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RESUMO

NOWOSH, V. Deteccao de células tumorais circulantes (CTCs) por isolamento
baseado em tamanho e reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase-
reversa em tempo real (RT-gPCR) em caes com melanoma oral. 157p. Tese
(Doutor em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2022.

O cancer figura como uma relevante causa de morte em humanos e pequenos
animais. Uma das neoplasias mais desafiadoras em ambas as situacbes € o
melanoma, com um comportamento agressivo e alto indice de metéstases. As
similaridades existentes entre as neoplasias malignas em ambas as espécies
despertam o interesse no uso de cdes como modelos para estudos oncolégicos em
humanos. Atualmente, a medicina tem focado na medicina de precisao e, dentro dela,
na biopsia liquida. Esta é uma ferramenta inovadora que detecta biomarcadores
tumorais, incluindo células tumorais circulantes (CTCs). Ela apresenta potencial para
progndstico, diagndéstico e avaliacdo do tratamento. Apesar do grande interesse em
oncologia humana, estudos de bidpsia liquida sdo escassos em veterinaria e focam
mais em outros marcadores. Baseando-se nisso, 0 objetivo dessa tese foi aplicar dois
métodos de deteccdo de CTCs em caes com melanoma oral. No primeiro capitulo, foi
feita uma revisao bibliografica dos temas “melanoma em céaes” e “bidpsia liquida.” No
segundo capitulo, foi testada a metodologia de enriquecimento por centrifugacéo por
gradiente de densidade e de caracterizacdo por PCR transcriptase-reversa em tempo
real para os transcritos melan-A e tirosinase. O grupo de estudo analisado foi de 31
pacientes. Um estudo-piloto demonstrou boa sensibilidade da técnica, e 29/31
pacientes (93%) apresentaram resultados positivos, porém, os controles apontaram
43% de falsos-positivos. A eletroforese em gel de agarose sugeriu amplificacoes
inespecificas. Muitas dificuldades inerentes a técnica e particularidades da realidade
veterinaria podem ter contribuido para o resultado observado, e essa experiéncia é
discutida em mais detalhes. No terceiro capitulo, foi testada a metodologia de
microfiltracdo pelo método Isolation by Size of Tumor Cells (ISET), seguida pela
caracteriza¢do imunocitoquimica com os marcadores melan-A, PNL2 e S100. O grupo
de estudo analisado foi de 10 pacientes. CTCs foram encontradas e caracterizadas
em 9/10 casos. A média de CTCs encontradas foi de 1,1 célula/mL de sangue. 3/10
casos foram positivos para melan-A, 3/10 para PNL2 e 8/10 para S100, demonstrando



a heterogeneidade das CTCs. No entanto, amostras de neoplasias ndo melanociticas
também marcaram para S100, apontando baixa especificidade deste marcador. Um
paciente com progressao tumoral rapida apresentou 18 células isoladas e
microémbolos tumorais, porém um paciente sem CTCs detectadas teve progressao
similar, logo a auséncia de CTCs ndo pode ser sempre correlacionada a um
prognoéstico melhor. A avaliacdo estatistica demonstrou correlagcéo significativa entre
o numero de CTCs e a presenca de metastases linfonodais, sugerindo uma potencial
capacidade de avaliacdo prognostica. Conclui-se que metodologias ja estabelecidas
em humanos, mediante as devidas adaptacdes, permitem a deteccdo de CTCs em
pacientes caninos com melanoma oral. A ISET apresentou uma boa capacidade de
detectar as CTCs, e seus resultados demonstram uma possivel aplicacdo para
avaliacdo prognostica do paciente. Ensaios clinicos em larga escala sdo desejados
para que comprovar a sua utilidade clinica e para que tanto os cdes quanto 0s

humanos possam se beneficiar mais dessa técnica.

Palavras-chave: Bidpsia liquida. Expressdo génica. ISET. Imunocitoquimica.

Microfiltracao.



ABSTRACT

NOWOSH, V. Circulating tumoral cells (CTCs) detection by size-based isolation
and reverse-transcription real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR) in
dogs with oral melanoma. 157p. Tese (Doutor em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Cancer is a relevant cause of death among humans and companion animals. In both
cases, melanoma is a challenging diagnosis, with highly aggressive behavior and a
high risk of metastasis. Similarities between malignant neoplasms in these species
motivate the use of dogs as models for medical oncology studies. Nowadays, there is
a focus on personalized medicine and, consequently, on liquid biopsy. This novel tool
detects tumoral biomarkers, including circulating tumor cells (CTCs). It has the
potential for patients’ prognostic, diagnostic, and therapeutic assessment. Besides its
considerable interest in human oncology, liquid biopsy studies are still lacking in
veterinary medicine and tend to focus on other biomarkers. Based on this, this thesis
aims to apply two CTC detection methods in dogs with oral melanoma. In the first
chapter, a bibliographic review was conducted on the subjects “canine melanoma” and
“liquid biopsy.” In the second chapter, we tested the enrichment of cells by density-
gradient centrifugation and characterization by real-time reverse-transcriptase PCR for
melan-A and tyrosinase transcripts. There were 31 dogs enrolled in this study. A pilot
study has shown good sensitivity to this technique, and 29/31 patients (93%) had
positive results. However, controls have shown a 43% false-positive rate. Agarose gel
electrophoresis results suggested unspecific amplification. Many challenges inherent
to the technique and particularities inherent to veterinary reality may have contributed
to these results, and this experience is further discussed. In the third chapter, we tested
the enrichment of cells by microfiltration, specifically Isolation by Size of Tumor Cells
(ISET), followed by characterization with immunocytochemistry for melan-A, PNL2 and
S100 markers. There were 10 dogs enrolled in this study. CTCs were detected and
stained positive in 9/10 samples. The mean count of CTCs was 1,1 cells/mL of blood.
3/10 samples were positive for melan-A, 3/10 for PNL2, and 8/10 for S100, showing
how heterogeneous these cells are. However, samples from non-melanocytic
neoplasms were also stained for S100, showing this marker’s low specificity. A patient

with fast tumoral progression had 18 total individual cells and tumoral microemboli.



However, a patient with no detected CTCs had a similar progression. Thus, the
absence of CTCs can not always be correlated with a better prognosis. Statistical
analysis has shown a significant correlation between CTC count and lymph node
metastasis, suggesting a potential capacity in prognosis assessment. We conclude
that, with its adaptations, well-established methods in human medicine allow the
detection of CTC in dogs with oral melanoma. ISET demonstrated a good performance
in detecting CTCs and it also has shown a potential application in patient prognosis
assessment. Large-scale clinical trials are needed to validate its clinical utilities, and

dogs and humans may benefit more from these techniques.

Keywords: Gene expression. Immunocytochemistry. ISET. Liquid biopsy.

Microfiltration.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias malignas, coletivamente chamadas de cancer, sao a principal
causa de morte de seres humanos. Em 2020, estimam-se 19,3 milhdes de novos
casos de cancer, com em torno de 10 milhdes de mortes, figurando como uma das
principais causas de 0Obito em individuos antes dos 70 anos em mais de 120 paises.
Esses numeros refletem o envelhecimento da populagdo e o aumento de sua
exposicao a fatores de risco (SUNG et al., 2021).

Dados semelhantes sdo observados em animais. Os animais de companhia
tém sido considerados parte da familia, e melhores condicbes de abrigo, higiene e
saude levam a uma maior longevidade, o que consequentemente aumenta o nimero
de casos de cancer em medicina veterinaria (TANAKA; YAMAGUCHI; IWASA, 2020).
Em paises mais desenvolvidos, onde doencas infecciosas sdo bem controladas, as
neoplasias malignas sdo a maior causa de morte de cdes (BONNETT et al., 2005;
FLEMING; CREEVY; PROMISLOW, 2011; INOUE et al., 2015). Em paises como o
Brasil, onde ainda h4 uma grande incidéncia de doencas infecciosas, o cancer
aparece como a segunda mais frequente causa de morte em cées de todas as idades
e a principal quando sao considerados apenas caes idosos (BENTUBO et al., 2007,
DE FREITAS et al., 2021). Estima-se que a incidéncia de cancer em céaes seja 10
vezes maior que em humanos devido a sua menor estimativa de vida (CHIBUK et al.,
2021).

Existem muitas similaridades entre o desenvolvimento de tumores em
humanos e em cdes. Muitas neoplasias se desenvolvem com caracteristicas
anatdmicas e fisioldgicas semelhantes entre as espécies, incluindo a progressao
tumoral e o desenvolvimento de metastases (BARUTELLO et al., 2018; PAOLONI;
KHANNA, 2007). Além disso, como vivem no mesmo ambiente, ambos estdo expostos
aos mesmos agentes ambientais (NISHIYA et al., 2016). Estas semelhangas permitem
0 uso de caes como modelos experimentais em estudos pré-clinicos para humanos
(BARUTELLO et al., 2018; NISHIYA et al., 2016).

O melanoma € um dos tumores de maior importancia para ambas as espécies.
Em cées, esta neoplasia frequentemente apresenta um prognostico desfavoravel,
devido a sua progressao rapida, diagnostico tardio e alto potencial metastatico. Sua
apresentacdo mais frequente € a oral, correspondendo a 60-70% dos melanomas
nesta espécie (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). Em humanos, a
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apresentacao mais frequente é a cutanea. Estima-se um total de 324.635 novos casos
de melanoma cutaneo no ano de 2020 (SUNG et al., 2021). A forma bucal em
humanos corresponde a apenas 1% dos casos, mas 0 seu comportamento é
semelhante ao observado em cées, sendo extremamente agressivo, com progressao
rapida (MA et al., 2021; MINHAHN et al., 2019).

Os melanomas orais caninos apresentam numerosas semelhangas com 0s
melanomas bucais humanos. Os fatores relacionados com o seu desenvolvimento sao
pouco conhecidos e ndo parece haver relacdo com a exposi¢cdo com a luz UV como
observado na forma cutanea. S&o tumores extremamente heterogéneos e com
padrées de mutacdes tumorais diversos (ALSAIHATI et al., 2021; GRZYWA; PASKAL,;
WLODARSKI, 2017; MA et al., 2021). Dessa forma, os esfor¢os voltados para o estudo
de melanomas orais em cdes sao vistos como potenciais beneficios para os
melanomas bucais em humanos, jA que esses sao pouco estudados devido a sua
raridade (NISHIYA et al., 2016; PROUTEAU; ANDRE, 2019).

Recentemente, a medicina de precisdo ascendeu como uma area de grande
interesse em pesquisa em oncologia. Esta é definida como a area da medicina que
utiliza a informacé&o genética do tumor para um planejamento personalizado para cada
paciente (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2014). Novas técnicas diagndsticas estao
sendo desenvolvidas com este foco, e uma das ferramentas que esta atraindo a
atencdo da comunidade cientifica € a biopsia liquida (ALIX-PANABIERES, 2020;
FERNANDEZ-LAZARO et al., 2020; HEIDRICH et al., 2021; IGNATIADIS; SLEDGE;
JEFFREY, 2021; ROSSI; IGNATIADIS, 2019).

A biopsia liquida € definida como um teste realizado em uma amostra de
sangue para procurar células tumorais ou fragmentos de seu DNA na circulagdo
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2014). Os biomarcadores mais comumente
utilizados séo as células tumorais circulantes (CTC) e o DNA tumoral circulante
(ctDNA), com novos biomarcadores sendo estudados (FERNANDEZ-LAZARO et al.,
2020; MARTINS et al., 2021). As suas potenciais aplicacbes sdo a avaliacédo
progndstica, a avaliacdo da heterogeneidade tumoral, 0 monitoramento em tempo real
e a personalizacéo do tratamento (CHIBUK et al., 2021; MARTINS et al., 2021).

Em oncologia humana, a bidpsia liquida estad sendo cada vez mais utilizada,
e estudos demonstram seu papel como um fator progndéstico independente na
sobrevida livre de progressao e sobrevida global de pacientes com diversos tumores

(MARTINS et al., 2021). Para o0 melanoma, a biépsia liquida tem sido amplamente
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discutida e seu valor prognostico esta sendo estudado, porém, sua aplicabilidade
ainda é experimental devido a falta de validacdo dos dados observados (HUANG,;
HOON, 2016; KAMINSKA et al., 2021; XU et al., 2016).

Recentemente, as CTCs ficaram em segundo plano como biomarcadores
devido a evolucdo e barateamento dos métodos moleculares para a deteccado do
ctDNA, mas sua importancia na oncologia ndo deve ser menosprezada, visto que
fornece informacdes complementares que apenas a andlise molecular ndo é capaz
como, por exemplo, estudos fenotipicos, morfolégicos e funcionais que sé sdo
possiveis pelo isolamento de células integras (ALIX-PANABIERES; PANTEL, 2016).
Além disso, a circulacdo de células viaveis é parte fundamental da cascata
metastatica, portanto os CTCs sendo os unicos biomarcadores de bidpsia liquida com
potencial preditivo de metastases (JEONG et al., 2018; ZHOU et al., 2017).

Por serem raras na circulacdo, a analise das CTCs deve iniciar por um
processo de enriguecimento para sua concentracdo na amostra. Os métodos de
enriquecimento de CTCs podem ser imunolégicos — baseados no uso de anticorpos
contra 0s antigenos em sua superficie — ou ndo imunolégicos — baseados em
caracteristicas fisicas das células que as diferem dos leucocitos (ALIX-PANABIERES;
PANTEL, 2016). Depois do enriquecimento, as CTCs podem ser caracterizadas de
diversas formas, como por imunocitoquimica, cultivo celular ou métodos moleculares
para a deteccdo de RNA mensageiro (mMRNA), permitindo a avaliacdo de seu perfil
transcricional (HEIDRICH et al., 2021).

A bidpsia liquida tem sido muito estudada em oncologia humana, porém ela é
pouco abordada em medicina veterinaria (CHIBUK et al., 2021). Muitos dos estudos
ja realizados focam em deteccao de ctDNA (BECK et al., 2013; BEFFAGNA et al.,
2017; COLOMBO et al.,, 2021; DE OLIVEIRA et al., 2022; LEE et al., 2019;
MOCHIZUKI et al., 2015; PROUTEAU et al., 2021; TAGAWA et al., 2019, 2020).
Estudos envolvendo CTCs sdo escassos e baseiam-se em caracterizagao molecular
(DA COSTA etal., 2011, 2012, 2013), deteccéo por imunomagnetismo (MARCONATO
et al., 2019) ou citometria de fluxo (WRIGHT et al., 2019). Até o0 momento, ndo ha
estudos em veterinaria envolvendo o enriquecimento de CTCs integras por métodos
baseados em suas caracteristicas fisicas, tal como o seu tamanho. Também né&o
foram, até entdo, realizados estudos de bidpsia liquida envolvendo cédes com

melanoma oral.
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Baseando-se no interesse da bidpsia liquida para a medicina veterinaria, na
importancia do melanoma oral para a espécie canina, e no potencial para a patologia
comparada no uso de modelos caninos em oncologia, este estudo foi desenvolvido
com o objetivo principal de aplicar metodologias para a deteccéo de CTCs em caes
com melanoma oral. Para tal, dois métodos foram escolhidos e adaptados: PCR via
transcriptase-reversa em real time (RT-gPCR), para a detec¢cdo de mRNA tumoral de
CTCs enriquecidas por centrifugagdo por gradiente de densidade; e o isolamento
baseado em tamanho de células tumorais (ISET, do inglés, Isolation by SizE of
Tumoral cells), uma metodologia de enriquecimento por microfiltracdo do sangue para
a deteccado de CTCs integras, seguido pela sua caracterizacdo por imunocitoquimica.

Nossa hipotese é que, devido ao alto potencial metastatico do melanoma oral,
sera possivel detectar e caracterizar CTCs nas amostras dos pacientes testados por
ambas as metodologias, da mesma forma que o observado em melanomas humanos.
Além disso, acreditamos que os dados obtidos na bidopsia liquida estardo
correlacionados com fatores progndsticos, indicando o seu potencial em predizer o
progndstico dos pacientes no momento da coleta.

A metodologia de RT-gPCR foi desenvolvida no laboratorio de Farmacologia
e Toxicologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. A metodologia de microfiltracao foi realizada
sob a supervisédo e em parceria com a Prof.2 Dr.2 Ludmilla T.D. Chinén e a equipe de
pesquisadores do hospital A.C. Camargo Cancer Center. As amostras foram obtidas
de pacientes caninos atendidos em diversas clinicas parceiras na cidade de Séo
Paulo.

Nas proximas secoes, sera apresentada uma revisdo sobre melanoma canino
e sobre bidpsia liquida, seguida por dois artigos cientificos escritos com base nos

resultados observados.
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CAPITULO 1

2 REVISAO DE LITERATURA

Esta revisao se dividird em dois grandes temas: primeiramente, introduzira o
gue se sabe hoje sobre melanoma na espécie canina, com principal enfoque em
melanoma oral; em seguida, sera realizada uma revisdo dos conhecimentos atuais
sobre bidpsia liquida, seus conceitos, seus biomarcadores e metodologias para
detecta-los, suas aplicabilidades e limitacbes e um panorama da bidpsia liquida em

medicina veterinaria.

2.1 MELANOMA EM CAES

2.1.1 Conceitos

Os tumores melanociticos sdo neoplasias originada dos melandcitos, células
dendriticas originadas de melanoblastos da ectoderme durante a embriogénese
(SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). O nome melanoma &
convencionalmente utilizado para neoplasias malignas, em contraste com o
melanocitoma, sua contraparte benigna (SPANGLER; KASS, 2006). Estes tumores
acometem humanos e diversas espécies de animais de companhia, incluindo o céo,
frequentemente com progndstico maligno (PROUTEAU; ANDRE, 2019). Em cées, o
melanoma é descrito como uma neoplasia comum, correspondendo a 3% de todas as
neoplasias e até 7% de todas as neoplasias malignas (SMITH; GOLDSCHMIDT;
MCMANUS, 2002).

