar
resultados falso positivos (Saini, 2016; Blackwelder et al., 2019). Ambos os exames
auxiliam na decisdo de realizar outros testes diagnodsticos, como ressonancia
magnética e biopsia de tecido, visto que qualquer alteracdo nos niveis de PSA ou na
anatomia da prostata indica necessidade de realizar esses exames para confirmagao
da doenca (Fenton et al., 2018; Merriel et al., 2018; INCA, 2022).

Além do PSA, o Escore de Gleason é um importante critério prognostico capaz
de predizer a sobrevida dos pacientes com CaP a partir da avaliagao histolégica de
tecidos para biopsia (Bai et al., 2021). A partir da biépsia tecidual, os pacientes sao
categorizados em 5 grupos cujos padrdoes primarios e secundarios das células do
cancer de préstata variam de 1 a 5, de acordo com o grau de danificacdo dessas
células e com o risco de disseminagao para outras regides do organismo. O Escore
de Gleason (Tabela 1) é a soma desses dois padrdes, sendo que o primeiro digito
indica o tipo de célula mais numerosa do padrao primario e o segundo digito indica o
tipo de célula mais numerosa no padrdo secundario. Diante disso, quanto maior o
Escore de Gleason, mais avangado é o tumor e, consequentemente, mais agressiva

€ a doencga (Buyyounouski et al., 2017).
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Tabela 1- Escore de Gleason

Grupos Escore de Gleason
1 <6 (<3 + 3)
2 7 (3+4)
3 7 (4+3)
4 8 (4+4; 3+5; 5+3)
5 9 ou 10 (4+5; 5+4; 5+5)

Fonte: Autoria propria baseado em BUYYOUNOUSKI et al. (2017)

Além disso, o risco de progressao da doenca pode ser definido a partir da
classificagdo patolégica do Estadiamento TNM que correlaciona a localizagao e a
extensdo do tumor, de acordo a biépsia tecidual, sendo dividido em 3 categorias: (T)
que analisa a extens&do do tumor primario, avaliando as regides afetadas da préstata,
(N) que avalia os linfonodos regionais afetados pelo cancer e (M) que indica metastase
tumoral a distancia. Portanto, a partir do estadiamento TNM, os pacientes sao

agrupados em diferentes estadios: |, II, Il e IV (Tabela 2) (Buyyounouski et al., 2017).

Tabela 2- Estadiamento para Cancer de Préstata

Estadio | Cancer diagnosticado devido aumento de PSA

Cancer diagnosticado devido a presenca de nddulo na préstata
Estadio Il IIA > Cancer localizado em um lado s6 da préstata

IIB = Cancer localizado em ambos os lados da prostata

Cancer que disseminou para os tecidos ao redor da prostata
Estadio lll | IlIA &> Cancer que disseminou para vesicula seminal
[lIB > Cancer que disseminou para o reto

IIC - Céancer que disseminou para a bexiga urinaria

Estadio IV | IVA - Cancer que disseminou para os linfonodos

IVB - Cancer que disseminou para 0s 0ssos € outros 6rgaos

Fonte: Autoria propria baseado em BUYYOUNOUSKI et al. (2017)

Portanto, a biopsia de tecido € um procedimento tradicional utilizado para
deteccao, confirmacao, estadiamento e progndstico do cancer (Chen et al., 2019).
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Porém, apesar de ser o padrao ouro, essa ferramenta diagnéstica € extremamente
agressiva e desconfortavel, pois o paciente precisa passar por cirurgia, com risco de
complicagbes, como sangramento, infeccdo e retengdo urinaria, além de ser um
método menos abrangente na avaliagdo da heterogeneidade do tumor (Crocetto et al.,
2022; Lone et al., 2022).

Diante dessa situagdo, a pesquisa oncologica atual apresenta uma nova
alternativa para deteccédo de tumores, a partir da analise de fluidos bioldgicos, por
meio de bidpsia liquida, uma técnica promissora na pratica clinica, visto que pode ser
aplicada em diferentes estadios da doenca e, inclusive, durante o tratamento
(Armakolas et al., 2023). Além disso, € pouco invasiva, possui maior sensibilidade
diagnostica comparada ao método tradicional e fornece informagdes sobre mutagdes
genbmicas, ploidias, alteragdes no numero de cépias (CNAs, do inglés copy number
alterations) de genes e alteragdes epigenéticas (Chen et al., 2019; Michela, 2021;
Armakolas et al., 2023).