Em torno de 70% das neoplasias melanociticas em cdes sdo malignas.
Melanomas caninos sao geralmente detectados em estagios mais avancados e ja com
metastases, apresentando progressao rapida e um prognaostico grave. Nesta espécie,
o sitio onde a neoplasia se manifesta pode ser utilizado como um fator preditivo inicial
de comportamento. Melanomas cutaneos e oculares usualmente apresentam
comportamento benigno, enquanto melanomas orais, de juncfes mucocutaneas e de
digito ou leito ungueal frequentemente apresentam alto grau de malignidade
(BERGMAN, 2007; GILLARD et al., 2014).
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Em cées, a forma oral do melanoma € a sua apresentacao mais comum, assim
como é o mais comum dentre os tumores de cavidade oral. Mais comumente se
origina na gengiva, mas também pode ocorrer na lingua, mucosa jugal, faringe,
tonsilas, palato ou na jungdo mucocutanea dos labios. Melanomas orais apresentam
rapido crescimento, sdo invasivos e frequentemente apresentam recorréncia apos
excisao cirdrgica, portanto este diagndstico sempre deve ser considerado como
potencialmente maligno (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

2.1.2 Etiopatogenia

A transformacdo maligna dos melandcitos é bem estudada em humanos. Um
fator promotor do cancer gera instabilidade do DNA, levando a mutagbes que se
acumulam nas células. Quando atingem genes que codificam proteinas envolvidas na
supressao tumoral e proliferacao celular, as células malignas ganham a capacidade
de sobreviver as defesas do organismo e de se proliferar descontroladamente. Genes
frequentemente envolvidos nesse processo incluem p53, RB-1 e CDKI. Com a
progressao tumoral, eventualmente as células ganham a capacidade de metastatizar
para novos sitios, podendo levar a morte do paciente (MODIANO; RITT;
WOJCIESZYN, 1999; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

Os fatores promotores para o0 surgimento de melanomas cutaneos em
humanos sdo bem conhecidos. De uma forma geral, o desenvolvimento do melanoma
€ multifatorial e envolve tanto a susceptibilidade genética quanto os fatores
ambientais. A exposicao a radiacdo UV se destaca, responsavel por cerca de 70% de
casos de melanoma cutadneo em humanos, embora histérico familiar, cor de pele,
alimentagado e imunossupresséo sao todos fatores correlacionados com a ocorréncia
desse tumor (DZWIERZYNSKI, 2021).

Em animais de companhia, ndo ha consenso sobre os fatores de risco para o
desenvolvimento de melanomas. A exposicdo a radiacdo UV, por exemplo, ndo
parece apresentar tamanha relevancia para o desenvolvimento dos melanomas orais
em cédes, e 0s traumas cronicos e a acado da microbiota parecem ser fatores mais
importantes. A maior ocorréncia em cédes de raga e em membros da mesma familia
sugere a susceptibilidade genética como um fator de risco, porém consanguinidade,

trauma, exposicdo a agentes quimicos e influéncia hormonal também séo
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considerados como provaveis fatores promotores tumorais (NISHIYA et al., 2016;
SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

2.1.3 Apresentacdo clinico-patoldgica

Os melanomas primarios costumam aparecer mais frequentemente na
cavidade oral e nos labios, correspondendo a mais de 60% dos casos de melanoma,
seguido pela pele e digitos. Outras apresentacfes menos frequentes, como a ocular,
coletivamente correspondem a 1-2% dos casos de melanoma (GILLARD et al., 2014;
SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

Um levantamento de 2350 de tumores melanociticos em cées apontou que
70% de todos os casos apresentam comportamento maligno, e o sitio anatémico
estava frequentemente associado ao prognostico. Melanomas orais, de digito e leito
ungueal apresentaram comportamento maligno em 97%, 84% e 100% dos casos,
respectivamente, enquanto melanomas cutdneos e oculares apresentaram apenas
47% e 29% de casos malignos, respectivamente (GILLARD et al., 2014).

Os tumores melanociticos sdo mais frequentes em cées idosos, acima de 10
anos. A média de idade no diagnéstico é de 11 anos para melanomas e 8,8 anos para
melanocitomas. Apesar disso, este diagndstico ndo deve ser descartado em animais
mais jovens, podendo ser diagnosticados em cédes com até 01 ano (GILLARD et al.,
2014; RAMOS-VARA et al., 2000). Ha relatos de maior frequéncia do melanoma oral
em caes machos, da mesma forma que o melanoma bucal humano é mais frequente
em homens (GILLARD et al., 2014; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002), mas
este achado ndo é unanime entre estudos (RAMOS-VARA et al., 2000).

N&o ha uma predilecéo racial clara, porém algumas racas apresentam maior
predisposicao do que outras, favorecendo a hipotese de uma influéncia genética e
familiar no desenvolvimento de melanomas. Ragas comumente relatadas incluem
Chow-chow, Cocker Spaniel, Dobermann, Golden Retriever, Poodle, Rottweiller,
Schnauzer, Scottish terriers e Setters. Alguns estudos apontam uma ocorréncia maior
de melanomas em cées com pelagem escura, sugerindo uma influéncia menor da
radiacao solar no desenvolvimento de melanomas na espécie canina (GILLARD et al.,
2014; RAMOS-VARA et al., 2000; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

A apresentacdo macroscopica do melanoma é altamente variavel. O tamanho

no momento do diagndstico apresenta grande correlacdo com o progndstico, sendo
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utilizado no estadiamento. Geralmente, esses tumores sdo detectados com tamanho
variando entre 1,0 e 3,0 cm. Massas maiores tendem a ser ulceradas. Observa-se
variacdo de coloragéo, com a possibilidade de tumores intensamente pigmentados e
melanomas completamente sem pigmentacéo, chamados de amelanéticos. O formato
também é bastante variavel, podendo apresentar-se como nodulos, pélipos, placas
elevadas ou massas lobuladas (BERGMAN, 2007; RAMOS-VARA et al., 2000;
SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

Como todos os pacientes oncoldgicos, pacientes com melanoma estdo
susceptiveis a uma série de sinais sistémicos, tais como apatia, anorexia, caquexia e
febre, e alteracbes em exames laboratoriais, como anemia, neutrofilia e
trombocitopenia (BERGMAN, 2013). Sinais clinicos mais especificos de neoplasias
orais no momento de diagnéstico incluem disfagia, halitose, ptialismo e sangramentos
gengivais. Tumores mais agressivos podem invadir os ossos da mandibula e levarem
a fraturas. Caso haja metastases, pode haver sinais clinicos correlacionados com os
orgaos acometidos (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

2.1.4 Diagnostico

O melanoma tem apresentacdes muito heterogéneas, portanto seu
diagnéstico ndo pode ser concluido apenas por sua localizacdo ou suas
caracteristicas macroscopicas. Por ser comum em cavidade oral, digito e leito
ungueal, deve ser considerado nos diagndsticos diferenciais para neoplasias nestas
regibes, mas muitos outros tumores agressivos, como carcinomas, mastocitomas e
sarcomas pouco diferenciados, também podem ocorrer nesses = sitios
(PRZEZDZIECKI; CZOPOWICZ; SAPIERZYNSKI, 2015). A pigmentacdo enegrecida,
apesar de ser tipicamente associada ao melanoma, pode levar a um diagndstico
presuntivo errbneo. O melanocitoma e outros tumores benignos da pele e seus anexos
podem apresentar pigmentacdo, enquanto os melanomas, principalmente na forma
oral, podem ser despigmentados (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).
Dessa forma, técnicas mais especificas devem ser utilizadas para a confirmacéo da

origem tumoral.
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2.1.4.1 Citopatologia e imunocitoquimica

A citopatologia € um método de triagem rpido, barato e facil de se realizar,
sem grandes riscos para o paciente, utilizada como o método primario para a triagem
de neoplasias em muitos casos, incluindo melanoma. Esse método também pode ser
utilizado para a pesquisa de metastases em pacientes previamente diagnosticados. O
diagnostico rapido pode auxiliar na tomada de decisbes terapéuticas e cirdrgicas
(HALL et al., 2013; PRZEZDZIECKI; CZOPOWICZ; SAPIERZYNSKI, 2015).

Os achados citomorfologicos gerais sdo altamente variaveis, devido ao alto
pleomorfismo. O citoplasma dos melandcitos tumorais pode apresentar variacao de
tamanho e formato, com aspecto de células epitelioides, fusiformes ou arredondadas
e coloracdo basofilica discreta a intensa. Seus nucleos podem ser centrais ou
excéntricos, arredondados a ovais, regulares ou indentados, com cromatina densa ou
finamente granular, frequentemente apresentando nucléolos evidentes com variacéo
numérica e de formato. A relacao nucleo: citoplasma varia conforme a apresentacéo
citologica do tumor, mas frequentemente € alta. Figuras de mitose tipicas e atipicas
podem estar presentes (DENICOLA, 2009; JERGENS; HOSTETTER; ANDREASEN,
2016; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

A principal caracteristica distintiva do melanoma na citologia é a presenca do
pigmento de melanina, que se apresenta como granulagédo enegrecida, que pode ter
discreta variacdo de cor azulada a esverdeada. Esses granulos podem ser finos e
puntiformes ou grosseiros. Ha variacdo na quantidade de granulos entre tumores e
mesmo entre células em uma mesma lamina. Por vezes, a maioria das células pode
ser despigmentada. Assim, quando se suspeita de melanoma, é necessaria uma
pesquisa minuciosa pelo pigmento intracelular (DENICOLA, 2009; JERGENS;
HOSTETTER; ANDREASEN, 2016; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

Os melanomas ndo tendem a causar um processo inflamatoério intenso a
menos que haja ulceracéo, logo células inflamatorias ao fundo ndo séo esperadas em
abundéancia. Quando presente, a inflamacédo tem carater crénico e se distingue por
apresentar macrofagos fagocitando melanina, também chamados de melanéfagos.
Estes podem ser de dificil diferenciagdo de melandcitos pigmentados, mas
usualmente apresentam melanina mais escassa em seu citoplasma e caracteristicas

distintivas, como vacuolos citoplasmaticos e o nucleo caracteristico dos macréfagos
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(MESSICK, 2009; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002; TYLER; COWELL;
MEINKOTH, 2009).

Uma grande utilidade da citopatologia € a deteccao de metastases pela coleta
de amostra de linfonodos regionais. Nestes sitios, a morfologia celular costuma
concordar com o observado nos tumores primarios, e a presenca de células atipicas
espalhadas ou aglomeradas em pequenos focos em meio as células linfoides sugere
um diagnostico de metastase. A presenca de melanéfagos no linfonodo nao deve ser
considerada diagndstica para melanoma, visto que eles podem estar presentes em
outras lesdes pigmentadas, sendo necessario identificar as células neoplasicas antes
de afirmar um diagndstico. A citologia também pode ser utilizada para a detec¢éo de
metastases em outros o0rgdos e em efusbes cavitarias (HALL et al., 2013; SMITH;
GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

A maior limitacdo da citopatologia para melanomas € gque estas neoplasias
sdo muito heterogéneas e frequentemente pouco diferenciadas, principalmente os
melanomas amelandticos, e suas células frequentemente mimetizam outras
neoplasias. Em tumores orais e de digito, um alto grau de pleomorfismo celular e
nuclear indica o melanoma como um forte diferencial, mas o diagnostico pode ser mais
complicado se a neoplasia surge em sitios anatdbmicos menos comuns. Em
melanomas amelandticos e muito pleomorficos, a citologia frequentemente nédo pode
concluir um diagnéstico mais especifico do que neoplasia indiferenciada, dificultando
a tomada de decisbes mais precocemente (DENICOLA, 2009; JERGENS;
HOSTETTER,; ANDREASEN, 2016; PRZEZDZIECKI; CZOPOWICZ;
SAPIERZYNSKI, 2015; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

Uma ferramenta em potencial para auxiliar em casos mais indiferenciados é
a imunocitoquimica. A marcacdo de laminas citolégicas com anticorpos para
marcadores especificos de melanoma, como o melan-A, associado a anticorpos para
excluir outros tumores, como anti-citoqueratina para tumores epiteliais, pode aumentar
consideravelmente a possibilidade de concordancia com o diagnéstico histopatolégico
e imuno-histoquimico, sendo um método menos invasivo que pode ser realizado antes
do procedimento cirargico. Apesar disso, a imunocitoquimica ndo é comumente
utilizada, sendo mais comum a confirmac¢do de diagndstico pela histopatologia e
imuno-histoquimica (PRZEZDZIECKI; CZOPOWICZ; SAPIERZYNSKI, 2015).
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2.1.4.2 Histopatologia

A histopatologia para melanomas é a ferramenta mais utilizada tanto para o
diagnostico diferencial dos tumores melanociticos benignos e malignos, quanto para
a determinacao de prognostico (FONSECA-ALVES et al., 2021).

Na avaliacdo histomorfologica do melanoma, é possivel observar alguns
tumores restritos a regido submucosa e outros que apresentam crescimento a partir
da submucosa e invadindo a epiderme (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).
As caracteristicas histologicas classicas do melanoma que permitem a sua
identificacdo sdo a presenca de melanina intracitoplasmatica, morfologia celular
altamente variavel dentro da mesma massa tumoral, infiltracdo e crescimento
pagetoide, atividade juncional e a presenca de nucleo com cromatina finamente
granular e nucléolo evidente, central e aumentado, chamado de “olho de coruja”.
(SMEDLEY et al., 2022). Devido ao alto grau de pleomorfismo celular, a morfologia
pode ser bastante variavel, e ha numerosas descricdes de forma e quantidade de
citoplasma, formato e tamanho de nucleo, padrdes de cromatina e quantidade de
nucléolos (ROLIM et al., 2004). Critérios que também precisam ser avaliados por seu
potencial progndéstico sdo o pleomorfismo nuclear, o indice mitético, o grau de
pigmentacdo do tumor, a presenca de invasdo vascular e a presenca de ulceragao
(BERGIN et al., 2011; FONSECA-ALVES et al., 2021).

E possivel classificar os melanomas conforme a sua morfologia celular.
Melanomas de células epitelioides apresentam células mais arredondadas e bem-
definidas, arranjadas em agrupamentos sélidos ou ninhos, com citoplasma abundante,
nacleos grandes e nucléolos proeminentes, frequentemente apresentando
crescimento pagetoide e atividade juncional. Melanomas de células fusiformes
apresentam células em arranjos entrelacados, com nucleos frequentemente maiores
com nucléolos mais proeminentes, e crescimento pagetoide ndo é comumente
observado. Quando sdo observadas caracteristicas de ambos os tipos, o tumor é
classificado como misto. Ndo ha consenso sobre a forma mais comum, mas 0s
melanomas fusiformes sdo mais incomuns do que os epitelioides e os mistos
(RAMOS-VARA et al., 2000; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002)

Ha outras classificacbes morfolégicas dos melanomas, mas estas sao raras
ou restritas a certos sitios anatbmicos. O melanoma de células dendriticas, por

7

exemplo, é restrito a melanomas cutdaneos e frequentemente apresenta
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comportamento benigno. Melanomas de células claras ou balonosas, de células em
anel de sinete ou de morfologia adenoide papilar também ja foram descritos em
pequenos animais (RAMOS-VARA et al., 2000; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS,
2002).

O diagnéstico dos melanomas indiferenciados tende a ser mais complicado,
devido a auséncia de melanina e ao pleomorfismo celular intenso, podendo se
confundir com outras neoplasias mesenquimais, epiteliais e de células redondas
(SMEDLEY et al., 2011). A presenca de epitélio integro na peca submetida para a
histopatologia aumenta as chances de diagndstico, pois ha maior probabilidade de
encontrar achados caracteristicos, como células neoplasicas na juncao entre a derme
e a epiderme e o padrao de crescimento pagetoide. Células infiltrando a epiderme
também tendem a apresentar mais marcadores melanociticos na superficie,
auxiliando no diagnaostico imuno-histoquimico (SMEDLEY et al., 2022).

A histopatologia pode ser realizada dos linfonodos regionais ou de outros
tecidos para a pesquisa de metastases. Em tecidos linfoides, € importante a
diferenciacdo dos melandcitos neoplasicos e dos melanéfagos, vistos com certa
frequéncia em linfonodos submandibulares de cdes com mucosas orais pigmentadas
(SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). A diferenciacdo entre melanéfagos e
melandcitos neoplasicos pode ser dificultada pela abundante melanina citoplasmatica
que impede uma avaliacdo mais detalhada das caracteristicas citoldégicas, mas tanto
0 clareamento quanto o uso pareado de marcadores imuno-histoquimicos para

diferenciar histiécitos e melanécitos podem ser Gteis (PHILIPONE et al., 2007).

2.1.4.3 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica é uma ferramenta que pode auxiliar no diagnostico e na
avaliacdo prognostica de tumores. Em melanomas orais indiferenciados, ela pode ser
necessaria para confirmacdo da origem melanocitica do tumor, auxiliando na
diferenciagcdo entre melanomas amelanaoticos e outros tumores pouco diferenciados
na cavidade oral. Ela também pode ser utilizada para avaliar o grau de proliferacdo e
0 comportamento agressivo do tumor (BERGIN et al., 2011; FONSECA-ALVES et al.,
2021). Existem diversos marcadores que podem ser utilizados para o diagnostico de

melanoma em veterinaria, tais como melan-A, tirosinase, S100 e o PNL-2.
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O marcador melan-A, também chamado de MART-1, € uma proteina
citoplasmatica comumente utilizada para o diagnéstico de melanomas. Ele é
considerado altamente especifico, ausente em até 100% dos tumores nao
melanociticos caninos, e um dos mais sensiveis, presente em 82% dos casos de
melanoma (SMEDLEY et al., 2011). Em humanos, alguns tumores ndo melanicos
raros, como 0s tumores adrenais e das gbnadas, podem expressar melan-A
(WEINSTEIN et al.,, 2014). Melan-A tende a ser mais sensivel na deteccdo do
melanoma primério do que nos metastaticos (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS,
2002).

A tirosinase é uma enzima citoplasmatica que participa na diferenciacéo do
melandcito e é crucial para a sintese de melanina. E considerada uma proteina
bastante especifica, porém de baixa sensibilidade em cdes (SMEDLEY et al., 2011).
Dessa forma, sua maior utilidade seria para diferenciar tumores melanociticos de
sarcomas de tecidos moles pouco diferenciados (SMEDLEY et al., 2022).

As proteinas da familia S100 sao proteinas ligadoras de calcio com fun¢des
diversas nas células, como crescimento, regulacéo do ciclo celular e dos componentes
do citoesqueleto, homeostase do calcio, motilidade e respostas inflamatérias, e ndo é
bem esclarecido se ha uma funcdo especifica na melanogénese. Em humanos, sao
altamente sensiveis (97 a 100%), mas em caes sua sensibilidade € menor, estando
em torno de 80%. Apesar de seu uso, € bastante inespecifica, pois essas proteinas
estdo presentes em células normais, como as células de Schwann, os condrécitos, os
leucdcitos, as células mioepiteliais, os adipdcitos e as células de Langerhans, bem
como em tumores derivados dessas células (BRESNICK; WEBER; ZIMMER, 2015;
GONZALEZ; GARRIE; TURNER, 2020). Para diferenciar tumores melanociticos de
sarcomas de tecidos moles, sua sensibilidade foi de em torno de 20% (SMEDLEY et
al., 2011, 2022).

Um marcador cujo uso tem crescido é o PNL-2. Este anticorpo foi
desenvolvido para a deteccdo de um receptor da somatostatina, porém se detectou
sua capacidade de ligagdo em um antigeno melanocitico cuja estrutura ainda néao foi
elucidada. Em humanos, PNL-2 apresenta uma sensibilidade igual ou maior que a de
melan-A, principalmente para a detec¢cdo de melanomas metastaticos e dos
melanomas bucais que, como ja mencionado, tém grande semelhanca com o0s

melanomas orais caninos. Em cées sua sensibilidade pode chegar a 90% e sua
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especificidade a 100% (RAMOS-VARA et al., 2000; ROCHAIX et al., 2003; SMEDLEY
et al., 2011).

Outros marcadores classicamente utilizados para o diagnostico de
melanomas séo o TRP-1, o TRP-2, o HMB45 e o MiTF. Os marcadores TRP-1 e TRP-
2 sao duas glicoproteinas que participam da melanogénese. Estudos demonstram que
melanomas melanoéticos e amelanoticos podem expressar ambas as proteinas com
maior especificidade do que a proteina S100, atingindo até 100% de especificidade
em alguns estudos, porém com menor sensibilidade (CHOI; KUSEWITT, 2003;
SMEDLEY et al., 2011). HMB-45 é o nome dado ao anticorpo capaz de detectar a
glicoproteina gp100 presente em melanossomos, sendo considerado, de uma maneira
geral, um marcador mais especifico do que sensivel para o diagnéstico de melanomas
(YU et al., 2005). MiTF € mais uma op¢ao de marcador sensivel expresso em células
melanociticas (CAMPAGNE et al., 2013). Estes marcadores ja foram detectados em
melanomas caninos. TRP-1, TRP-2 e HMB-45 apresentaram alta especificidade,
porém alta sensibilidade, enquanto MiTF apresentou alta sensibilidade, porém baixa
especificidade (SMEDLEY et al., 2011).

Numerosos marcadores mais novos vém sendo testados em tumores
melanociticos caninos. O marcador RACK1 apresenta expressdo aumentada em
lesGes melanociticas quando comparadas a melandcitos normais, e seu padrdo de
distribuicdo na célula pode diferenciar lesdes malignas e benignas (CAMPAGNE et
al., 2013). Um estudo in vitro demonstrou aumento da expressdo de COX-2 em
melanomas e isso esta relacionado com a capacidade de proliferacdo, migracéo e
invasdo das células melanociticas (SILVEIRA et al., 2021). Recentemente, foi
confirmada a expresséao dos fatores de crescimento epidermais EGFR, HER2, HER3
e HER4, com indicios do papel de HER4 em vias de proliferacéo e de HER2 em vias
de invasdo (VELOSO et al., 2020). Ainda, foi verificado que a frequéncia de células
expressando galectina-3 intranuclear € menor em tumores mais agressivos do que em
tumores benignos (GARCIA et al., 2020).

Devido a grande heterogeneidade observada em melanomas e a variabilidade
observada entre os resultados de diferentes marcadores, apenas uma marcagao
imuno-histoquimica pode ndo ser util na confirmacéo do diagndstico de melanomas.
Uma solucéo € a associacao de multiplos marcadores. Coquetéis para a deteccao de
melan-A, PNL2 e TRP-1 e 2 estdo disponiveis para uso comercial, aumentando a
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sensibilidade e especifidade em comparacdo com o0 uso de cada marcador
individualmente (SMEDLEY et al., 2022).

2.1.4.4 Outros exames de apoio

N&o sao relatadas anormalidades especificas em exames de sangue, como
hemograma e exames bioquimicos, ou em exames de urina. Quando presentes,
alteracdes inespecificas, como anemia e trombocitopenia, refletem o estado geral do
paciente frente ao quadro sistémico de cancer (CHILDRESS, 2012). Recentemente,
a avaliacado de indices inflamatoérios de pacientes com melanoma demonstrou que a
raz&o proteina-C-reativa: albumina sérica esta correlacionada com um menor tempo
livre de doenca e de sobrevida geral, podendo ser um marcador progndstico util
(GARCIA et al., 2022).

Exames de imagem apresentam grande utilidade na avaliacdo de metastases
para o estadiamento como também para o planejamento cirargico de melanomas.
Radiografias podem ser utilizadas para a avaliagdo de metéstases toracicas e a
ultrassonografia pode ser utilizada para a deteccdo de metastases intra-abdominais.
A tomografia computadorizada e a ressonancia magnética sao consideradas mais
sensiveis, principalmente para a avaliacdo de invasédo de tecidos adjacentes ao tumor
e planejamento cirdrgico (XING et al., 2011).

Apbs a morte do paciente, a necropsia de pacientes pode ser (til para avaliar
a extensdo da doenca metastatica e coletar material de 6rgdos internos para
histopatologia. Da mesma forma que os tumores primarios, neoplasias metastaticas
podem apresentar grande variacdo de tamanho e apresentacdo, com massas bem-
delimitadas e circunscritas a formas nao encapsuladas e infiltrativas. Os tumores
podem ser pigmentados ou ndo pigmentados, a depender da caracteristica do tumor
primario. Os principais sitios de metastase sao os linfonodos regionais e pulmdes,
mas quaisquer 0rgéos viscerais, superficies serosas e mesmo tecidos 0sseos podem
estar acometidos (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

Muitos novos métodos de avaliacdo de melanoma estdo sendo estudados em
oncologia humana. Idealmente, considera-se que essas técnicas devem apresentar
sensibilidade e especificidade alta em comparacdo com os métodos mais comuns,
mas também devem ser mais rapidas e menos invasivas que as biopsias para 0s

pacientes. Um grande interesse existe nas metodologias de diagndstico ndo invasivo,
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como a microscopia confocal de varredura a laser, porém ainda com muitas barreiras
para sua total implementacao em oncologia humana (AHLGRIMM-SIESS et al., 2018).

N&o ha previsdo de implementacdo destes métodos em pacientes veterinarios.

2.1.5 Tratamento

O tratamento considerado padrdo-ouro € a excisdo cirdrgica,
independentemente da forma de melanoma. Como a dispersao intraepitelial e
intradssea é relatada nos melanomas, o recomendado € a resseccdo com margens
amplas, associada a linfadenectomia regional para evitar metastases pela via linfatica.
Na forma oral, pode ser necesséria a mandibulectomia (FONSECA-ALVES et al.,
2021; RAMOS-VARA, 2011). A taxa de recidiva quando é preconizada a excisao total
do tumor € menor que 10%, com uma taxa de sobrevida média de mais de dois anos
em pacientes sem recidiva (TUOHY et al., 2014). A associacao de alguma modalidade
de terapia sistémica é recomendada para minimizar o risco de metastases (NISHIYA
et al., 2016).

A quimioterapia tende a ser ineficaz em aumentar o tempo de sobrevida nos
cdes (NISHIYA et al., 2016). Uma possivel forma de contornar isso € a
eletroquimioterapia, uma modalidade terapéutica crescente em medicina veterinaria.
Ela consiste na aplicacdo de um campo elétrico no tumor para induzir a
permeabilizacdo da membrana celular e aumentar a entrada do quimioterapico nas
células tumorais. Em melanomas orais caninos, bons resultados foram observados,
especialmente em tumores menores que 4,0 cm e sem invaséo 0ssea (TELLADO et
al., 2020).

Apesar de 0 melanoma ser tradicionalmente considerado um tumor resistente
aradiacéo, a radioterapia tem sido associada ao tratamento para melanomas em caes
com utilidade no controle da doenca local e de metastases linfonodais (KHAN et al.,
2011). A associacao da radioterapia com a quimioterapia pode reduzir a progressao
tumoral e aumentar a sobrevida de maneira mais eficaz que a quimioterapia sozinha
(CANCEDDA et al., 2016) e a associacdo com a imunoterapia pode ter como alvo
moléculas que participam das vias de resisténcia tumoral, aumentando a eficacia da
radiacdo (KHAN et al., 2011).

A imunoterapia € uma modalidade de tratamento em crescimento, sendo

testada para diversos tumores, incluindo o melanoma. Essa modalidade de tratamento



35

baseia-se em evidéncias de que o sistema imune poderia modular a progressao e
metastase do melanoma, e 0 uso de vacinas para a inducdo de imunidade contra 0s
tumores é uma estratégia promissora para o tratamento (FONSECA-ALVES et al.,
2021; NISHIYA et al., 2016; TARONE et al., 2022).

Para ativar a imunidade, agentes biolégicos e antigenos tumorais autélogos
podem ser aplicados no ambiente intratumoral (NISHIYA et al., 2016). Uma vacina
antitumoral comercial baseada no uso de DNA humano codificando a tirosinase ja foi
desenvolvida para uso em melanomas caninos, mas sua eficacia € questionada
(OTTNOD et al., 2013; TREGGIARI; GRANT; NORTH, 2016). A vacina de células
dendriticas autdlogas ou heterdlogas esta sendo estudada devido a capacidade das
células dendriticas em apresentarem antigenos tumorais para os linfocitos T e
iniciarem a resposta imune (EREN et al., 2021; TARONE et al., 2022).

Outra estratégia utilizada na imunoterapia é a aplicacdo de citocinas com
potencial anti-tumoral, como a interleucina-2 e os interferons, ou de células capazes
de produzir essas citocinas no sitio tumoral. O uso dessas substancias como
adjuvantes na terapia poderia prolongar a vida de pacientes caninos com doenca
metastatica. Entretanto, elas tém potencial de apresentar alta toxicidade
(BARUTELLO et al., 2018).

Em melanomas humanos, estudam-se hoje os anticorpos inibidores de
checkpoint. As proteinas de checkpoint, com grande enfoque em PD-1, servem como
um mecanismo de evasdo imune quando expressas nas células tumorais. A aplicacao
de anticorpos capazes de diminuir a expressao dessas proteinas pode permitir a
atuacao do sistema imune na eliminacéo das células tumorais, apresentando sucesso
em oncologia humana, inclusive para melanomas (GELLRICH et al., 2020; SAHNI;
VALECHA; SAHNI, 2018). Estudos recentes tém focado em compreender o papel das
proteinas de checkpoint na tumorigénese em medicina veterinaria (CASCIO et al.,
2021). Nao foram conduzidos estudos in vivo para 0s melanomas orais caninos, mas
estudos in vitro sugerem que a inibicado da proteina B7-H3 possa reduzir a proliferacéo
tumoral (TARONE et al., 2019).

Outro campo a ser explorado é o uso de vacinas baseadas em virus
oncoliticos, com a capacidade de infectar e matar as células tumorais durante a sua
replicacdo. Em veterinaria, alguns grupos de estudo tém feito testes em diversos
tumores com resultados mostrando potencial eficacia, incluindo em melanomas
caninos (HWANG et al., 2013, 2016; IGASE et al., 2015, 2019).
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2.1.6 Estadiamento e progndéstico

O sistema de estadiamento de melanomas caninos baseado na Organizacao
Mundial da Saude (OMS) classifica os tumores baseando-se no sistema TNM, ou seja,
em seu tamanho e na presenca de metastases nodais e distantes (BERGMAN, 2007).

O Quadro 01 abaixo resume os critérios do sistema de estadiamento da OMS.

Quadro 01. Estadiamento de melanomas caninos segundo a Organizacdo Mundial da Saude.

Estagio Tamanho (T) Metastase nodal (N) | Metastases distantes (M)
Estagio 1 < 2,0 cm de diametro Ausente (NO) Ausente (M0)
Estagio 2 | 2,0 a 4,0 cm de diametro (T2) Ausente (NO) Ausente (M0)
> 4,0 cm de didmetro (T3) Ausente (NO)

Estagio 3 Ausente (M0)
2,0 a 4,0 cm de diédmetro (T2) Presente (N1)

Estagio 4 Qualquer tamanho Presente ou ausente Presente (M1)

Fonte: Bergman (2007).

O sistema de estadiamento da OMS é considerado como uma base para a
avaliacdo de progndstico e sobrevida dos pacientes caninos, com alguns autores
observando diferenca significativa entre a sobrevida de caes de diferentes estadios.
No entanto, este sistema apresenta as suas limitacdes como, por exemplo, nao
considerar o tamanho relativo entre o tumor e a raca do paciente em questao
(BERGMAN, 2007). Alguns autores propuseram sistemas alternativos de classificagéo
que utilizam a localizacdo do tumor na cavidade oral e seu indice mit6tico no
estadiamento com mais valor prognostico que o estadiamento da OMS. Contudo, este
sistema nao é utilizado em larga escala (HAHN et al., 1994).

O melanoma de uma forma geral é considerado uma neoplasia com
progndéstico desfavoravel. O tempo de sobrevida apds o diagnostico € variavel, mas
tende a ser curto, com uma média relatada de aproximadamente 18 meses para
pacientes em estagio | e de 3 a 6 meses para pacientes em estagios mais avancados
(BERGMAN, 2007; RAMOS-VARA, 2011).
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Muitas caracteristicas do tumor devem ser avaliadas para uma avaliacédo
prognéstica mais correta do melanoma. Em melanomas humanos, a expressao
aumentada de uma série de marcadores imuno-histoquimicos, moleculares e
sorolégicos pode ser correlacionada com um maior tempo de sobrevida (WEINSTEIN
et al., 2014). Em medicina veterinaria, um artigo de revisdo sistematica concluiu que
os fatores com maior correlacdo com o tempo de sobrevida sdo a presenca de
metéstases distantes, a deteccdo de invasdo linfatica na histopatologia, o indice
mitotico e o grau de atipia nuclear, o grau de pigmentacdo, a presenca de ulceracéo,
o nivel de infiltracdo e a expresséao de Ki67 (SMEDLEY et al., 2022).

Caracteristicas macroscopicas do tumor, como o0 seu tamanho, ndo foram
significativamente avaliados na literatura. Apesar de serem considerados de alto valor
prognéstico e serem teoricamente correlacionados com uma menor sobrevida,
resultados conflitantes sé@o reportados (SMEDLEY et al.,, 2022). O tamanho do
paciente ndo é considerado na avaliacdo do tamanho do tumor, o que pode justificar
os resultados destoantes (BERGMAN, 2007).

A localizacdo do melanoma é frequentemente considerada um fator
prognastico, visto que tumores envolvendo a cavidade oral, as jungdes mucocutaneas
e o leito ungueal tendem a ter comportamento maligno e os tumores envolvendo a
pele e o olho tendem a ter comportamento benigno (SMITH; GOLDSCHMIDT,;
MCMANUS, 2002). Este fator ndo deve ser considerado isoladamente, visto que
existem excecdes a regra e outras caracteristicas tém maior importancia diagnostica
(SMEDLEY et al., 2022).

Os progndésticos desfavoraveis associados ao melanoma canino ocorrem pela
alta incidéncia de metastases, relatada em até 74% dos melanomas orais. Locais
comumente afetados incluem os pulmdes e os linfonodos regionais (RAMOS-VARA,
2011). Metastases viscerais tendem a ser associadas com um progndstico
desfavoravel independentemente da localizacdo anatémica (SMEDLEY et al., 2022).
O achado considerado padréo-ouro para determinar malignidade e risco de
metastases € a presenca de invasdo sanguinea ou linfatica na histopatologia (SMITH,;
GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002). Em melanomas humanos, a presenca de
metastases € considerada o fator preditivo mais significante de sobrevida
(WEINSTEIN et al., 2014).

As caracteristicas citomorfolégicas da neoplasia observadas na citologia e na

histopatologia também sao indicadores de malignidade, de um risco aumentado de
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metastases e de menor sobrevida. Um alto grau de anaplasia é esperado em
neoplasias malignas, incluindo cariomegalia, anisocariose, formatos irregulares de
nacleo, hipercromasia, cromatina grosseira, nucléolos evidentes e multiplos e
presenca de mitoses atipicas (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002;
WEINSTEIN et al., 2014). Dentre esses, 0 parametro mais bem correlacionado com o
prognastico é a atipia nuclear na histopatologia. Prognostico desfavoravel € associado
a presenca de mais de 30% de nucleos atipicos em melanomas orais e mais de 20%
em melanomas cuténeos e de digito (SMEDLEY et al., 2022).

E importante avaliar a presenca de pigmentacdo no tumor, mas nunca
isoladamente. Em melanomas orais, a presenca de mais de 50% de células
pigmentadas tende a ser associada com um progndstico mais favoravel do que em
tumores nao pigmentados. Em tumores cutaneos, o alto grau de pigmentag&o e maior
diferenciacéo celular também tendem a ser correlacionados com uma maior sobrevida
(SMEDLEY et al., 2022).

N&o se recomenda considerar a presenca de inflamag&o ou necrose como
fatores determinantes de prognadstico, visto que ndo ha critérios objetivos para a sua
guantificacdo. Entretanto, a presenca de ulceracao é associada a um pior prognostico
nos melanomas cutaneos. Em melanomas orais, esse critério ndo é bem determinado
(SMEDLEY et al., 2022).