A bidpsia liquida pode ser realizada a partir da avaliagdo gendmica e
protedmica de elementos provenientes do tumor como, por exemplo, as Células
Tumorais Circulantes (CTCs) (Lone et al., 2022). A epigenética pode modificar a
expressao de genes responsaveis pela migragao celular, fazendo com que células
cancerigenas se desprendam do tumor primario, atravessem a barreira endotelial e a
matriz extracelular (MEC) e entrem na corrente sanguinea ou na corrente linfatica,
tornando-se células tumorais circulantes, que sdo transportadas pelo sangue e
chegam até tecidos distantes, onde ocorre o extravasamento e a proliferacéo (Dhar et
al., 2018; Eslami-s et al., 2020; Imodoye et al., 2021).

Para sobreviver a mudanga de ambiente, as CTCs adquirem um fendtipo
mesenquimal durante o processo de transicao epitélio mesenquimal (TEM) e,
posteriormente, durante a transicdo mesenquimal epitelial (TME) essas células
adquirem novamente um fenétipo epitelial. Portanto, a TEM é um processo que ocorre
devido a sinais do microambiente, a fim de garantir maior capacidade migratéria e
propriedades invasivas as CTCs. Além disso, ao chegarem em outro microambiente
favoravel para proliferacdo, as CTCs interagem com células endoteliais, o que
promove o aumento da permeabilidade da barreira endotelial e, consequentemente,
possibilita o extravasamento dessas células em um 6rgdo ou tecido, onde se

proliferam gerando a metastase (Figura 2). Porém, em alguns casos, ndo ocorre a
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TEM ou ocorre de forma incompleta, o que resulta em CTCs com fendtipo
intermediario, com caracteristicas epiteliais e mesenquimais (Scheel et al., 2012;
Eslami-s et al., 2020; Yang et al., 2020; Imodoye et al., 2021).

Figura 2 - Cascata Metastatica

METASTASE - COLONIZACAO E

FROLIFERACAQ
DODE —
sgde
‘f::x' 1§ .f_- TEM
@

¢ |
TME

Legenda: As etapas da cascata metastatica estao divididas em invasao, disseminacéo, intravasamento
de células, transporte das CTCs pela circulagéo sistémica, extravasamento, colonizagdo de um novo
tecido ou 6rgao e proliferagao.

Fonte: Autoria propria baseado em SCHEEL et al (2012).

Dessa forma, como as CTCs podem se originar de diversos tecidos sdo uma
populacao de células heterogéneas que indicam a progressao da doencga. Além disso,

essas células sao liberadas no sangue, mas em pacientes com CaP, também, podem
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ser identificadas na urina, no liquido seminal ou nas fezes, tendo em vista que sao
células derivadas da prostata (Campos-Fernandez et al., 2019). No caso do CaP, as
CTCs de amostras de sangue sdo o alvo principal da bidpsia liquida (Campos-
Fernandez et al., 2020). Assim, com auxilio dessa técnica promissora, o diagnostico
e o prognostico do CaP podem ser avaliados a partir do estudo das CTCs com seus
ligantes especificos, como os aptameros e biomarcadores tumorais (Souza et al.,
2016).

Diante disso, pesquisadores estdo analisando moléculas que apresentem
afinidade a alvos especificos e que podem ser uma alternativa de novos marcadores
para diagnostico, prognéstico e terapia do CaP. Portanto, um exemplo dessas
moléculas sao os aptameros, que consistem em oligonucleotideos capazes de se ligar
a um alvo especifico, de forma analoga a um anticorpo.

Um estudo feito por Souza et al (2016) utilizando a linhagem celular PC-3 de
cancer de prostata foi realizado para selecionar aptameros de RNA especificos do
CaP, por meio de uma variante da técnica SELEX, conhecida como Cell-SELEX
associada a cultura celular tridimensional (3D) por levitagdo magnética. Com base
nisso, foram analisados 8 aptameros presentes em uma biblioteca de RNA extraida
de amostras de sangue de pacientes com CaP e selecionou-se o Aptamero A4, uma
molécula que apresentou alta capacidade de ligagao as células tumorais da préstata
(Souza et al., 2016).

Ademais, uma das caracteristicas do cancer € uma alteragcao na ploidia das
células, como a aneuploidia, que € uma alteragcdo cromossdmica numeérica que
consiste na deleg¢ao ou duplicagdo de algum cromossomo no cariétipo. Essa alteragao
pode ocorrer devido a instabilidade genémica e é capaz de provocar mutagoes,
desregulagéo génica e perda do controle do ciclo celular (Kildal et al., 2017).