A classificacdo histologica e morfoldégica do melanoma é um prognéstico de
dificil avaliagdo em uma populacédo, devido a falta de padronizacéo nos critérios de
avaliacdo (SMEDLEY et al., 2011). Maior risco de metastases ja foi relatado em
tumores classificados como mistos e epitelioides. Maior potencial de malignidade
também foi observado quando séo detectadas células nas camadas mais superficiais
da epiderme (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

O indice mitético avaliado na histologia é um fator bem correlacionado com a
taxa de sobrevida nos melanomas, em especial nos cutadneos e oculares. O indice
mitdtico é considerado como o nimero de mitoses em 10 campos de 400x. indices
mitoticos superiores a 3 mitoses em tumores cutaneos e oculares e superior a 4
mitoses em tumores de mucosa sao correlacionados com tempo de sobrevida mais
curto (SMEDLEY et al., 2011; SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002).

O marcador Ki-67 é expresso em todas as fases do ciclo mitético, mas nao
em células na fase GO, sendo um preditivo de proliferagcdo tumoral. Sua avaliacéo &

considerada um parametro objetivo, sendo recomendada para todas as
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apresentacdes do melanoma, sendo particularmente Gtil em casos nos quais a
histologia € inconclusiva (SMEDLEY et al., 2022). A avaliacdo da expressao de Ki-67
apresenta alta correlagdo com a progressao tumoral e sobrevida dos cdes com
melanoma oral, com a média de células expressando Ki-67 em pacientes sendo em
torno de 4 vezes maior em pacientes com sobrevida menor que um ano. A expressao
do Ki-67 € considerada alta quando esta acima de 15% em 500 células nos
melanomas cutaneos e 19,5% em 500 células nos melanomas orais (BERGIN et al.,
2011; SMEDLEY et al., 2022). Este marcador deve ser avaliado em conjunto com
outros critérios histologicos, como atipias nucleares e indice mitético, ja que uma
minoria de casos falsos-negativos e falsos-positivos podem ser observados quando a

expressao de Ki-67 é avaliada isoladamente (LAPRIE et al., 2001).

2.1.7 Caes como modelos para melanomas em humanos

O interesse no uso de animais de companhia naturalmente afetados por
melanoma em estudos cientificos € crescente devido as consideracdes éticas e as
limitacbes no uso de modelos experimentais de laboratério. Muitas espécies
apresentam risco de melanomas espontaneos, como 0s cées, gatos, equinos e
suinos. Os cées sdo vistos como excelentes objetos de estudo, pois 0 melanoma é
uma neoplasia relativamente comum nessa espécie, com grandes semelhancas com
subtipos incomuns de melanomas humanos (NISHIYA et al., 2016; PROUTEAU;
ANDRE, 2019).

O interesse na oncologia comparativa aumentou depois que o0
sequenciamento do genoma canino demonstrou grande niamero de genes similares
entre as espécies humana e canina, sugerindo que as informac¢des obtidas para uma
pudessem ser aplicadas para a outra (PAOLONI; KHANNA, 2007). Os tumores em
cades e em humanos compartilham caracteristicas como sua biologia, sua aparéncia
histolégica, sua genética e sua resposta ao tratamento. Além disso, ha um maior
interesse dos tutores em terapias avancadas e efetivas em oncologia veterinaria,
impulsionando novos estudos que eventualmente podem ser extrapolados para o
estudo de tumores em humanos (COLOMBE et al., 2022; TARONE et al., 2022).

Os caes séo considerados modelos pré-clinicos melhores do que os roedores,
pois compartilham com os humanos do mesmo ambiente e da exposi¢cdo a agentes

carcinogénicos. Também apresentam tumores espontaneamente, com caracteristicas
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anatdmicas, fisiolégicas e mesmo imunoldgicas semelhantes aos humanos. Uma
particularidade da espécie canina é a diversidade racial, que tem como vantagem
mimetizar a diversidade genética humana (BARUTELLO et al., 2018; PROUTEAU;
ANDRE, 2019).

Em oncologia humana, muitos estudos focam nos melanomas cutaneos, por
serem mais comuns, e menos estudos sado dedicados aos demais subtipos desse
tumor. Contudo, em cdes, o melanoma cutdneo ndo é tdo comum e apresenta
etiopatogenia e comportamento bioldgico diferentes, tendendo a ser benigno e ndo
dependendo de radiacdo UV. Por outro lado, melanomas oral e de leito ungueal
caninos sdo relativamente comuns e compartilham similaridades citologicas,
histomorfoldgica, moleculares e genéticas com os melanomas humanos que surgem
nos mesmos locais (BARUTELLO et al., 2018; PROUTEAU; ANDRE, 2019).

A forma oral € a mais comum dentre os melanomas caninos e diversas
similaridades foram observadas entre eles e melanomas bucais humanos (NISHIYA
et al., 2016). Por exemplo, a mutacdo de BRAF, associada a radiacdo UV, € descrita
nos melanomas cutaneos humanos, mas ndo nos melanomas bucais (EDWARDS et
al., 2004). Esta mutacdo também néo é detectada consistentemente em melanomas
caninos, que nao costumam ser dependentes da exposicao a luz (MOCHIZUKI et al.,
2015). Algumas diferencas ja foram detectadas. As mutacdes em c-kit, por exemplo,
podem ser detectadas em torno de 15% dos melanomas bucais humanos, mas nao
foram observadas em melanomas orais caninos (MURAKAMI et al., 2011).

As outras neoplasias melanociticas de cdes também apresentam semelhancas
com melanomas humanos que surgem nos mesmos sitios. Os melanomas de leito
ungueal sdo a segunda neoplasia mais comum no digito dos cédes e apresentam
comportamento agressivo, similarmente ao melanoma acral humano. Os melanomas
oculares apresentam certas diferencas morfolégicas, sendo mais comum a origem
intraocular em caes e a origem na coroide em humanos, porém o comportamento das
formas malignas é bastante semelhante entre as espécies. Até mesmo os melanomas
cutaneos caninos podem ser considerados bons modelos para as variantes de
melanomas cutdneos humanos néo induzidos por radiacao UV, que possuem um perfil
mutacional distinto do observado nos melanomas UV-dependentes (PROUTEAU;
ANDRE, 2019).

Os céaes sao considerados modelos valiosos para o estudo das variantes de

melanoma ndo dependentes de UV em humanos, espécie onde sdo pouco comuns
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(NISHIYA et al., 2016). O fato de algumas racas apresentarem a predisposicdo ao
desenvolvimento dessa neoplasia pode demonstrar um fundo genético em sua
etiologia, e o perfil de mutagdes detectado em cées pode direcionar os futuros estudos
em melanomas humanos. Além disso, a menor expectativa de vida dos cédes permite
a avaliacao dos resultados em menor prazo do que em estudos populacionais com
humanos (PROUTEAU; ANDRE, 2019).

Pesquisadores médicos e meédicos veterinarios concentram esforgos nas
pesquisas com melanoma devido a sua grande importancia em ambas as areas, e
diversas revisfes sdo publicadas reunindo os avan¢cos mais recentes sobre o assunto
(FONSECA-ALVES et al.,, 2021; NAIK, 2021; SMEDLEY et al., 2022; TYRRELL;
PAYNE, 2018). O desenvolvimento de melhores métodos diagndsticos e tratamentos
mais efetivos é desejavel para ambas as espécies, devido a alta resisténcia aos
tratamentos convencionais e a seu prognostico desfavoravel. Estudos realizados na
espécie canina podem levar a um grande beneficio para pacientes humanos
acometidos pelas variantes pouco comuns do melanoma e vice-versa, pois devido a
suas semelhancas, técnicas diagndsticas e terapias desenvolvidas e validadas para
uma espécie provavelmente poderao ser utilizadas com boas expectativas de sucesso
para a outra (BARUTELLO etal., 2018; COLOMBE et al., 2022; TARONE et al., 2022).

2.2 BIOPSIA LIQUIDA

2.2.1 Conceitos

Com o profundo impacto social e econdmico do céncer, ha crescente
interesse em desenvolver técnicas para o seu diagnéstico precoce e 0 monitoramento
continuo de sua evolucao visando garantir o melhor prognéstico aos pacientes (“The
global challenge of cancer,” 2020). Grande enfoque tem sido dado a medicina de
precisdo, com a caracterizacdo molecular dos tumores sendo utilizada para
determinar tratamentos especificos e adaptados a cada caso (CHIBUK et al., 2021;
KRZYSZCZYK et al., 2018). Por tais motivos, observa-se um crescente interesse da
comunidade cientifica na bidpsia liquida.

A bibpsia liquida € definida como qualquer teste realizado em uma amostra
de sangue para detectar CTCs ou ctDNA, e ela pode ser usada para detecc¢ao precoce

de neoplasias, planejamento e monitoracdo de tratamento e acompanhamento da
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evolucdo do cancer pela avaliacdo seriada de multiplas amostras (NATIONAL
CANCER INSTITUTE, 2014). Apesar dessa definicdo, deve-se considerar que o termo
“biopsia liquida” atualmente é mais abrangente. Os analitos circulantes podem
englobar, além das CTCs e do ctDNA, as vesiculas extracelulares (EVs), 0 RNA
circulante, as plaquetas educadas por tumores (TEPS) e uma série de proteinas e
metabolitos (HEITZER et al., 2019; IGNATIADIS; SLEDGE; JEFFREY, 2021). Além
disso, a bidpsia liquida pode ser realizada de quaisquer outros liquidos corporais além
do sangue, como urina, efusdes cavitarias, liquor, saliva, suco gastrico, bile e até
mesmo nas fezes, e a presenca dos biomarcadores tem correlacdo com o sitio
acometido pelo tumor (FLEISCHHACKER; SCHMIDT, 2007; IGNATIADIS; SLEDGE;
JEFFREY, 2021).

O interesse da comunidade cientifica em biépsia liquida pode ser observado
pelo crescente numero de estudos publicados em bases de dados envolvendo biopsia
liquida e termos relacionados (DOMINGUEZ-VIGIL et al., 2018; MARTINS et al.,
2021). Muitos destes estudos buscam comprovar as potenciais aplicabilidades
diagnosticas e prognosticas da biopsia liquida, tais como: distinguir pacientes
oncologicos e saudaveis pela presenca de biomarcadores tumorais circulantes;
caracterizar o perfil tumoral e sua heterogeneidade pela deteccdo de alteracoes
ausentes no tumor primario, mas presentes nos biomarcadores circulantes; detectar
marcadores moleculares e proteinas tumorais para prever a resposta a imunoterapia;
e acompanhar a resposta ao tratamento e da evolugdo do tratamento pela
quantificacdo dos biomarcadores, entre outros (MARTINS et al., 2021; WANG et al.,
2017).

Apesar dos bons resultados, ainda ha muitos desafios para a implementacéo
em larga escala de bidpsia liquida. Os métodos ainda sdo pouco disponiveis e
precisam de alta sensibilidade e especificidade, devido a baixa quantidade e curta
meia-vida dos biomarcadores na circulagdo. H4 uma grande variedade de
metodologias e a falta de padronizacao de técnicas, dificultando a comparacgao entre
os resultados encontrados nos diferentes estudos. Por fim, ainda ha caréncia de
estudos de larga escala que confirmem a sua aplicabilidade no ambiente clinico (ALIX-
PANABIERES, 2020; IGNATIADIS; SLEDGE; JEFFREY, 2021; ROSSI; IGNATIADIS,
2019).

Em medicina veterinaria, 0 cenario € mais escasso. Pesquisas estao sendo

realizadas e vém demonstrando resultados promissores (CHIBUK et al.,, 2021,
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COLOMBE et al., 2022). Entretanto, a necessidade de adaptacdo de metodologias,
sua comprovacado em estudos em larga escala, o custo-beneficio das técnicas e a
necessidade de um processo de extensa educacdo dos veterinarios a respeito das
reais aplicacdes da bidpsia liquida sdo obsticulos a serem superados para a sua
aplicacao (CHIBUK et al., 2021)

Nas proximas secdes, serdo abordadas as utilidades em potencial da bidpsia
liquida, as diferentes metodologias existentes, os desafios observados e um
panorama atual da aplicabilidade da biépsia liquida em medicina e medicina

veterinaria.

2.2.2 Biopsia liguida e bigpsia tecidual convencional

O primeiro passo para compreensdo da bidpsia liquida é a sua comparacéo
com a bidpsia tecidual convencional. Atualmente, a bidpsia tecidual € o padrdo-ouro
para diagndstico de neoplasias. Além disso, a excisdo completa do tumor é desejavel
por servir tanto para diagndstico quanto para o tratamento inicial (DOMINGUEZ-VIGIL
et al., 2018; STROMBERG; MEUTEN, 2017). Quando comparada a outros métodos
diagnésticos para a deteccdo de malignidade em tumores de partes moles, sua
sensibilidade pode chegar até 100% contra 75,4% e 80,7% para a bidpsia incisional e
a puncdao aspirativa por agulha fina, respectivamente. Para o diagndstico preciso de
grau e subtipo, chega a 100% contra 33,3% e 45,6% (KASRAEIAN et al., 2010).

Mesmo sendo o padrdo-ouro, a biopsia tecidual convencional apresenta suas
limitacdes. Por se tratar de um procedimento cirirgico, pode ser invasivo e delicado
para pacientes oncoldgicos, que muitas vezes ja estdo debilitados. Em casos de
tumores metastéaticos, multiplas cirurgias sao necessarias para a coleta e a avaliagao
de todas as massas, aumentando o0 custo e o risco ao qual o paciente € submetido.
Além disso, alguns tumores sdo de dificil acesso, sendo necessario avaliar o custo-
beneficio de uma cirurgia nesses casos (CREE, 2015; DOMINGUEZ-VIGIL et al.,
2018; WANG et al., 2017).

Outra limitagcdo importante é que a amostra obtida em uma bidpsia excisional
é considerada estatica, limitada ao momento de exciséo e ao sitio de onde foi obtida.
Contudo, o cancer € uma doenca sisttmica e em continua transformacdo. A
heterogeneidade entre os tumores primarios e metastaticos ja foi estabelecida, e os

clones que surgem apdés a excisdo do tumor inicial podem apresentar comportamento
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biolégico diferente do original (CREE, 2015; DOMINGUEZ-VIGIL et al., 2018). Com o
crescente reconhecimento que dois tumores da mesma origem podem nao ser
exatamente iguais e podem responder diferentemente a tratamentos gerais, apenas a
classificacdo histologica obtida na biopsia tecidual ndo é vista como suficiente para a
medicina de precisdo (BURNEY; LAKHTAKIA, 2017; KRZYSZCZYK et al., 2018).

A biopsia liquida surge como uma excelente ferramenta complementar para
suprir as limitacdes da bidpsia tecidual. Para o paciente, representa uma técnica nao
invasiva, com coleta de baixo custo, j& que é necesséria apenas uma amostra de
sangue, e com risco minimo de complicacdes. Para os oncologistas, representa uma
alternativa diagnodstica para se obter informacdes de tumores inacessiveis, avaliar a
heterogeneidade e a progressdo tumoral, selecionar o tratamento mais adequado
conforme os marcadores encontrados e monitorar em tempo real a resposta dos
pacientes (DOMINGUEZ-VIGIL et al., 2018; MARTINS et al., 2021; WANG et al.,
2017).

A comunidade cientifica concorda que, atualmente, ndo ha indicios que
apontem a substituicAo da bidpsia tecidual pela biépsia liquida. No entanto, a
importancia da biopsia liquida para os pacientes deve ser reconhecida e esforcos
devem ser feitos para que a técnica seja aperfeicoada e difundida, e assim tanto os
pacientes quanto os profissionais de salde possam se beneficiar de suas aplicacdes
(ALIX-PANABIERES, 2020; DOMINGUEZ-VIGIL et al., 2018).

O quadro 02 a seguir compara a bidpsia tecidual com a bidpsia liquida e

resume as vantagens e desvantagens de cada uma.
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Quadro 02. Utilidades e limitacdes da bidpsia tecidual e da biopsia liquida.

Técnica Utilidades Limitacbes
e Padrdo-ouro para  diagndstico de Requer  procedimento  cirGrgico
neoplasias; invasivo, com riscos para o paciente;
g e Util para classificacdo morfologica e Muiltiplas biépsias aumentam o custo
'g graduacéo histoldgica da lesao; e risco para o paciente;
.% e Quando excisional, também ¢é til como Invidvel para tumores em locais
5 tratamento; inacessiveis;
© ¢ Avaliacdo imuno-histoquimica e Amostra  estatica referente  ao
caracterizagdo do tumor solido. momento e sitio de coleta.
e Coleta rapida, ndo invasiva, barata e Necessidade de mais estudos em
indolor para o paciente; larga escala;
¢ Avaliagdo em tempo real da evolug¢éo do Grande variabilidade de
tumor; metodologias e falta de padronizagéo
e Permite multiplas coletas; entre métodos;
« e Fornece informacBes de  tumores Biomarcadores raros e de dificil
'-c% inacessiveis; detec¢cdo na circulagdo, precisando
i e Determinag&o de tratamento personalizado de grande volume de sangue e de
§ e avaliagdo da resposta a terapia; técnicas avancadas e validadas;
@ e Avaliacdo de doenca residual minima e Os resultados ndo devem ser
tempo de remisséao; interpretados da mesma forma entre
e Avaliacdo da heterogeneidade tumoral, por diferentes tumores;
fornecer biomarcadores de multiplos sitios. Tendem a ser mais Uteis em estagios
mais avancados do que em estagios
precoces.

Fonte: O autor

2.2.3 Biomarcadores para biopsia liquida

Diversos analitos podem ser pesquisados para a realiza¢ao de biopsia liquida.

7

O analito mais comumente estudado é o ctDNA, seguido pelas CTCs. Hoje, no

entanto, ha numerosos estudos envolvendo outros analitos, como as EVs, o RNA

tumoral circulante, as TEPS, proteinas e metabdlitos tumorais (HEITZER et al., 2019;
IGNATIADIS; SLEDGE; JEFFREY, 2021).

O quadro 03 a seguir resume as principais vantagens e desvantagens de cada

biomarcador de biopsia liquida. Os biomarcadores serdo abordados em mais detalhes

nas secoes a seguir.
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Quadro 03. Utilidades e limitacdes dos principais marcadores de hiépsia liquida.

transcriptdmicos e protedmicos.

Técnica Utilidades Limitacdes
e Tecnologias bem validadas e com Baixas  concentracdes no  sangue,
facil reprodutibilidade; especialmente em fase precoce;
I e Correlacdo com o perfil mutacional Algumas muta¢Bes detectadas podem néo
% e heterogeneidade tumoral; ser relevantes por estarem em regifes
§ e Deteccdo de mutacdes pode ser intrdnicas ou nao alterarem as proteinas;
; utilizada na predicédo de resisténcia; Ndo permitem  estudos funcionais,
% e Grande foco de estudos em larga morfologicos, transcriptdmicos e
escala para sua validagdo em protedmicos.
ambiente clinico.
e Tecnologias bem validadas e com Baixas  concentracfes no  sangue,
m facil reprodutibilidade; especialmente em fase precoce;
'g " e Correlacdo com o perfil mutacional Alta fragilidade na circulagéo;
g % e heterogeneidade tumoral; Alta heterogeneidade pode levar a falsos
E § e Permitem ensaios funcionais, negativos;
% O morfolégicos, gendmicos, Técnicas especializadas e de alto custo;
@)

Falta de protocolos padronizados dificulta a

avaliagdo dos resultados.

Vesiculas
extracelulares

Abundantes na circulacao;
Fornece grande quantidade de
RNA; integro e proteinas para

analise.

Tecnologias em estagio muito inicial;
Técnicas especializadas e de alto custo;

Dificil purifica¢@o das vesiculas.

Abundantes na circulacao;

Tecnologias em estagio muito inicial;

utilizados em contexto clinico.

g % 2 e Fornece grande quantidade de Necessario identificar os perfis do cancer e
%’_ % g RNA integro e proteinas para das demais doencas;
g § 2| analise; Falta de protocolos padronizados dificulta a
® o Facil isolamento. avaliacao dos resultados.
e Tecnologias bem validadas e com Baixas concentra¢gfes no sangue;
§ facil reprodutibilidade Alta instabilidade na circulacao;
% ¢ Avaliacdo do perfil transcriptdmico Falta de protocolos padronizados dificulta a
<z( pode fornecer informagbes mais avaliagdo dos resultados.
« relevantes do que o ctDNA.
e Tecnologias bem validadas e com Mais baixa sensibilidade e especificidade
o facil reprodutibilidade; entre os marcadores estudados;
‘;53 ¢ Abundantes na circulacéo; Ensaios em larga escala podem ser dificeis
09_ e Marcadores classicamente com as tecnologias disponiveis.

Fonte: O autor
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2.2.3.1 DNA tumoral circulante

A presenca de DNA livre circulante (cfDNA) no plasma é esperada em
pacientes saudaveis. O cfDNA no plasma deriva principalmente de células apoptoéticas
no corpo, predominantemente de leucocitos (PANTEL; ALIX-PANABIERES, 2019).
Apesar de o cfDNA ser estavel em circulacéo, sua meia-vida é relativamente curta, de
aproximadamente 2 horas, tendo excrecdo renal e hepética (HAN; WANG; SUN,
2017) O aumento da quantidade de cfDNA pode ser observado em uma série de
condicBes patolégicas e nado patologicas, como exercicio, inflamacgéo, traumas,
procedimentos cirargicos e em diversas neoplasias (FLEISCHHACKER; SCHMIDT,
2007).

Em pacientes oncoldgicos, o ctDNA corresponde a uma fragdo do cfDNA. Esta
guantidade é variavel, dependendo de fatores como carga tumoral, vascularizacdo do
tumor, sua taxa apoptética e extensdo de necrose. Usualmente é escassa,
correspondendo a aproximadamente 0,01% ou menos dos alelos circulantes,
principalmente na fase mais inicial da doenca (IGNATIADIS; LEE; JEFFREY, 2015;
PANTEL; ALIX-PANABIERES, 2019). Por derivarem primariamente de morte celular
programada, os fragmentos de ctDNA costumam apresentar um tamanho
relativamente estavel, em torno de 180 bp (HEIDRICH et al., 2021). Pelo processo de
fragmentacao, o ctDNA tende a ser menor que o DNA livre ndo tumoral, mas em
alguns casos podem ser detectadas sequéncias mais longas, com mais de 1 kbp, que
seriam derivadas de necrose e liberacdo direta do DNA na circulacdo sem a
fragmentacao (BARDELLI; PANTEL, 2017; HAN; WANG; SUN, 2017; JIANG; LO,
2016; MARTINS et al., 2021).

O ctDNA é o analito mais estudado na bidpsia liquida, com numerosos
estudos voltados a sua quantificacdo e caracterizacdo. A quantidade de DNA
circulante total tende a se correlacionar com a carga tumoral, porém apenas a
guantificacdo ndo € um parametro sensivel, jA que apenas uma pequena fracdo do
cfDNA corresponde ao ctDNA (BRAIG et al., 2019; FLEISCHHACKER; SCHMIDT,
2007; MARTINS et al., 2021). Assim, o principio mais interessante do ctDNA como um
analito é a deteccdo e caracterizacdo das mutacdes e defeitos genéticos que eles
preservam das células tumorais (BARDELLI; PANTEL, 2017).

Duas estratégias principais podem ser utilizadas para o enriquecimento e

analise do ctDNA. A primeira se baseia no uso de técnicas para a deteccdo de
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mutacdes-alvo previamente conhecidas, que podem ser escolhidas a partir de um
painel de mutacées comuns ao tumor em questdo ou pela analise gendmica prévia de
fragmentos do tumor primario. A segunda se caracteriza pelo sequenciamento em
larga escala do ctDNA, sem a necessidade de conhecimento prévio das mutacdes
(HAN; WANG; SUN, 2017; PANTEL; ALIX-PANABIERES, 2019; SIRAVEGNA et al.,
2017).

Dentre as técnicas voltadas para deteccdo de mutacdes-alvo, as primeiras
metodologias utilizadas baseiam-se na PCR digital, onde h&a a compartimentalizacao
da reacdo de PCR, permitindo a amplificacdo e deteccao de até uma coOpia do gene
alvo. Outra técnica bastante difundida € o BEAMing, abreviacdo de beads,
emulsification, amplification and magnetics, em que a PCR digital € associada a
citometria de fluxo por meio do uso de microesferas magnéticas ligadas a sondas
fluorescentes para a deteccao das copias amplificadas dos genes (DENIS et al., 2017,
O’LEARY et al., 2019). Mais recentemente, foram desenvolvidas diversas técnicas
baseadas em sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés new generation
sequencing) utilizando os painéis de mutacfes-alvo, permitindo que se atinjam
sensibilidades altissimas na deteccdo de mutacfes (GALE et al., 2018; PHALLEN et
al., 2017).

Quando é feito o sequenciamento sem conhecimento prévio de mutacdes
presentes na amostra, o0 NGS € aplicado no sequenciamento de todo o0 genoma ou o
exoma. Os resultados entdo sdo comparados a um banco de dados de pacientes
normais ou ao DNA obtido de células sométicas do proprio paciente para a deteccao
das sequéncias mutadas (HAN; WANG; SUN, 2017; SIRAVEGNA et al., 2017). Esta
analise € mais ampla e permite a deteccao de copias aberrantes dos cromossomos,
assim como a deteccdo de alteracdes epigenéticas, como os padrbes de metilacdo
tumorais (LI et al., 2017; PENEDER et al., 2021; SONG et al., 2017a).

Cada uma destas metodologias apresenta suas vantagens e desvantagens
especificas. A deteccdo voltada para mutagOes-alvo conhecidas apresenta alta
sensibilidade, podendo detectar o ctDNA em concentragdes inferiores a 0,01% do
cfDNA, porém para a sua realiza¢do € necessario conhecer previamente as mutacoes
presentes ou esperadas para o tumor em questdo. Ja, o sequenciamento do genoma
completo pode ser utilizado para investigar novas mutagdes, 0 que consequentemente
pode levar a descoberta de novos alvos terapéuticos e genes relacionados a

resisténcia em células que sobrevivem ao tratamento. Todavia, esta metodologia é



49

mais cara, demorada, trabalhosa e, principalmente, ttm uma menor sensibilidade,
somente detectando mutacOes presentes em pelo menos 1% dos alelos. Por sua
menor sensibilidade, também necessitam de maior volume de sangue, 0 que muitas
vezes ndo é viavel para pacientes oncolégicos. Os meétodos sdo vistos como
complementares e podem ser utilizados em conjunto (HAN; WANG; SUN, 2017;
PANTEL; ALIX-PANABIERES, 2019; SIRAVEGNA et al., 2017).

Numerosos estudos ja foram realizados para avaliar a utilidade clinica do
ctDNA. A presenca de mutacdes e alteracbes epigenéticas tende a ser altamente
concordante com as observadas no tumor primario em uma grande variedade de
tumores humanos (BALAJI et al., 2018; BERNARD et al., 2019; KODAHL et al., 2018).
Portanto, a analise do ctDNA poderia ser (til para a avaliagdo do perfil mutacional em
tumores onde a bidpsia tecidual ndo pode ser realizada (BALAJI et al., 2018;
MARTINS et al.,, 2021). Quando o paciente ja tem metastases, o ctDNA reflete
amplamente a heterogeneidade tumoral por se originar de multiplos focos tumorais.
Isso permite a avaliacao do perfil mutacional sem a necessidade de multiplas biépsias
e a deteccdo de mutacBes somaticas que podem nao estar presentes no foco primario
(HEITZER et al., 2019).

O ctDNA também tem suas limitacdes. A quantidade de ctDNA circulante pode
variar conforme o estagio da doenca, sendo menos numeroso na fase inicial, portanto
sendo limitado para a deteccao precoce de cancer. Também ha variacdo com o tipo
tumoral, visto que cada tumor libera o ctDNA em quantidades diferentes na circulagéo.
Além disso, por se encontrar diluido do cfDNA, os métodos precisam de uma
sensibilidade muito alta, principalmente para detectar mutacdes mais raras ou que
estejam presentes em uma pequena quantidade de células (BALAJI et al., 2018;
SCHWAEDERLE et al., 2016).

Numerosos testes para a andlise de ctDNA foram aprovados pela agéncia
americana Food and Drug Administration (FDA) para utilizagdo comercial. O primeiro
destes a ser autorizado foi para a detec¢ao da mutagcéo do gene EGFR em carcinomas
pulmonares de pequenas células, inicialmente utilizado em amostras tumorais
parafinadas, mas adaptado para o uso em amostras de sangue (FDA, 2016). Desde
entdo, diversos outros testes foram aprovados para a deteccdo de mutagbes e
rearranjos em outros tipos tumorais, com o objetivo principal de personalizar e

direcionar o tratamento conforme as alteragbes encontradas (FDA, 2020).
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2.2.3.2 Células tumorais circulantes

No processo de desenvolvimento de metastases, uma série de eventos
complexos precisa ocorrer até que o tumor colonize um sitio distante e se desenvolva,
e a migracdo de CTCs é uma etapa fundamental (PANTEL; SPEICHER, 2016). A
primeira identificacdo de CTCs foi feita por Ashworth! (1869 apud MOHAN; CHEMI;
BRADY, 2017) no século XIX, quando células semelhantes as do cancer foram
observadas na circulagdo sanguinea, e a partir de entdo esse processo foi proposto
como parte do processo de disseminacgao do cancer.

As CTCs podem ser detectadas em diferentes estagios da doenca e em
diversas neoplasias (ALIX-PANABIERES; PANTEL, 2016; MARTINS et al., 2021).
Esses biomarcadores sédo considerados altamente especificas, ndo sendo esperados
em pacientes sem tumores malignos. Por seu papel na cascata metastatica, sdo os
anicos biomarcadores de biépsia liquida até entdo com possivel potencial preditivo
para o desenvolvimento de metastases (JEONG et al., 2018; ZHOU et al., 2017).

O entendimento convencional do que constitui uma CTC é uma célula positiva
para algum marcador histoquimico que confirme sua origem tumoral, negativo para
CD45 e com a morfologia distinta na circulacdo (LUSTBERG et al., 2014). As CTCs
caracterizam-se por serem bastante raras na circulacdo, liberadas em quantidades
menores que 10 CTCs/mL de sangue, por vezes tao baixas quanto 1 CTC/mL, assim
como por sua meia-vida bastante curta, de poucas horas na circulagdo, impondo
desafios técnicos para a sua deteccdo (CHEN; BODE; DONG, 2017).

Por serem raras na circulacao, o isolamento das CTCs depende de uma etapa
inicial de enriguecimento para aumentar a sua concentracdo na amostra. O
enriquecimento pode ser positivo, focando em selecionar as CTCs, ou negativo,
focando em eliminar as demais células. Os métodos de enriquecimento se dividem
em métodos imunolégicos, baseados em afinidade a anticorpos seletivos, ou em
meétodos fisicos, baseados em caracteristicas fisicas que diferem as CTCs dos
leucocitos, como tamanho, deformabilidade, densidade ou carga elétrica (ALIX-
PANABIERES; PANTEL, 2016).

Os meétodos de selegcdo imunolégica utilizam anticorpos que detectam

proteinas-alvo expressas na superficie das células e permitem a sua separagao (ALIX-

1 ASHWORTH, T.R. A Case of Cancer in Which Cells Similar to Those in the Tumours Were Seen in
the Blood after Death. The Medical Journal of Australia. v. 14, 146-147, 1869.
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PANABIERES; PANTEL, 2016; ZHOU et al., 2017). Métodos de sele¢édo podem ser
positivos, ou seja, as células isoladas sdo aquelas que possuem o marcador-alvo, ou
negativos, ou seja, as células que possuem o marcador-alvo sdo eliminadas da
amostra (LI et al., 2020).

Os métodos de selecdo imunoldgica positivos tendem a ser mais amplamente
utilizados, ja que o primeiro e até entdo Uunico método aprovado pela FDA para o
isolamento de CTCs, o método CellSearch® (Janssen Diagnostics, Bélgica), baseia-
se nessa metodologia. Este método realiza a separacdo imunomagnética das CTCs,
utilizando anticorpos contra o marcador EpCAM, presente em células epiteliais,
conjugados a microesferas magnéticas. Quando aplicado um campo eletromagnético,
as CTCs ligadas aos anticorpos séo separadas da amostra e, em seguida, submetidas
a marcacao imunocitoquimica para a confirmacdo da presenca das citoqueratinas e
da auséncia do CD45 leucocitario (CRISTOFANILLI et al., 2004).

O CellSearch® foi aprovado para o uso nos carcinomas mamarios, de préstata
e colorretais, porém multiplos estudos ja confirmaram sua capacidade de detec¢éo de
CTCs em diversos outros carcinomas (SWENNENHUIS et al., 2016). Esse método
nao € adequado para tumores mesenquimais, pois estes ndo expressam EpCAM
naturalmente. Uma adaptacdo do método permitiu a deteccdo do marcador CD146,
gue esta presente em melanomas (KHOJA et al., 2015; RAO et al., 2011).

Muitas limitacbes para o CellSearch® sdo relatadas. O principal
questionamento é sua sensibilidade para a deteccao de todas as subpopulacdes de
CTCs, visto que essas células sdo sabidamente heterogéneas e, mesmo em
carcinomas, podem deixar de expressar EpCAM durante o processo de transicéo
epitélio-mesenquimal na cascata metastatica. Ainda, este método ndo mantém as
células viaveis, 0 que ndo permite sua aplicacdo em estudos envolvendo cultura
celular (ALLARD et al., 2004; ANDREE; VAN DALUM; TERSTAPPEN, 2016; LI et al.,
2020).

Outros métodos baseados em selecdo magnética foram desenvolvidos
buscando superar as limitacdes do CellSearch®. A metodologia MagSweeper utiliza
um bastao recoberto de anticorpos para misturar a amostra de sangue e capturar as
CTCs, apresentando uma sensibilidade maior e mantendo a viabilidade celular
(POWELL etal., 2012; TALASAZ et al., 2009). O AdnaTest (QIAGEN, Alemanha), usa
multiplos anticorpos além do anti-EpCAM e associa a PCR digital para a ampla
deteccdo de marcadores tumorais (ANDREOPOULOU et al., 2011). Um método para
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a captura in vivo de CTCs se baseia na introducédo de um fio recoberto de anticorpos
Nnos vasos sanguineos do paciente, permitindo a analise de um volume maior de
sangue rapidamente (SAUCEDO-ZENI et al., 2012; VERMESH et al., 2018).

A selecao positiva também pode ser realizada por métodos ndo magnéticos.
Neste caso, as amostras sdo submetidas a um fluxo laminar e passam por dispositivos
gue associam a captura com base no comportamento hidrodinamico das CTCs e a
presenca de anticorpos. O método CTC-chip foi o primeiro a se utilizar da estrutura do
proprio dispositivo, contendo micropostes recobertos com anticorpos anti-EpCAM
(NAGRATH et al., 2007). Ja, a metodologia IsoFlux (Fluxion Biosciences, EUA) se
utiliza de microesferas recobertas de anticorpos que permitem a deteccdo de um ou
mais antigenos tumorais para uso em ensaios moleculares (HARB et al., 2013). Os
dispositivos mais recentemente desenvolvidos utilizam nanotecnologia em sua
composicao para uma captura mais sensivel das células (LOEIAN et al., 2019). Estes
métodos vém apresentando bons resultados em diversas neoplasias (LI et al., 2020).

As limitagcbes dos dispositivos microfluidicos estdo relacionadas com o0s
custos de producgédo, com a velocidade de enriqguecimento, com a identificagdo das
CTCs e com a recuperacao delas para outros ensaios. Quanto mais rapido o fluxo
sobre a amostra, menor a eficiéncia de captura, logo se estima um tempo para analise
de 1 hora para cada mL de amostra, tornando o processo lento. A remocao das células
do dispositivo para ensaios genbmicos é dificultada pela propria estrutura do
dispositivo, e os dispositivos que usam analise por imagens sem remocao das células
precisam de equipamento especializado. Por estes motivos, a sua aplicabilidade
clinica ainda é limitada (LI et al., 2020; LOEIAN et al., 2019).