As células cancerigenas, geralmente, apresentam um numero de
cromossomos acima do numero diploide normal e, por isso, a maior parte dos tumores
cromossomicamente instaveis possuem aneuploidia (Kildal et al., 2017; Kojima et al.,
2019). A alteragao na ploidia pode mediar as alteracées genéticas associadas ao
estabelecimento do tumor e o aumento do numero de copias cromossdmicas pode
indicar se uma linhagem celular é invasiva ou ndo, o que influencia, diretamente, na

escolha do tratamento adequado (De Oliveira-Junior et al., 2016).
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Portanto, a anadlise de ploidia € um elemento progndstico significativo e
determinante terapéutico do cancer, tendo em vista que as CTCs que apresentam
ploidia no DNA estdo associadas com um pior prognostico do paciente e com uma
diminuicdo na eficacia do tratamento. Assim, o estudo dessa anormalidade na
quantidade de material genético pode indicar a melhor abordagem terapéutica, a fim
de evitar o tratamento excessivo, o que, consequentemente, melhora a qualidade de

vida dos homens diagnosticados com CaP (Kildal et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

O Cancer de Préstata € uma doenca com alta prevaléncia mundial e é
considerado um problema de saude publica. Em muitos casos os pacientes
desenvolvem metastase devido a liberagado de CTCs na corrente sanguinea. A bidpsia
liquida, técnica abordada nesse estudo, é importante de ser estudada, tendo em vista
que € um procedimento pouco invasivo e extremamente promissor na pratica clinica.
Além disso, a alterac&o de ploidia, como a aneuploidia, também, é importante de ser
estudada, visto que é um biomarcador prognoéstico do CaP. Essa pesquisa de
identificacdo de ploidias no DNA das Células Tumorais Circulantes do CaP foi feita
utilizando biopsia liquida, com aptameros e biomarcadores ligantes das CTCs de CaP.
Portanto, esse trabalho mostra a importancia de investigar as possiveis alteragbes
cromossOmicas existentes no material genético dessas células, que podem causar
metastase. Consequentemente, esta metodologia podera auxiliar na melhora do
progndstico e do tratamento de pacientes com CaP, visto que de acordo com a ploidia
presente na CTC, o prognéstico do paciente pode ser ruim, tendo uma piora na

eficacia do tratamento.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral
v Analisar Células Tumorais Circulantes presentes no sangue dos pacientes

3.2.

diagnosticados com Cancer de Prostata e as possiveis ploidias de DNA no

nucleo dessas células.

Especificos

Isolar células do sangue de pacientes com CaP e de pacientes saudaveis e
analisar por meio da técnica de citometria de fluxo utilizando os marcadores
Aptéamero A4* e EpCAM™;

Analisar as CTCs em relacao a intensidade de fluorescéncia e tamanho dos
nucleos, para avaliar a ploidia;

Fazer uma analise relacionando os resultados da citometria de fluxo com os

dados dos prontuarios dos pacientes com CaP.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta de Amostras Bioldgicas

A pesquisa foi realizada mediante a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlandia (CEP/UFU), de acordo
com o numero de Protocolo de Pesquisa com Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo Etica (CAAE): 71108817.2.0000.5152. Os pacientes do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) convidados a participar da
pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) antes da
coleta autorizando a doagédo de amostras.

Foram coletadas 4 amostras de sangue de pessoas do sexo masculino
saudaveis (grupo controle) e 4 amostras de pacientes com céncer de préstata
metastatico, que estavam em tratamento no Setor de Oncologia do HC-UFU. Essas
amostras biologicas foram coletadas em tubos a vacuo de 4 mL contendo EDTA,
mantidas em temperatura ambiente e encaminhadas para o Laboratorio de
Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de Biotecnologia
da UFU para processamento e analise. Além disso, os dados clinicos e os prontuarios

dos pacientes foram consultados.

4.2. Deteccao das CTCs de amostras de sangue periférico e adigdo de

marcadores

Os tubos com EDTA contendo as amostras de sangue que chegaram ao
Laboratério de Nanobiotecnologia foram centrifugados a 200 g por 15 minutos a
temperatura ambiente, a fim de separar o anel leucocitario. Portanto, apds centrifugar,
o anel leucocitario das amostras foi coletado e dividiu-se 90 yL em cada tubo. Em
seguida, foi feita a lise das hemacias utilizando 2mL de solugdo de lise de hemacias
DB Pharm Lyse (Franklin Lakes, NJ, EUA) por tubo, tendo em vista que se n&o for
feita a lise de maneira correta as hemacias s&o contadas como eventos no citbmetro
de fluxo. Apds a lise das hemacias, os tubos de citometria foram vortexados e
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 200 g por 5 minutos a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado por inversao, o pellet de cada
tubo foi ressuspendido em 1 mL de solugéo de lavagem contendo tampao PBS 1x, pH

7,4; 1% BSA e 0,1% azida basica e esse procedimento de lavagem foi repetido duas
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vezes. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 90 pL de solug¢do de lavagem e 10
ML de solugao de bloqueio, composta por plasma humano do tipo AB inativado, e os
tubos foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, no
escuro, foram adicionados os marcadores nos tubos correspondentes:
e Tubo 1: contendo apenas células sem marcagao, para ser utilizado como
controle negativo;
e Tubo 2: contendo marcadores- 0,2 yL do Aptadmero A4* e 0,25 uL do
EpCAM®;
e Tubo 3: contendo isotipos dos marcadores- 0,2 uL de SAv-FITC (isotipo
do Aptamero A4%); 0,25 pL de IgG1k-APC (400120) (isotipo do EpCAM™).

Apos a adigdo dos anticorpos, os tubos foram homogeneizados e incubados
por 30 minutos a 4 °C no escuro, a fim de evitar interferéncia da luz nos fluorocromos
dos marcadores. Posterior a incubacéao, os tubos foram centrifugados a 200 g por 5
minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado por inversao, o pellet de cada tubo foi
ressuspendido em 1 mL de solugdo de lavagem e esse processo foi repetido duas
vezes. O tubo 2 foi ressuspendido em 100 pL de solucdo de lavagem e os tubos 1 e
3 foram mantidos no escuro a 4 °C.

Apos esse processo, foi feita a marcagao indireta do tubo 2, ou seja, foi
adicionado 0,2 pyL de SAv-FITC no escuro, o tubo foi homogeneizado e incubado a 4
°C por 30 minutos no escuro. Apds a incubagao, o tubo 2 foi centrifugado a 200 g por
5 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado por inversao e o pellet do tubo 2 foi
ressuspendido em 1 mL de solugéo de lavagem. Em seguida, o tubo 2 foi centrifugado
novamente por 5 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado por inversédo e o

procedimento de lavagem foi repetido mais uma vez.

4.3. Marcagao das células com iodeto de propideo para analise de ploidia por
citometria de fluxo

Para realizar a analise de ploidia, os tubos 1, 2 e 3 foram fixados com 100 uL
de glutaraldeido 0,25% e incubados por 15 minutos a 4° C no escuro. Apds a
incubacéo, os tubos foram centrifugados a 200 g por 5 minutos a 4 °C, o sobrenadante
foi descartado por inversdo e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de solucdo de
lavagem. Posteriormente, os tubos foram centrifugados novamente a 200 g por 5
minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado por inversao, o pellet foi ressuspendido
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em 100 uL de solugao de lavagem e o tubo 1 foi mantido no escuro a 4 °C até ser feita
a leitura. Além disso, nos tubos 2 e 3 foram adicionados 2 pL de iodeto de propideo
(Invitrogen™ REF:1921848) e 5 yL de RNAse (Sigma-Aldrich). Por fim, os tubos 2 e
3 foram incubados por 30 minutos a 37 °C no escuro e apos a incubagao, as amostras

foram analisadas no citbmetro de fluxo.

4.4. Analise dos dados da citometria de fluxo

As amostras foram analisadas utilizando o citbmetro Accuri C6 (BD, Franklin
Lakes, NJ, EUA), sendo filtro 533/30 para ler fluorescéncia do Aptamero - FITC (FL-
1), o filtro 585/40 para ler fluorescéncia do iodeto de propideo - PE (FL-2) e o filtro 670
LP para ler a fluorescéncia de EpCAM - APC (FL-4), considerando até 500.000
eventos no tubo sem marcacédo (tubo 1) identificados segundo seu tamanho e
granulosidade. De acordo com essas células encontradas no tubo 1 foi feito um “gate”
de células a fim de eliminar os “debris”. Em seguida, o tubo com células marcadas
(tubo 2) e o tubo com isotipos (tubo 3) foram analisados conforme os paréametros de
gate ja aplicados para o tubo 1.

Os resultados obtidos no citdémetro de fluxo foram analisados utilizando o
software FlowdJo, versao X 10.0.7r2 para Windows. Primeiramente, foi feito um “gate”
selecionando a populagéo de leucdécitos do tubo sem marcagéo (tubo1) (Figura 3), a
partir dessa populagao foi feito delimitado o “single cells” e essa configuragao foi
aplicada para os tubos 2 e 3. Em seguida, nas células marcadas com os isotipos (tubo
3) foi feita uma delimitacdo especifica por meio de histogramas, identificando as

células positivas para EpCAM e para Aptamero A4.
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Figura 3- Imagem ilustrativa da selecéo realizada para analise da populagao

de leucoécitos
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Nesse caso, o isotipo € um controle negativo que determina a fluorescéncia
basal que a propria célula emite quando € marcada com um anticorpo nao especifico
a nenhuma proteina desta célula. Diante disso, o isotipo € utilizado para padronizar o
limite de interpretacédo dos sinais de fluorescéncia durante a analise dos resultados,
sendo que os sinais considerados como positivos sdo aqueles acima dos valores de
fluorescéncia do isotipo (Pereira, 2007).