As CTCs também podem ser negativamente selecionadas, ou seja, pela
captura e eliminacéo das células sanguineas tipicas. Neste caso, usualmente utiliza-
se a selecdo imunomagnética com anticorpos contra o marcador CD45 (YANG et al.,
2009), a centrifugacéo por gradiente de densidade (GUO et al., 2018) ou mesmo o
CTC-Chip (BURR et al., 2022). As desvantagens desse método incluem a possivel
selecdo de células circulantes ndo tumorais e que nao expressam CD45, como
fibroblastos ou células endoteliais descamadas, e a possivel perda de CTCs em
microémbolos contendo leucécitos (LI et al., 2020; YANG et al., 2009). A associacao
da metodologia de hibridacdo € uma solucao, pois permite a exclusdo das células nao
tumorais diploides e a caracterizacdo gendmica das CTCs apresentando aneuploidias,
aumentando a sua especificidade (LIN, 2015; LIN et al., 2017).
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A sensibilidade ndo s6 do CellSearch®, mas de todos os métodos
imunologicos, € questionada, visto que as CTCs sédo sabidamente heterogéneas e
muitas podem ndo expressar 0s anticorpos-alvo, sendo perdidas na analise. Os
métodos baseados em propriedades fisicas podem ser uma solucdo. As células
tumorais possuem diversas caracteristicas fisicas que as diferenciam dos leucdcitos.
Elas tendem a ser maiores, possuindo uma meédia de tamanho de 15,6 um em
comparacdo com o0s leucécitos que costumam chegar a um maximo de 15 um.
Também possuem uma relacdo nudcleo: citoplasma mais alta do que os maiores
leucdcitos e tendem a ter diferentes densidades (DOLFI et al., 2013; LI et al., 2020).

Os métodos que permitem a separacao das células circulantes com base nas
suas propriedades fisicas, como densidade, tamanho e maleabilidade, carga elétrica
ou comportamento hidrodindmico, podem ser utilizados para a bidpsia liquida
independentemente de anticorpos. Muitos desses métodos mantém as células
intactas e viaveis, permitindo seu uso em estudos funcionais (LI et al., 2020). Estudos
comparando metodologias sugerem que as baseadas em caracteristicas fisicas
tendem a detectar maiores quantidades de CTCs quando comparados ao CellSearch®
(CHINEN et al., 2013, 2014; SONG et al., 2017b; SWENNENHUIS et al., 2016)

Um dos métodos de enriquecimento mais simples e rapido é a centrifugacéo
em um meio gradiente de densidade, que permite a separacéo dos tipos celulares em
camadas isoladas. Neste método, as CTCs sdo isoladas com as células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Ha diversos meios disponiveis
comercialmente, cada um com suas particularidades, dentre os quais o Ficoll®-Paque
(GE Healthcare, EUA) é o mais simples (LI et al., 2020). O meio OncoQuick (Greiner
Bio-One, Alemanha) foi criado pensando na bidpsia liquida, pois possui uma
membrana permeével que permite uma menor retengdo dos PBMCs, isolando as
CTCs de maneira mais eficaz. Dessa forma, o Ficoll®-paque e o OncoQuick
apresentam uma sensibilidade semelhante para a deteccdo de CTCs, porém o
OncoQuick se torna mais especifico ao diminuir a quantidade de leucaocitos tipicos
remanescentes na amostra (GERTLER et al., 2003; ROSENBERG et al., 2002).

Outro método fisico € a microfiltragdo do sangue. O método mais tradicional
de microfiltracdo é denominado Isolation by SizE of Tumor cells (ISET) (Rarecells
Diagnostics, Franga). Nesta metodologia, o sangue é hemolisado e filtrado por uma
membrana de policarbonato calibrada com poros de 8 uM de diametro que retém as

CTCs e permitem a passagem dos leucécitos e demais restos celulares. As CTCs
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entdo podem identificadas apds coloracdo da membrana ou imunocitoquimica (VONA
et al., 2000). Novas adaptacBes da metodologia permitiram a melhora no processo de
filtracdo como, por exemplo, pelo emprego de uma membrana tridimensional que
minimiza o0 estresse e aumenta a viabilidade celular (ZHENG et al., 2011). A
sensibilidade de recuperacéo in vitro relatada com o uso da microfiltracado pode chegar
a 90% (DESITTER et al., 2011).

A separacdo das células ndo s6 pelo seu tamanho, mas também por sua
deformabilidade, pode permitir um melhor isolamento das CTCs que, em geral, s&o
menos deforméaveis do que as células sanguineas, portanto tendem a passar mais
lentamente em dispositivos microfluidicos (BAGNALL et al., 2015). Com base nisso,
foi desenvolvido um dispositivo microfluidico denominado Celsee PREP® 400 (Celsee
Diagnostics, EUA), que captura CTCs em camaras individuais e permite a passagem
dos leucécitos por poros conforme o seu tamanho e deformabilidade. As CTCs sdo
entdo analisadas por um sistema automatizado de imagem (RIAHI et al., 2014). Esse
sistema apresentou sensibilidade e especificidade de até 94% e 100%,
respectivamente, para carcinomas metastaticos de mama, prostata e célon, como
também permitiu a analises celulares por imunocitoquimica, RT-gPCR e hibridacéo
in-situ ao nivel de uma unica célula (GOGOI et al., 2016).

A carga elétrica das CTCs tende a ser mais eletronegativa quando
comparadas aos leucécitos, e € possivel distingui-las e isola-las pela aplicacao de
dieletroforese. Essa técnica poderia apresentar um estresse menor do que a pressao
da microfiltracdo, capturando mais células viaveis (GUPTA et al., 2012). Estudos
detectam uma sensibilidade de recuperacdo de 90 a 95% das células quando
aplicadas forcas dieletroforéticas (GASCOYNE; SHIM, 2014).

Os dispositivos microfluidicos também podem ser utilizados para separar as
CTCs de acordo com seu comportamento hidrodinamico (CHO et al., 2018). Sua
separacédo pode ser realizada por obstaculos que separam as células conforme o seu
tamanho (HUANG et al., 2013), por inércia gerada em um fluxo em espiral (HOU et
al., 2013) ou até mesmo pela associagcao de ondas acusticas (LI et al., 2015). Estudos
testando estas metodologias obtiveram uma recuperacgéo de células superior a 80%
(Ll et al., 2015; LOUTHERBACK et al., 2012).

Diversos estudos demonstram que o0s métodos de separacdo fisicos
apresentam maior sensibilidade para a captura de CTCs do que os meétodos
imunoldégicos, especialmente o CellSearch® (CHINEN et al., 2013, 2014; GOGOI et
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al., 2016; HOSOKAWA et al., 2010). Entretanto, todos esses métodos estao sujeitos
a suas limitacdes especificas. Por exemplo, os métodos baseados em tamanho,
deformabilidade e densidade estdo sujeitos a resultados falsos-negativos pela perda
de CTCs menores ou menos densas que ndo sao capturadas (CREE, 2015; LI et al.,
2020), os métodos de dieletroforese e de centrifugacédo por gradiente de concentracao
normalmente apresentam uma baixa pureza, e 0s métodos baseados em
hidrodindmica estdo sujeitos a obstrucdo do dispositivo com facilidade.
Independentemente do método escolhido, um desafio inerente aos métodos fisico é a
diferenciacéo das CTCs e dos leucdcitos maiores, como mondcitos ativados, caso nédo
sejam empregados meétodos para confirmacdo da origem celular, como a
imunocitoquimica ou a analise molecular (LI et al., 2020).

A combinagcdo de métodos imunolégicos e fisicos para selecdo de CTCs e
exclusao de leucécitos € uma possivel forma de aumentar a sensibilidade e a pureza
do enriquecimento de CTCs. Por exemplo, o dispositivo GEDI-chip associa a exclusédo
baseada em tamanho com a selecdo com anticorpos anti-PSA para carcinoma
prostatico e obteve resultados até 400 vezes superiores ao CellSearch® (KIRBY et al.,
2012), enquanto o dispositivo CTC-iChip associa a selecdo imunomagnética com a
exclusdo baseada em hidrodinamica, apresentando sensibilidade superior a 95% e
utilidade para carcinomas e sarcomas (KARABACAK et al., 2014).

Apesar de a quantificacdo de CTCs por si s0 ter utilidade em avaliacdo de
prognostico e monitoracdo terapéutica para alguns tumores, o maior potencial de
aplicacdo das CTCs é a sua caracterizacdo para uma melhor compreensao da
heterogeneidade tumoral e para buscar alvos-terapéuticos. Para tal, as células devem
ser separadas do dispositivo de captura e entdo utilizadas para estudos funcionais,
citologicos e moleculares (CASTRO-GINER; ACETO, 2020; MARTINS et al., 2021;
SHARMA et al., 2018).

O cultivo de CTCs ex-vivo para estudos funcionais é desafiador. Um passo
critico € manter as ceélulas viaveis durante o isolamento, ja que muitas das técnicas
mencionadas requerem uma fixacado prévia ou exercem um grande estresse sobre
elas, diminuindo a sua viabilidade. Modelos de cultura ja utilizados incluem culturas
em 2D, esferoides, organoides e os xenoenxertos. De uma forma geral, estudos
funcionais sao dificeis, pois os modelos de cultivo sédo pouco eficientes e requerem
longos periodos para se estabelecerem. Entretanto, esses estudos tém grande

utilidade para avaliar a evolugéo tumoral e a morfologia das subpopulacées de CTCs
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e, por aumentarem a populacdo de células para testes, sdo fundamentais para
avaliacao da resposta a novas terapias (SHARMA et al., 2018).

A anadlise citolégica das CTCs é normalmente realizada por meio da
imunocitoquimica. Muitos métodos de enriquecimento ja tém uma caracterizacao
imunologica durante a captura das CTCs, mas marcadores adicionais podem ser
utilizados, objetivando principalmente identificar marcadores terapéuticos relevantes.
Em métodos fisicos, a imunocitoquimica é fundamental para a confirmacédo da origem
celular (SHARMA et al., 2018).

Tanto as CTCs capturadas quanto as CTCs cultivadas podem ser submetidas
as analises moleculares, sejam elas ao nivel de: gendmica e epigendmica, pelo uso
do NGS para sequenciamento e da hibridagdo in-situ para anélise cromossémica;
transcriptbmica, pela RT-qgPCR; e protedmica, pelo uso da espectrometria de massas.
Embora seja possivel a avaliacdo em massa das CTCs capturadas, a analise ao nivel
de uma célula é considerada mais interessante, pois permite a avaliagdo da
heterogeneidade molecular, de seus diferentes perfis de clonalidade e de assinaturas
genéticas que podem se correlacionar com a progressao e o risco de metastases.
Entretanto, sdo possiveis falsos-negativos, pela escassez de amostra, e falsos-
positivos, por sua baixa pureza. Além disso, as técnicas ainda estdo em estagio
rudimentar e sdo consideradas muito caras para sua aplicabilidade clinica (ALIX-
PANABIERES; PANTEL, 2016; CASTRO-GINER; ACETO, 2020; SHARMA et al.,
2018).

As CTCs apresentam grande potencial para aplicacdo na clinica oncoldgica.
A quantidade dessas células na circulacdo parece aumentar com o estagio tumoral e
é preditiva para sobrevida de pacientes com diversos tumores. Sabendo-se que elas
estdo envolvidas com o processo metastatico, monitora-las pode ajudar a predizer o
risco de metastases. Sua reducdo durante o tratamento pode estar relacionada com
uma boa resposta e progndéstico melhor para o paciente, enquanto o seu aumento
pode indicar o desenvolvimento de resisténcia e inicio da recorréncia da doenca,
sendo possivel perceber este aumento antes do surgimento de uma nova massa. A
heterogeneidade das CTCs pode permitir a deteccdo de marcadores de resisténcia
ou susceptibilidade que ndo estao presentes no tumor primario (MARTINS et al., 2021,
ROSSI; IGNATIADIS, 2019; VASSEUR et al., 2021).

As CTCs como biomarcadores tém suas limitacdes, e muito ainda precisa ser

esclarecido antes de serem aplicadas consistentemente (ALIX-PANABIERES;
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PANTEL, 2016; IGNATIADIS; LEE; JEFFREY, 2015; IGNATIADIS; SLEDGE;
JEFFREY, 2021; VASSEUR et al., 2021). As CTCs sdo extremamente raras na
circulagdo e podem ndo ser detectadas mesmo em pacientes com metastases
evidentes. H4& uma ampla variedade de métodos e, até que ensaios clinicos em larga
escala sejam conduzidos para a validagcao e padronizacéo, a prépria heterogeneidade
das CTCs pode se tornar um problema, visto que células detectadas por um método
podem ndo ser encontradas por outro (ALIX-PANABIERES; PANTEL, 2016;
IGNATIADIS; SLEDGE; JEFFREY, 2021). Com a evolugéo e o barateamento dos
custos das técnicas moleculares, as CTCs acabaram em segundo plano nos estudos
de bidpsia liguida quando comparadas ao ctDNA e nédo tém sido amplamente
utilizadas na clinica (CHIBUK et al., 2021; HAN; WANG; SUN, 2017).

2.2.3.3 Vesiculas extracelulares

Células normais e neoplasicas produzem e liberam vesiculas extracelulares
(EVs). Essas vesiculas caracterizam-se por sua estrutura de membrana bilipidica e
podem apresentar diferentes moléculas em seu interior, como proteinas, lipidios e
acidos nucléicos. Por serem aparentemente excretadas pelas células, inicialmente
pensava-se que as carreavam substancias indesejaveis para o meio extracelular,
porém ganharam atencédo depois que o seu papel de comunicacdao intercelular ganhou
reconhecimento. Na progressdo tumoral, hd evidéncias que eles que atuem na
angiogénese, na capacidade de invasado, na capacidade de evadir o sistema imune e
na formacédo de metastases (OSAKI; OKADA, 2019).

Existem diferentes classificacdes de EVs que podem se diferenciar pelo seu
tamanho, sua densidade e suas propriedades biolégicas. Definicbes mais classicas
apontam que as duas principais EVs sdo: os exossomos, menores que 200 nm e
produzidos no interior da célula, com liberacdo por exocitose; e as microvesiculas, de
tamanho entre 200 nm e 1.000 nm, produzidas e liberadas por brotamento (GURUNG
et al., 2021). No entanto, o consenso para minimas informagcfes necessarias para
publicacdes com EVs preconiza evitar tais termos, porque ndo ha uma forma confiavel
de confirmar como as EVs séo produzidas, sugerindo a sua classificagado por critérios
mensuraveis e confiaveis, como por seu tamanho e densidade, pela presenca de
proteinas especificas em sua composicdo, pelas células de origem ou pelas suas
funcdes (THERY et al., 2018).
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Muitas EVs tumorais séo classificadas como exossomos ou EVs pequenas,
sendo mais comumente estudadas. Recentemente, maior atencéo tem sido dada aos
chamados grandes oncossomos. Estas vesiculas apresentam tamanho superior a
1.000 nm, podendo atingir até 10.000 nm, e podem conter uma carga maior de DNA
tumoral e um perfil proteico e lipidico Unico em relacdo as EVs pequenas, portanto
estdo sendo apontadas como um novo alvo para estudos com EVs tumorais
(CIARDIELLO et al., 2020; PEZZICOLI et al., 2020).

Com a descoberta de seu papel na progressao tumoral, as EVs passaram a
ser vistas como potenciais biomarcadores para biopsia liquida (OSAKI; OKADA,
2019). O isolamento de EVs tumorais pode permitir a analise das moléculas em seu
interior, particularmente dos &cidos nucléicos, para a deteccdo de mutacdes pela
analise de mRNAs, esperados em maior quantidade nas EVs do que os fragmentos
de ctDNA correspondentes na circulacdo, podendo facilitar sua deteccédo e andlise
(SIRAVEGNA et al., 2017).

O enriquecimento de EVs se baseia em métodos que exploram suas
caracteristicas fisicas e estruturais. Desta forma, as metodologias mais usualmente
observadas para tal sdo baseadas em centrifugacdo, precipitacdo, filtracdo e
separacao por imunoafinidade, cada uma com suas vantagens e desvantagens (BU
et al., 2019; KONOSHENKO et al., 2018).

A ultracentrifugacéo € o método mais comumente utilizado para o isolamento
de microvesiculas, por ser simples e barato, sem a necessidade de reagentes
especificos. O plasma ¢€ inicialmente centrifugado em rotacdes mais baixas para a
peletizacdo de estruturas maiores e mais pesadas, como células e debris celulares,
seguido pela ultracentrifugacdo. Quanto menores as estruturas-alvo, maior sera a
rotacdo necessaria para 0 seu isolamento, comumente chegando a rotacbes
superiores a 100.000 x g. Entretanto, este método é demorado, necessita de
equipamento especializado e tende a gerar uma amostra impura, contaminada por
proteinas plasmaticas e outros sedimentos. Novas etapas de ultracentrifugacao
podem aumentar a pureza, mas diminuem o rendimento da técnica. A forca mecanica
extrema gerada pela ultracentrifugagdo também pode danificar as EVs e alterar sua
morfologia (BU et al., 2019; KONOSHENKO et al., 2018; PEZZICOLI et al., 2020).

Para aumentar a pureza da ultracentrifugacéo, € possivel utilizar um meio de
separacao de particulas por gradiente de densidade. A aplicacdo desta metodologia

rende amostras com alto grau de pureza, sendo possivel inclusive separar as EVs
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pequenas de outras particulas minusculas, como particulas virais, e ha melhor
preservacao da estrutura das EVs. Entretanto, o uso dessa metodologia aumenta a
complexidade, o pre¢co e o tempo necessario para o isolamento das EVs, além de
diminuir o rendimento quando comparado a ultracentrifugacdo convencional (BU et
al., 2019; KONOSHENKO et al., 2018; MOON et al., 2019).