Por fim, a partir da analise do isotipo, no tubo contendo células marcadas (tubo
2) foram identificadas as células positivas para Aptamero A4 dentro da subpopulagéo
de células positivas para EpCAM. Diante disso, foram obtidos valores de porcentagem
de células EpCAM* A4*. Além disso, foi feita uma analise separada por quadrante
duplo positivo para identificar a porcentagem de células com ploidia EpCAM* e células

com ploidia A4*.

4.5. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPadPrism, versao
8.0.1, considerando o valor de p menor que 0,05 (p<0,05) como significante.
Primeiramente, realizou-se o teste de normalidade de dados e, a partir do resultado
das variaveis, foi feito Teste-T ndo pareado para variaveis paramétricas, com

distribuicdo normal, e teste Mann-Whitney para variaveis ndo paramétricas.
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5. RESULTADOS

5.1. Dados Clinicos e Laboratoriais dos Pacientes

As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes voluntarios da pesquisa
estdo presentes na Tabela 3. A pesquisa foi realizada com 4 pacientes que possuem
idade superior a 55 anos e com 4 voluntarios controle do sexo masculino com idade
variando entre 20 e 30 anos, o que permite inferir que o PSA total desses individuos
controle é menor que 4,0 ng/mL. Os valores de PSA Total e Escore de Gleason foram
registrados apenas para o grupo de pacientes, visto que sao dados clinicos
especificos para pacientes com CaP. Analisando PSA Total é possivel observar que
2 pacientes (50%) apresentaram PSA maior que 4,0 ng/mL e 2 pacientes (50%)
possuem PSA menor que 4,0 ng/mL.

Com relagao ao Escore de Gleason, todos os 4 pacientes (100%) possuem a
soma dos padrdes maior ou igual a sete. Além disso, também foram obtidos, por meio
dos prontuarios, dados de estadiamento, sitio metastatico, realizagdo de cirurgia e
tratamento de cada paciente com CaP. Diante disso, todos os 4 pacientes (100%)
possuem estadiamento IVB, o que indica metastase 6ssea como principal sitio

metastatico.
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Tabela 3- Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com CaP

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4
Idade (anos) 63 62 56 73
PSA Total 34,146 173,912 0,02 0,6
(ng/mL)
Escore de 8 (5+3) 8 (4+4) 7 (4+3) 7 (3+4)
Gleason
Estadiamento VB VB VB VB
Metastase Ossos e vesicula | Ossos e linfonodos | Ossos e linfonodos Ossos
seminal nao regionais regionais
Cirurgia Prostatectomia Orquiectomia Prostatectomia -
radical bilateral radical
Tratamento 2021-2022: 02/2023: 2021-2023: 2021-2023:
AnLHRH, Bicalutamida AnLHRH AnLHRH
Docetaxel e Acido 2023:
zoledrénico Leuprorrelina
2022-2023:
Abiraterona +
prednisona
11/2023:

Leuprorrelina +

zometa

5.2. Identificagcao e isolamento de CTCs

A metodologia de citometria de fluxo foi capaz de diferenciar CTCs de células

nao tumorais a partir da emissao de fluorescéncia emitida pelos marcadores aptamero
A4 e EpCAM em células A4* EpCAM*. O teste demonstrou um valor de p= 0,0265

(p<0,05), sendo significativo para uso no diagnéstico de CaP por meio de citometria

de fluxo. Portanto, a metodologia mostrou que pacientes possuem 60,3% de células
A4* em EpCAM* e controles possuem 9.065% de células A4* em EpCAM* (Figura 4).
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Figura 4 — Porcentagem de células A4* EpCAM*
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5.3. Analise de ploidia por quadrante

Inicialmente, foi feita uma analise de ploidia por quadrante duplo positivo dos
graficos FL2 X FL4, correspondente a analise de células EpCAM* com aneuploidia,
considerando a porcentagem de células dos quadrantes 2 (Q2) dos pacientes (Figura
5) e dos controles (Figura 6). Nos graficos presentes nas figuras 5 e 6 é possivel
observar um padrao de células para pacientes e um padréo de células para controles.
Em seguida, os valores de porcentagem de células dos quadrantes Q2 de pacientes
e controles foram analisados estatisticamente e o resultado encontrado foi
significativo, com valor de p= 0,0286 (p<0,05), sendo que pacientes possuem
80,025% das células EpCAM* apresentando ploidia e controles possuem 15,765%
das células EpCAM* apresentando aneuploidia (Figura 7), ou seja, foi encontrada uma
porcentagem maior de células com alteragbes cromossdmicas em pacientes do que

no grupo controle.
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Figura 5- Porcentagem de células duplo positivas para EpCAM e ploidia
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Figura 6- Porcentagem de células duplo positivas para EpCAM e ploidia
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Figura 7- Porcentagem de células EpCAM* que apresentam ploidia

w 1004 "
o) _
O go- T
o
Y
4 60—
<
+ _
= 40 *
S
o 20-
L
o~ 0- :
NG X9
’éo \e'o
00 'bc'
&) "4

Posteriormente, foi feita outra analise de ploidia por quadrante duplo positivo
para os graficos FL2 X FL1, correspondentes a analise das células A4* com
aneuploidia, considerando a porcentagem de células dos quadrantes Q2 dos
pacientes (Figura 8) e dos controles (Figura 9). Nesse caso, também, & possivel
observar um padrao de células semelhantes nos graficos dos pacientes, diferenciando
dos graficos dos controles. Os valores de porcentagem de células dos quadrantes Q2
de pacientes e controles foram analisados estatisticamente e o resultado encontrado,
também, foi significativo, com valor de p<0,0001 (p<0,05), sendo que pacientes
possuem 84,95% das células A4* apresentando ploidia e controles possuem 14,79%
das células A4* apresentando aneuploidia (Figura 10), ou seja, foi encontrada uma
porcentagem maior de células com alteragdes cromossdmicas em pacientes quando

comparado com o grupo controle.
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Figura 8- Porcentagem de células duplo positivas para Aptamero A4 e

ploidia (Q2) em pacientes
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Figura 9- Porcentagem de células duplo positivas para Aptamero A4 e

ploidia (Q2) em amostras controles
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Figura 10- Porcentagem de Células A4* que apresentam ploidia
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6. DISCUSSAO

Essa pesquisa teve como objetivo analisar Células Tumorais Circulantes
presentes na corrente sanguinea de pacientes diagnosticados com cancer de prostata
através da técnica de citometria de fluxo, a partir de marcadores EpCAM e Aptamero
A4, e identificar as possiveis ploidias de DNA no nucleo dessas células. A populacao
de células escolhida para identificacdo e deteccdo das CTCs no citbmetro de fluxo
foram os leucécitos, tendo em vista que as CTCs possuem caracteristicas
morfolégicas, como tamanho e granulosidade semelhantes aos leucécitos (Reis et al.,
2019). Em seguida, foi feita uma relacdo entre os resultados encontrados e as
variaveis clinicas e laboratoriais, como idade, PSA total, estadiamento, cirurgia e
tratamento.

A deteccao de células tumorais circulantes, atualmente, aprovada pelo Food
and Drug Administration (FDA), é feita através da expressdo do marcador de
superficie conhecido como molécula de adeséo de células epiteliais (EpCAM), que
consiste em uma glicoproteina transmembrana, expressa em células epiteliais
normais, mas principalmente em tumores de origem epitelial, como o de préstata
(Huang et al., 2018; Rushton et al., 2021). Na maioria dos casos, a expressao de
EpCAM em CTCs esta correlacionada com uma pior sobrevida e um progndstico ruim,
o que torna o EpCAM um bom marcador prognéstico (Rushton et al., 2021).

Um estudo realizado por Oliveira et al (2017) demostrou que o aptamero A4 é
um oligonucleotideo que apresentou precisao de 98% para identificagdo de CTCs por
citometria de fluxo, apesar do pequeno numero amostral, o que indica que esse
oligonucleotideo pode ser utilizado com marcador para biopsia liquida (Oliveira et al.,
2017). Portanto, a analise dos dados dessa pesquisa permitiu observar uma diferenca
significativa entre pacientes e controles nas porcentagens de células EpCAM*™ A4*, o
que indica que a combinacao desses dois marcadores demonstra ser promissora na
deteccao de CTCs.

A prostatectomia radical foi, originalmente, desenvolvida como tratamento do
cancer de préstata localizado, para garantir um controle local da doenga e aumentar
a sobrevida dos pacientes. Mas, atualmente, essa cirurgia, também, é realizada em
pacientes com doenca metastatica, com Escore de Gleason comprovadamente alto,

a fim de aumentar a sobrevida e eliminar o sitio primario de disseminacgao de células
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tumorais, reduzindo assim o numero de CTCs (Culp et al., 2014; Costello, 2020). Além
disso, alguns pacientes passam pela orquiectomia, uma cirurgia de retirada dos
testiculos, método eficaz de castragéo cirurgica para tratamento de pacientes com
CaP que visa diminuir a producao de testosterona (Singh et al., 2021).

A recidiva bioquimica ocorre em pacientes ap0s a realizagcdo da cirurgia de
prostatectomia radical, sendo que 20 a 40% dos homens apresentam um aumento de
PSA em algum momento apds a cirurgia. Atualmente, as diretrizes da Associagao
Americana de Urologia e da Associagédo Europeia de Urologia definem que a recidiva
bioquimica é caracterizada por valores de PSA = 0,2 ng/mL, confirmados em 2 exames
apds 6 semanas da cirurgia de prostatectomia radical.