As técnicas de precipitacdo também sdo amplamente utilizadas. Elas se
baseiam no uso de substancias fortemente hidrofilicas, que alteram a solubilidade da
amostra, ou substancias que alteram a carga elétrica da membrana das EVs,
permitindo a sua agregacao e diminuindo a sua solubilidade. Desta forma, é possivel
separar as EVs sem a necessidade de ultracentrifugacdo, de forma mais rapida e
simples. Ja h& dispositivos comerciais disponiveis para esta metodologia e
usualmente h4 um bom rendimento de amostra. A sua maior desvantagem, no
entanto, € a contaminacao com diferentes sedimentos que podem prejudicar a analise
(BU et al., 2019; KONOSHENKO et al., 2018).

Dentre os métodos de filtracdo, a cromatografia por exclusdo — ou filtragdo em
gel — é um método baseado na hidrodindmica das EVs e na sua capacidade de
perfusdo em um gel poroso. Diferentes estruturas terdo diferentes velocidades de
perfusdo, permitindo a sua separacao. Este método preserva a integridade das EVs e
frequentemente rende amostras puras, devido a diferenca de hidrodinamica entre EVs
e a maioria das proteinas. Alguns dispositivos comerciais baseados em cromatografia
por exclusdo estdo disponiveis, mas sdo mais caros quando comparados aos demais
métodos. Além disso, a amostra final fica diluida, rendendo uma quantidade pequena
para a andlise e sendo necessario associar outro método de concentracdo. Métodos
menos utilizados para filtragdo incluem a ultrafiltragdo com membranas porosas de
tamanhos sequencialmente menores e o uso de dialise hidrostatica (BU et al., 2019;
KONOSHENKO et al., 2018; PEZZICOLI et al., 2020).

Por fim, a separacdo por imunoafinidade baseia-se no uso de anticorpos
especificos voltados para moléculas presentes na superficie de EVs alvo,
principalmente de seus receptores proteicos, podendo depois capta-las com o uso de
microesferas magnéticas ou outros dispositivos com afinidade aos anticorpos
selecionados. Essa abordagem permite uma grande pureza das vesiculas
extracelulares, aléem de ser mais simples e rapido do que os demais. Com esta técnica
seria possivel separar inclusive subpopulacdes de EVs entre si, como os grandes

oncossomos. A principal desvantagem € o aumento do custo que o uso de anticorpos
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gera em comparacdo aos meétodos nao imunolégicos. Além disso, a impossibilidade
de processar volumes maiores e uma menor eficiéncia de isolamento também séao
relatados (BU et al., 2019; KONOSHENKO et al., 2018; PEZZICOLI et al., 2020).

Apés o enriquecimento, as EVs podem ser analisadas e quantificadas por
metodologias baseadas em dispersao de luz e movimento browniano, como a analise
de rastreamento de nanoparticulas e o espalhamento dinamico de luz. A citometria de
fluxo, além de se utilizar da dispersao de luz, pode ser associada ao uso de anticorpos
fluorescentes para a caracterizacdo das moléculas na superficie das EVs. Métodos
de microscopia de varredura, como microscopia eletrdnica e de forca atbmica,
também podem ser utilizados (SZATANEK et al., 2017; THERY et al., 2018). As EVs
também podem ser lisadas para a analise de seu contetdo. As proteinas em seu
interior s&o comumente analisadas por western blotting, mas espectrometria de
massas e ELISA também podem ser utilizados. Para a analise do DNA, é
preferencialmente utilizado o NGS. J4, para a analise de RNAs, utiliza-se a RT-gPCR
(BU et al., 2019; THERY et al., 2018).

Ha um interesse crescente nas aplicacdes potenciais das EVs. A analise de
proteinas e acidos nucléicos é apontada como um potencial método para o
diagnéstico, ndo s6 de cancer, mas também de outras enfermidades (LIU et al., 2021,
ZHOU et al., 2020). Foi demonstrado que marcadores tumorais podem apresentar
perfis diferentes livres na circulacdo, em CTCs e no interior de EVs, e a comparacao
entre eles pode levar a uma andlise mais completa do prognéstico (MARTINS et al.,
2021). Ainda, podem ser utilizados para predicdo e avaliacdo de resposta ao
tratamento e a detec¢cdo de marcadores relacionados a resisténcia (GARNICA et al.,
2020; ZHOU et al., 2020a).

A principal limitacdo para o uso de EVs € a falta da padronizagdo de
protocolos, principalmente quando sdo comparados diferentes liquidos biol6gicos.
Isso inclui a validacdo de painéis de biomarcadores em larga escala para
caracterizacdo ampla de diferentes tumores. Metodologias mais especificas para
separacao de subtipos de EVs com maior pureza também sdo necessarias, ja que
diferentes EVs podem estar associadas a diferentes fungdes na progressao tumoral e
na avaliacdo de progndstico. Com as atuais metodologias disponiveis, os desafios a
serem superados para melhor aplicabilidade das EVs na circulagdo incluem reduzir o
volume de amostra necessario e a contaminagcdo com outras moléculas durante o
enriquecimento (ZHOU et al., 2020).
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2.2.3.4 Plagquetas educadas por tumores

Numerosas evidéncias apontam para o papel das plaquetas na progresséao
tumoral. Historicamente, os primeiros achados que sugeriram essa interacéo direta
entre hemostasia e cancer foram a alta frequéncia de quadros espontaneos de
hipercoagulabilidade em pacientes oncolégicos e a presenca de microémbolos
contendo elementos tumorais em pacientes com metastases (IN 'T VELD;
WURDINGER, 2019). Tanto a quantidade quanto a morfologia plaguetaria estéo
associadas ao prognostico de neoplasias e até podem estar correlacionadas com a
resposta ao tratamento (BEST; WESSELING; WURDINGER, 2018). As evidéncias da
relacdo entre plaguetas e tumores despertou o interesse em seu estudo para o
diagndstico e monitoramento de neoplasias (POULET; MASSIAS; TALY, 2019)

As TEPs séo plaguetas que sofreram alteracfes induzidas pelos tumores e
passaram a apresentar um papel na progressao tumoral. Esse processo de
“‘educagao” das plaquetas pelo tumor pode ocorrer pela alteracdo da expressdo de
RNAs plaquetarios em resposta a um estimulo tumoral ou pela captacéo de vesiculas
extracelulares contendo mRNA e proteinas tumorais pelas plaquetas (IN 'T VELD;
WURDINGER, 2019; POULET; MASSIAS; TALY, 2019). Supde-se que as TEPs
possam participar de diversas etapas no processo metastatico, mais notavelmente na
sobrevivéncia das CTCs, ao se agregarem ao redor das células tumorais e
protegerem-nas contra o0 estresse mecanico na circulagcdo e o sistema imune do
hospedeiro (ASGHAR; PARVAIZ; MANZOOR, 2019; VARKEY; NICOLAIDES, 2021).

As TEPs séo consideradas importantes fontes de biomarcadores tumorais,
principalmente &cidos nucléicos e proteinas, portanto um grande beneficio em sua
aplicacdo em bidpsia liquida € que as plaquetas sdo abundantes na circulacdo quando
comparadas com os demais biomarcadores, além de manter o RNA integro em seu
interior (ANTUNES-FERREIRA; KOPPERS-LALIC; WURDINGER, 2021; IN 'T VELD;
WURDINGER, 2019). Além disso, seu isolamento dos demais elementos sanguineos
para a analise é relativamente facil, sendo feito comumente em exames de rotina
(ANTUNES-FERREIRA; KOPPERS-LALIC; WURDINGER, 2021; NILSSON et al.,
2011).

O sangue para isolamento de TEPs deve ser coletado em tubo contendo
anticoagulantes para inibir a ativacdo plaguetaria, pois esse processo estimula a
liberacdo de EVs e granulos plaguetarios (ANTUNES-FERREIRA; KOPPERS-LALIC,;
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WURDINGER, 2021). Tubos de EDTA podem ser mantidos por até 48h em
temperatura ambiente até o isolamento plaquetario sem perder a qualidade. O
procedimento para isolamento de plaguetas é simples, feito em duas etapas de
centrifugacéo. Primeiro, o tubo é centrifugado por 20 minutos a 120 x g. O plasma rico
em plaquetas € entdo separado cuidadosamente dos demais elementos para evitar
contaminagdo com a capa leucocitaria e centrifugado novamente por 20 minutos a
360 x g para a formacdo de um botdo plaquetario. O plasma € removido e
ressuspendido em RNAlater para preservacdo até o seu processamento (BEST,;
WESSELING; WURDINGER, 2018).

Apos o isolamento das plaquetas, metodologias de biologia molecular ou de
espectrofotometria de massas devem ser utilizados para avaliacdo do transcriptoma
e do proteoma plaquetario, respectivamente (ANTUNES-FERREIRA; KOPPERS-
LALIC; WURDINGER, 2021). A RT-gPCR é mais classicamente utilizada, porém o
NGS em larga escala tem a vantagem de permitir a analise do perfil de mMRNA sem
conhecimento prévio dos alvos. O uso de algoritmos inteligentes permitiu a distingcao
entre pacientes saudaveis e pacientes com cancer com sensibilidade de 96% (BEST;
WESSELING; WURDINGER, 2018). Similarmente, o proteoma plaquetario pode ser
utilizado para diferenciar pacientes com cancer de pacientes saudaveis do mesmo
sexo e idade, podendo inclusive retornar ao perfil esperado apds a ressecc¢ao tumoral
(SABRKHANY et al., 2018), como também para diferenciar lesbes benignas de
malignas (LOMNYTSKA et al., 2018).

A andlise de TEPs tem os seus desafios. O transcriptoma plaquetario em
pacientes saudaveis € relativamente estavel, mas ele se encontra alterado em
diversos estados patologicos além do cancer, portanto um dos focos na aplicabilidade
das TEPs em biopsia liquida é identificar os perfis transcriptbmicos de quadros
neoplasicos e diferencia-los de outras doencas (ANTUNES-FERREIRA; KOPPERS-
LALIC; WURDINGER, 2021; BEST; WESSELING; WURDINGER, 2018). Ha ainda
falta de consenso nos métodos de coleta e processamento, o que pode dificultar a
comparacdo dos resultados entre estudos e até mesmo entre diferentes
biomarcadores. Por fim, também serdo necessarios estudos clinicos em larga escala
antes que este biomarcador possa ser mais amplamente utilizado (ANTUNES-
FERREIRA; KOPPERS-LALIC; WURDINGER, 2021).
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2.2.3.5 RNA tumoral circulante

A avaliacdo do DNA e a presenca de mutacfes por si s6 ndo sao retratos
confidveis do perfil de expressédo génica do tumor. Neste ponto, a avaliagdo do RNA
se torna muito mais interessante (SIRAVEGNA et al., 2017). De uma forma geral,
moléculas livres de RNA tendem a ser mais instaveis que o DNA em circulacéo, sendo
preferivel sua detecc¢éo e avaliacdo no interior das EVs e TEPs (BARDELLI; PANTEL,
2017). No entanto, algumas classes de RNA nao codificante, mais notavelmente os
micro-RNAs (miRNAs), apresentam maior estabilidade na circulacdo e séo vistos
como biomarcadores em potencial, podendo estar presentes em maior quantidade do
que o ctDNA e as CTCs. Da mesma forma, a deteccdo de transcritos de mRNA é
dificil, porém possivel, e seu uso como biomarcador é considerado em alguns casos
(DOMINGUEZ-VIGIL et al., 2018).

MiRNAs sdo pequenas moléculas de RNA nao codificante que agem como
moléculas reguladoras da expressdo genética apds a transcricdo, capazes de regular
a translacdo de mRNAs, tendo grande papel na transformacg&o maligna e oncogénese
(CHEUNG et al., 2019; DOMINGUEZ-VIGIL et al., 2018). Os miRNAs sio a fracdo do
RNA livre mais abundante no sangue, além de estarem presentes em EVs e TEPs
(SIRAVEGNA et al., 2017). Os padrdes de expressao de miRNAs estdo desregulados
no cancer e aparentam ser especificos conforme a doenca, podendo ser utilizados
para diagnosticar e monitorar tumores (CHEUNG et al., 2019; MITCHELL et al., 2008).

A avaliacdo do mRNA circulante teria relevancia clinica em avaliar o perfil
transcriptémico e de expressao génica dos tumores (SIRAVEGNA et al., 2017). Alguns
estudos conseguem correlacionar os niveis de mRNA circulantes com a presenca de
neoplasias, porém o seu uso como biomarcador é limitado, devido a sua baixa
concentracdo, a sua instabilidade e a potencial contaminacéo da amostra com o RNA
intracelular (CHEUNG et al., 2019).

Diversas metodologias podem ser utilizadas para a deteccdo de RNA. A RT-
gPCR é considerada o método padrédo-ouro, mas metodologias de microarray e NGS
para RNA podem ser utilizadas, esta ultima tendo a vantagem de ndo depender do
conhecimento prévio das sequéncias-alvo (CHEUNG et al., 2019).

A expressao diferencial de miRNAs ja foi descrita em diversos tumores
(DOMINGUEZ-VIGIL et al., 2018). A deteccdo dos perfis alterados de RNA teria

capacidade diagnéstica e prognodstica, e o perfil de miRNAs circulantes tende a
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concordar com o observado no tumor primario (MARTINS et al., 2021). Os mRNAs
apresentam um melhor panorama do estado do genoma e da capacidade de
transcri¢cdo das células tumorais (CHEUNG et al., 2019).

O principal desafio do uso de RNAs é a qualidade da amostra. Os mMRNAs sédo
instaveis, logo o processamento deve ser feito muito rapidamente, e mesmo 0s
MiRNAs mais estaveis tendem a ter baixa reprodutibilidade devido a condicdes pré-
analiticas inadequadas (LARSON et al., 2021). A especificidade dos transcritos-alvo
para cancer também deve ser esclarecida, visto que outras doencas nao tumorais
podem levar a apoptose de células normais e liberacdo de RNA na circulacdo (VONG
et al., 2021). De uma forma geral, as implicacfes clinicas do RNA livre ndo séo claras
e as andlises destes biomarcadores ainda tém carater experimental, com a

necessidade de validacado em larga escala (SIRAVEGNA et al., 2017).

2.2.3.6 Protebmica

As proteinas plasmaticas sdo possivelmente os primeiros biomarcadores
considerados para a bidpsia liquida, tidas como potenciais biomarcadores para a
deteccao da presenca e atividade de doenca desde 1950 (LANDEGREN; HAMMOND,
2021; RIFAI; GILLETTE; CARR, 2006). Todavia, devido a alta complexidade do
proteoma e de limitacdes nas tecnologias de analise protedmica quando comparadas
as técnicas moleculares mais recentes, a analise de proteinas na bidpsia liquida ficou
em segundo plano, enquanto os outros biomarcadores ganharam mais visibilidade
(DING et al., 2022).

Exemplos de proteinas utilizadas classicamente na avaliagdo de cancer séo
0 antigeno prostético especifico (PSA), para os carcinomas de préstata, o CA-125,
para o carcinoma ovariano, e o CA19-9, para o0 carcinoma pancreatico. Estas
proteinas sdo utilizadas para diagndéstico, monitoramento da resposta ao tratamento
e do periodo de remissao (DING et al., 2022). Contudo, existe uma alta taxa de falsos-
positivos e falsos-negativos, visto que estas proteinas ja estao presentes na circulacao
e podem estar aumentadas em outras condi¢des (CHIBUK et al., 2021; COLOMBE et
al., 2022). Por este motivo, supde-se que marcadores proteicos de maior utilidade
serdo aqueles que estdo em quantidades pequenas ou ausentes nos animais
saudaveis. Sabe-se que as mutacdes tumorais podem levar a formacéo de proteinas

aberrantes e neoantigenos tumorais que podem servir como alvos da bidpsia liquida
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(LANDEGREN; HAMMOND, 2021). Outras proteinas que ja foram estudadas como
potenciais alvos sdo as histonas, que poderiam estar aumentadas na circulacdo ao
serem liberadas das células tumorais durante a morte celular (CHIBUK et al., 2021).

Os testes mais convencionalmente utilizados na andlise protedmica sao
baseados em afinidade para anticorpos, como o ELISA, a quimioluminescéncia e a
IHC. Entretanto, ndo se sabe se esses testes possuem sensibilidade suficiente para a
deteccado de futuros marcadores descobertos que sejam mais raros na circulacao do
que os usados atualmente. Outro grande problema € a baixa desempenho desses
testes para uma avaliagdo prote6mica em larga escala, o que acaba limitando o seu
uso (LANDEGREN; HAMMOND, 2021).

Apesar de ndo serem o maior foco atualmente, as proteinas na biépsia liquida
ainda apresentam uma grande esperanca no seu uso. A melhora do rendimento dos
ensaios em protedbmica € um objetivo de pesquisadores para que seu USO seja
adotado em larga escala. Biobancos de amostras estdo sendo implementados para
ajudar a monitorar os valores em pacientes saudaveis e definir valores de referéncia
normais frente a grande variedade genética e ambiental observada para resultados
mais consistentes (LANDEGREN; HAMMOND, 2021).

2.2.3.7 Outros biomarcadores

Com o avanco da bidpsia liquida, é esperado que novos marcadores sejam
descobertos e seu significado clinico seja estudado. Teoricamente, qualquer produto
tumoral poderia servir como marcador de bibépsia liquida, sejam eles moléculas
bésicas, células associadas aos tumores ou mesmo subcelulares (DING et al., 2022).

A metabolémica € uma via de estudo que estd ganhando algum espacgo na
medicina oncolégica de precisdo. A avaliacado do perfil metabdlico poderia refletir o
produto final das alteragfes transcricionais e translacionais do tumor de forma mais
dindmica que a protedmica ou a gendmica. Aminoacidos especificos, proteinas,
lipidios, carboidratos ou ions podem ser quantificados por espectrofotometria de
massas, e seu aumento ou reducédo podem ser correlacionados com a progressao
tumoral. Por estar ainda em fase inicial, este campo necessita de estudos em larga
escala, mas alguns marcadores ja foram significativamente correlacionados com

carcinomas humanos, principalmente de origem pulmonar (MADAMA et al., 2021).
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Quando se falam de células associadas ao cancer e estruturas subcelulares,
alguns estudos mostram o potencial desses novos alvos para a bidpsia liquida. A
identificagc&o dos fibroblastos associados ao cancer circulando nos émbolos tumorais
junto as CTCs, por exemplo, pode indicar uma maior eficiéncia da metastase do que
as CTCs isoladas (HURTADO; MARTINEZ-PENA; PINEIRO, 2020). A caracteriza¢&o
e quantificacdo de subpopulacdes de linfécitos pode estar associada a uma melhor
resposta ao tratamento (LI et al., 2021). A recente caracterizacdo de mitocondrias
circulantes no sangue pode indicar um potencial marcador para estudos futuros nas
estruturas subcelulares liberadas durante a apoptose tumoral (DING et al., 2022;
SONG et al., 2020).