A identificagdo da recidiva € importante para se atentar a falha na terapia e
fazer o tratamento resgate o quanto antes, a fim de garantir uma qualidade de vida
para o paciente (Mccormick et al., 2019). Um estudo de Pukl et al (2023) indica que o
Escore de Gleason é um forte indicador de recorréncia bioquimica e a ploidia de DNA
se correlaciona com a analise de sobrevida e, também, é um preditor de recidiva
bioquimica, especialmente em pacientes com Escore de Gleason 7.

Os pacientes 1 e 3 que participaram do estudo foram submetidos a
prostatectomia radical como forma de tratamento para reduzir o avanco da doenga e
o paciente 2 foi submetido a orquiectomia bilateral. Diante disso, é possivel observar
que, no caso do paciente 1 ocorreu um provavel caso de recidiva bioquimica, visto
que mesmo apos a prostatectomia radical o PSA voltou a aumentar e evoluiu para um
cancer metastatico resistente a castragao.

O crescimento de células da prostata depende de andrégenos e, a partir disso,
a terapia de privagéo de androgénica (ADT) € o tratamento base para o CaP, a fim de
bloquear a produgdo desses hormdnios e, consequentemente, diminuir o
desenvolvimento das células tumorais da préstata. Os pacientes com CaP metastatico
sao tratados com castragcdo quimica que envolve os ADT, como agonistas do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) de acg¢do prolongada (histrelina,
leuprorrelina e triptorelina) (Desai et al., 2021).

Fisiologicamente, no hipotalamo ocorre a secrecdo de GnRh que ativa
receptores de GnRH na hipdfise anterior, o que leva a secreg¢ao de dois hormébnios: o

hormonio luteinizante (LH) e o hormonio foliculo-estimulante (FSH). Nos homens, o
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LH atua nos testiculos estimulando a producdo de um horménio androgénico
testosterona, que estimula o desenvolvimento das células da prostata.

Diante disso, existe uma linha de farmacos conhecidos como agonistas do
horménio liberador do horménio luteinizante (anLHRH), que bloqueiam a liberagao de
LH nos testiculos. Dessa forma, diminuem a liberacdo de testosterona, a fim de
impedir o crescimento das células tumorais da prostata, sendo o tipo de castragao
quimica de preferéncia como primeira opcéo para tratamento de cancer de prostata
metastatico (Desai et al., 2021; Singh et al., 2021).

Portanto, a leuprorrelina € um farmaco que inibe a secre¢cao de gonadotrofina
e que diminui os niveis de LH, o que consequentemente diminui a produgao de
testosterona. Um estudo feito na Asia demonstrou que a leuprorrelina é eficaz na
reducéo dos niveis de PSA e testosterona em pacientes com CaP (Chung et al., 2020).

Os pacientes com cancer de prostata metastatico sensivel a castragao sao,
normalmente, tratados com docetaxel, abiraterona e enzalutamida. No entanto, o
tratamento atual para mCSPC inclui docetaxel, abiraterona + prednisona ou os
antagonistas do Receptor de Androgeno (AR): bicalutamida ou Enzalutamida, que age
inibindo a ligagao da testosterona ao AR (Desai et al., 2021).

O paciente 1 era tratado com abiraterrona + prednisona, porém, evolui para um
quadro de cancer de prostata metastatico resistente a castragcao e, atualmente, esta
sendo tratado com leuprorrelina, apesar de nao ter diminuicdo nos niveis de PSA,
devido a recidiva bioquimica. O paciente 2 esta sendo tratado com Bicalutamida, pois
€ considerado um paciente sensivel a castragao. Porém, devido ao nivel elevado de
PSA ele pode ter evoluido para um tipo de cancer metastatico resistente a castracgao,
o que indica a necessidade de uma nova avaliagao do tratamento.

Além disso, o paciente 3 apresentou uma importante resposta da metastase
0ssea ao bloqueio androgénico com anLHRH e, possivelmente, isso contribuiu para
reducao dos niveis de PSA total. O paciente 4, apesar de ser considerado sensivel a
castracgao, é tratado com leuprorrelina e AnLHRH, apresentando uma boa resposta ao
tratamento com bloqueio androgénico, visto que o nivel de PSA total, também, se
manteve baixo.

Ao analisar a porcentagem de células de pacientes EpCAM* aneupldides
(80,025%) e A4* aneupldides (84,95%), observa-se que essa porcentagem foi muito

semelhante, o que indica um bom resultado de ploidia e de identificacdo das CTCs
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pelos marcadores EpCAM e A4. Embora as analises tenham sido feitas separadas,
as células presentes no mesmo tubo foram marcadas com os dois marcadores € 0
iodeto de propideo, o que implica ser a mesma populacéo de células.

O ciclo celular normal € composto pelas fases de interfase e mitose e, nesse
caso, durante a mitose ocorre a citocinese, ou seja, a divisdo da parede celular do
nucleo e durante a interfase ocorre a sintese de DNA. A interfase € composta por 3
fases, sendo fase G1, fase S, na qual inicia a replicagdo do DNA e fase G2, quando
finaliza a replicagdo. Diante disso, o ciclo celular regula, a partir de varios pontos de
verificagcao, o crescimento e a proliferacéo de células diploides (2n). Porém, quando a
atividade das proteinas de verificagao € interrompida ocorre a divisédo celular de forma
desregulada, com uma quantidade alterada de DNA, dando origem a células triploides
ou aneupldides, o que, consequentemente, gera a tumorigénese (Koladiya et al.,
2016).

A aneuploidia de DNA € um bom indicador diagndstico de neoplasias e pode
sinalizar um progndstico ruim em varios tipos de tumores, inclusive em cancer de
préostata (Danielsen et al., 2016). A aneuploidia, também, esta correlacionada com a
diminuicdo da sobrevida dos pacientes, visto que esta ligada a um fenétipo mais
agressivo da doenca e esta associada a um potencial de proliferacdo celular
aumentado (Wang et al., 2004; Lennartz et al., 2016; Stopsack et al., 2019).

Além disso, a aneuploidia esta relacionada com as caracteristicas clinicas
desfavoraveis do cancer, como alto valor de Escore de Gleason, estagio tumoral
avancado e recorréncia de PSA (Lennartz et al., 2016). Os tumores com valor baixo
de Escore de Gleason raramente desenvolvem metastase e um estudo indicou que
58% dos tumores com Escore de Gleason 6 possuem aneuploidia (Stopsack et al.,
2019). Dessa forma, todos os 4 pacientes participantes da pesquisa possuem Escore
de Gleason maior que 7, o que justifica a presenca de uma alta porcentagem de CTCs
aneupldides quando comparado com os controles.

Além disso, observa-se que os voluntarios do grupo controle possuem 9.065%
das CTCs EpCAM* A4*; 15,765% das células EpCAM* apresentando ploidia e 14,79%
das células A4* apresentando ploidia. As CTCs sao células raras no sangue de
pessoas saudaveis, mas em alguns casos pode existir uma quantidade dessas células
nao hematoldgicas circulantes na corrente sanguinea de pessoas sem o diagnostico

de cancer. Um estudo feito por Castro et al (2018) analisou amostras de 3388 pessoas
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sem diagnostico de cancer e encontrou células nao hematologicas circulantes no
sangue de 107 (3,2%) dos voluntarios da pesquisa.

Um outro estudo realizado por llie et al (2014) mostrou que a presenga de CTCs
pode estar associada a um risco de desenvolver a doenca, tendo em vista que
avaliaram pacientes sem cancer com doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e
encontraram CTCs em 3% desses pacientes que, posteriormente, desenvolveram
cancer de pulmao, o que indica que as CTCs podem ser detectadas mesmo em fases
iniciais do tumor.

Porém, como a presengca de CTCs pode estar associada ao risco de
desenvolver a doenga, ndao € confirmado que realmente vai contribuir para o
surgimento do cancer, pois o desenvolvimento dessa doenga envolve diversos fatores,
como mutagdes e outras alteragdes genéticas. Portanto, isso indica que apesar do
grupo controle possuir um porcentagem de CTCs nao € indicativo de desenvolvimento

do cancer.
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7. CONCLUSAO

A metodologia aplicada nesse estudo, utilizando a combinagcdo de dois
marcadores se mostrou promissora para identificagao e detecgao de células tumorais
circulantes por bidpsia liquida. Além disso, foi possivel identificar uma porcentagem
significativa de células apresentando aneuploidia marcadas com EpCAM e Aptamero
A4, ou seja, os resultados indicaram uma porcentagem maior de alteragdes
cromossOmicas em células de pacientes quando comparado com controles. Portanto,
isso mostra que as alteragdes na ploidia podem ser utilizadas como um biomarcador
progndstico de cancer de prostata. Porém, o estudo teve algumas limitagdées como o
pequeno numero de pacientes e ndo foi possivel atingir o objetivo de avaliar amostras
de pacientes em diferentes estadios da doenca, visto que as amostras liberadas para
coleta foram de pacientes com cancer de prostata metastatico. Por isso, as
perspectivas futuras envolvem um aumento do numero amostral e a coleta de

amostras de pacientes em diversos estadios do CaP.
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