2.2.4 Aplicacdes da bidpsia liquida

O interesse no estudo da biépsia liquida se deve as suas aplicacdes em
potencial na medicina de precisdo. Alguns marcadores ja sao utilizados na pratica
clinica em medicina humana para diversos tumores, enquanto outros s&o
considerados ferramentas promissoras para um futuro proximo (MARTINS et al.,
2021). Exemplos de potenciais utilidades incluem a triagem e o0 monitoramento de
cancer em populacdes de risco, o diagnéstico ndo invasivo, a avaliacdo em tempo real
da progressdo tumoral, a escolha da terapia com base nos marcadores-alvo de
susceptibilidade e de resisténcia, 0 monitoramento em tempo real da resposta a
terapia e a avaliacdo do periodo de remissdo e risco de metastases (ALIX-
PANABIERES; PANTEL, 2016).

A deteccao precoce de tumores em populacdes de risco é uma aplicacdo
desejavel da biopsia liquida, porém muito desafiadora. Algumas evidéncias podem
apontar a utilidade da bidpsia liquida nessa vertente. Por exemplo, a deteccédo de
CTCs em pacientes com doenca obstrutiva crénica foi preditiva para o
desenvolvimento de carcinoma pulmonar (ILIE et al., 2014). Apesar disso, sabe-se
gue a quantidade de marcadores € baixa nos estagios iniciais quando comparados a
doenca avancada, e eles podem estar ausentes mesmo em pacientes em estagios
mais tardios (IGNATIADIS; SLEDGE; JEFFREY, 2021). A sensibilidade dos métodos
disponiveis atualmente néo € considerada suficientemente adequada para o contexto

clinico devido ao risco de falsos-positivos e negativos, portanto sendo invalidos até o



67

momento para a triagem de cancer em um contexto ndo experimental (MARQUETTE
et al., 2020; VASSEUR et al., 2021).

Em pacientes com tumores ja estabelecidos, a biopsia liquida pode ser
aplicada na predicao de prognéstico pela quantificacdo dos biomarcadores. Maiores
guantidades de ctDNA e de CTCs estado correlacionadas com maior agressividade da
doenca, maior risco de metastases e menor tempo de remissdo apds o tratamento.
Esses dados devem ser interpretados com cautela, visto que diferentes tumores
podem liberar quantidades diferentes de biomarcadores na circulacdo. Observa-se
uma maior utilidade no monitoramento da progressao tumoral pela variacdo na
guantidade de marcadores ao longo da doenca do que na contagem basal no
momento do diagndéstico (JEONG et al., 2018; VASSEUR et al., 2021; WANG et al.,
2017).

A biépsia liquida pode ser aplicada ha monitoracao da doenca residual minima
e do risco de recorréncia ap0s a resseccao tumoral. Os niveis de ctDNA e a contagem
de CTCs apos o tratamento ja foram correlacionados ao quadro de remisséo, e niveis
mais altos dos marcadores sugerem um menor tempo de livre da doenga (BAYARRI-
LARA et al.,, 2016; BUTLER; SPELLMAN; GRAY, 2017; KILGOUR et al., 2020;
OLSSON et al., 2015). Tanto uma quantidade mais alta dos marcadores quanto a sua
persisténcia apds o tratamento foram correlacionadas com uma resposta pior ao
tratamento (CARPINETTI et al., 2015; RACK et al., 2014).

Nos pacientes em estagio avancado, a principal utilidade da bidépsia liquida é
a selecdo de tratamento com base em marcadores preditivos de susceptibilidade e
resisténcia. O ctDNA pode ser avaliado em conjunto com o DNA do sitio primario e a
presenca de mutacdes pode indicar a sensibilidade ao tratamento com medicacdes
especificas (ROSSI; IGNATIADIS, 2019). A caracterizacdo molecular das CTCs pode
permitir a deteccdo de mutacBes e outras alteracbes ausentes no tumor primario,
sendo uma alternativa ndo invasiva para acompanhar a evolucao do perfil molecular
e a heterogeneidade tumoral ao longo do tratamento. A presenca de certas mutacdes
pode auxiliar na predicdo de sensibilidade ao tratamento, e o surgimento de novas
variantes celulares pode indicar desenvolvimento de resisténcia (VASSEUR et al.,
2021).
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2.2.5 LimitacOes e desafios da bidpsia liquida

Apesar de todas as suas possiveis aplicacdes na medicina precisional, a
bidpsia liquida ainda € uma tecnologia nova e com muitas limitagdes que precisam ser
superadas para a sua aplicacdo em larga escala (ALIX-PANABIERES, 2020;
HEIDRICH et al., 2021).

A baixa concentracdo de biomarcadores nas amostras € uma limitacdo
inerente a biopsia liquida. Uma das caracteristicas mais desejadas dos métodos de
deteccao é a alta sensibilidade para minimizar o numero de pacientes falsos-negativos
(ATTARD; DE BONO, 2011). Mesmo com 0sS recentes avancos técnicos, muitos
métodos disponiveis ainda possuem um limite de detecc¢édo baixo, e os biomarcadores-
alvo podem nao ser detectados na amostra, especialmente nas fases mais precoces
da doenca (BARDELLI; PANTEL, 2017; FERNANDEZ-LAZARO et al., 2020).
Normalmente, por conta dessa baixa sensibilidade, muitos testes acabam precisando
de um alto volume de amostra (ANDREE; VAN DALUM; TERSTAPPEN, 2016;
HEIDRICH et al., 2021).

O ctDNA, por exemplo, corresponde a uma fracdo muito discreta do cfDNA e
sua meia vida é bastante curta na circulacdo (HAN; WANG; SUN, 2017; IGNATIADIS;
LEE; JEFFREY, 2015). O tipo tumoral e a fase da doenca influenciam na quantidade
de ctDNA disponivel na circulagéo, tornando seu uso limitado em alguns tumores e
em pacientes em estagio inicial (BALAJI et al., 2018; SCHWAEDERLE et al., 2016).
Quando apenas um gene-alvo é testado, a sensibilidade do teste tende a ser muito
baixa, devido a heterogeneidade do tumor e suas mutacdes (REINERT et al., 2019).
Idealmente, considera-se que um ensaio de ctDNA deva detectar consistentemente
mutacdes em até 0,1% dos alelos plasmaticos, logo painéis com multiplos marcadores
gendbmicos tendem a ser preferiveis para aumentar a sensibilidade do ensaio
(CHAKRABARTI et al., 2020).

Da mesma forma, CTCs sdo escassas, presentes em quantidade estimada de
1 célula /mL de sangue, como também apresentam meia-vida curta de em torno de
2h (CHEN; BODE; DONG, 2017). A escolha do método acaba tendo grande influéncia
na sensibilidade. Por exemplo, pela alta heterogeneidade das CTCs, o uso de
marcadores baseados em imunoafinidade pode deixar de detectar populacdes
celulares com diferentes padrdes de expresséao de epitopos (SONG et al., 2017b). Por

outro lado, alguns métodos fisicos rendem amostras com baixa pureza, o que pode
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dificultar a caracterizacdo das CTCs em meio a populacéo de leucdcitos normais (LI
et al., 2020). Algumas solucdes podem ser adotadas para superar essas limitacoes.
Protocolos de caracterizagdo molecular das CTCs, por exemplo, sugerem uma etapa
de pré-amplificacdo que poderia aumentar a concentracao dos transcritos-alvo antes
da analise (MORICI; LIN; GRAY, 2021). Outra solucdo para aumento da sensibilidade
de uma forma geral é a avaliagcdo concomitante de multiplos marcadores (MARTINS
et al., 2021; ROSSI; IGNATIADIS, 2019).

Além da sensibilidade, € importante que os testes sejam altamente
especificos, ou seja, ndo levem a resultados falsos-positivos (ATTARD; DE BONO,
2011). Embora a presenca de ctDNA e CTCs nado seja esperada em pacientes
saudaveis, h& o risco de outras estruturas circulantes serem detectadas e confundidas
com os marcadores-alvo. Por exemplo, células somaticas podem acumular mutacdes
durante o seu envelhecimento sem necessariamente desenvolverem um cancer, e
essas mutacdes quando detectadas podem ser erroneamente diagnosticadas como
ctDNA (ABBOSH; SWANTON; BIRKBAK, 2019; HEITZER et al., 2019). No caso das
CTCs, a presenca de células maiores na circulagdo, como 0s mondcitos ativados e
células endoteliais, pode levar a uma interpretacao errada dos resultados quando a
separacao baseada em tamanho é utilizada sem a posterior confirmacéo da origem
celular (LI et al., 2020).

A falta de padronizacédo e validacao ainda € uma das principais limitacdes da
biépsia liquida. Existem diversos biomarcadores a serem pesquisados e, para cada
um desses, uma grande variedade de metodologias. Ainda, os tumores podem
apresentar comportamentos biolégicos distintos e levar a resultados diferentes entre
os biomarcadores (MARTINS et al., 2021). Essa grande variabilidade acaba
contribuindo para resultados heterogéneos e até mesmo contraditérios a depender
das técnicas escolhidas e do tumor avaliado (ALIX-PANABIERES, 2020). Resultados
diferentes ja foram observados até mesmo entre testes comercialmente aprovados e
baseados no mesmo ensaio, gerando uma preocupacdo a respeito de um mesmo
paciente poder receber tratamentos distintos a depender do teste realizado (TORGA,;
PIENTA, 2018).

A falta de padronizacdo na andlise de ctDNA pode ser observada desde a
fase pré-analitica, com diferentes procedimentos e cuidados relatados no momento
da coleta, armazenamento e processamento. A fase pré-analitica € particularmente

importante, pois a manipulacdo inadequada da amostra pode levar a resultados
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inadequados devido a baixa concentracdo e curta meia vida dos analitos. A
variabilidade presente em todas as etapas pode gerar resultados discordantes, de
dificil interpretacdo. Buscar a padronizacao € fundamental para a ado¢do em larga
escala desse biomarcador na prética clinica (CHAKRABARTI et al., 2020; NEUMANN
et al., 2018).

Dentre os métodos para a deteccdo de CTCs, a variacdo dos métodos de
enriguecimento e de caracterizagdo podem acabar levando a diferentes resultados e
consequéncias para o paciente. A aplicacao de técnicas distintas de enriquecimento
pode levar a diferentes niveis de pureza na amostra das células isoladas (LI et al.,
2020; MORICI; LIN; GRAY, 2021). Mesmo o CellSearch®, Uinico método aprovado pela
FDA americana para a deteccdo de CTCs, esta sujeito a resultados errdbneos, visto
que classicamente se baseia em imunoafinidade para o marcador EpCAM.
Considerando que algumas CTCs podem deixar de expressar a EpCAM durante a
fase de transicdo epitelial-mesenquimal no processo metastatico e que muitos
tumores ndo expressam esse marcador naturalmente, o CellSearch® esta sujeito a
resultados falsos-negativos (ATTARD; DE BONO, 2011; LI et al., 2020).

Além da falta de padronizacdo, muitos estudos ainda séo realizados com uma
pequena populacdo de pacientes e, apesar de gerarem numerosas evidéncias da
utilidade da bidpsia liguida como ferramenta progndstica e diagnostica, ensaios
clinicos em larga escala sdo fundamentais para a comprovacgéao do significado desses
achados em um contexto clinico (CHAKRABARTI et al., 2020; ROSSI; IGNATIADIS,
2019).

Para tentar contornar a falta de padronizacéo e validacao da biopsia liquida,
grupos de estudos formaram consoércios de pesquisa na Europa (CANCER-ID
CONSORTIUM, 2015) e nos Estados Unidos (BLOODPAC CONSORTIUM, 2016).
Autores buscam reunir informacdes sobre os resultados para cada método e tumor
em revisOes sistematicas, para evidenciar qual método é melhor em cada situacéo
(MARTINS et al., 2021). Pesquisadores acreditam que a melhor estratégia seria
desenvolver um algoritmo para combinar todas as técnicas, tragar um perfil mais
preciso dos biomarcadores tumorais e identificar a melhor combinagéo de ensaios e
marcadores para cada paciente (ALIX-PANABIERES, 2020).
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2.2.6. Biopsia liquida aplicada a melanomas humanos

Para os melanomas humanos, a biépsia liquida ja foi aplicada com sucesso
na deteccdo de ctDNA, CTCs, EVs e miRNAs em diversas situagbes. A utilidade
diagndstica e prognostica desses métodos para o melanoma ja foi investigada, mas o
maior uso desta metodologia é na avaliacao de eficacia terapéutica e na deteccao de
marcadores-alvo para a escolha do tratamento (HUANG; HOON, 2016; KAMINSKA et
al., 2021; XU et al., 2016). A maioria dos estudos em melanomas humanos foca na
forma cutanea, por sua maior prevaléncia, mas esforcos ja foram direcionados para a
aplicacao de técnicas nos melanomas uveal e bucal (JIN; BURNIER, 2021; NEWELL
et al., 2019).

A deteccédo de ctDNA é realizada principalmente pela deteccédo de mutacdes
associadas aos melanomas por PCR digital (FORSCHNER et al., 2019). Os principais
genes-alvo sdo BRAF e NRAS, ambos comumente mutados em melanomas humanos
(KAMINSKA et al., 2021). Todavia, 0 melanoma é reconhecidamente uma neoplasia
com alta heterogeneidade e alta carga mutacional, e é possivel que haja muitas
mutacOes desconhecidas (ALSAIHATI et al., 2021; AYA-BONILLA et al., 2020;
GRZYWA,; PASKAL; WLODARSKI, 2017). O NGS poderia ser uma solucdo para o
sequenciamento genbémico, porém eles requerem grande quantidade de ctDNA que
usualmente s6 é detectada em pacientes em estagios mais avancados, portanto a
aplicabilidade da biopsia liquida para pacientes com melanoma em estagio inicial
ainda é limitada (DIEFENBACH et al., 2019; IMPERIAL et al., 2019).

A guantidade de ctDNA esta associada a carga tumoral (MCEVOY et al., 2018;
WONG et al.,, 2017). Sugere-se que uma concentracdo mais alta de ctDNA no
momento do diagndstico possa estar relacionada com um menor tempo de sobrevida
em pacientes com melanoma (AYA-BONILLA et al., 2020). A deteccdo de alta
concentracdo de mutagbes em BRAF no momento do diagndstico esta correlacionada
com uma maior carga tumoral e menor tempo de sobrevida (SANMAMED et al., 2015).
A analise especifica de mutacdes no ctDNA pode ser uma alternativa para a biopsia
tecidual, principalmente em se tratando de mutag¢des conhecidas e relacionadas com
a eficacia ao tratamento (HASELMANN et al., 2018), mas também pode ser util na
deteccdo de mutacbes incomuns e de alteracdes epigenéticas (KAMINSKA et al.,
2021). Apesar desses resultados, a quantificacdo do ctDNA e de suas muta¢cdes néo

deve ser considerada isoladamente um fator progndstico (GRAY et al., 2015).
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Para monitorar a resposta ao tratamento, o ctDNA €& considerado um
biomarcador sensivel e com alta correlacdo com o estado clinico do paciente
(KAMINSKA et al., 2021). A presenca de mutacdes especificas pode indicar
resisténcia a determinados tratamentos (BETTEGOWDA et al., 2014). A reducéo da
quantidade de ctDNA contendo mutacfes-alvo acompanha a resposta ao tratamento
e aumenta no caso de recidiva, conseguindo indicar a reducao da carga tumoral mais
rapidamente do que a tomografia (FORSCHNER et al., 2020; LONG et al., 2014,
SANMAMED et al., 2015). Estudos mais recentes vém observando resultados
semelhantes com imunoterapia, e niveis indetectaveis de ctDNA apds o tratamento
estdo correlacionados com respostas mais efetivas e melhor prognostico de uma
forma geral (FORSCHNER et al., 2019; HONG et al., 2018; SEREMET et al., 2019).
Dessa forma, o ctDNA é considerada uma ferramenta confidvel para avaliacdo de
resposta e resisténcia ao tratamento (KAMINSKA et al., 2021).

Para a deteccao de CTCs no melanoma, os primeiros estudos com melanoma
caracterizaram a presenca de transcritos especificos de mRNA dessas células no
sangue (BOYER et al., 2020). Como as células de melanoma nao expressam EpCAM,
uma adaptacdo do método CellSearch® foi necessaria para a sua aplicacédo, pelo uso
de anticorpos anti-CD146 para a selecdo imunomagnética e confirmacdo pela
marcacdo com antigeno HMW-MAA, ambos presentes em melanomas humanos
(KHOJA et al., 2015; RAO et al., 2011). Os métodos baseados em caracteristicas
fisicas podem ser uma opcdo mais vantajosa, ja que 0 melanoma metastatico
apresenta alto grau de heterogeneidade e as CTCs podem apresentar diferentes
fendtipos, o que pode levar a perda de CTCs negativas para os marcadores-alvo
(AYA-BONILLA et al., 2020; BOYER et al., 2020; GRZYWA; PASKAL; WLODARSKI,
2017).

Novas metodologias estdo sendo desenvolvidas para a detec¢do de CTCs e
testadas em melanoma. Por exemplo, um método para detec¢éo in vivo de CTCs
baseado em deteccao fotoacustica foi testado em pacientes com melanomas com
bons resultados, analisando um grande volume de amostra sem a necessidade de
coleta e apresentando alta sensibilidade e especificidade. A sensibilidade reportada
para este método seria em torno de 1000 vezes maior que métodos mais tradicionais,
conseguindo detectar até 1 CTC / litro de sangue analisado (GALANZHA et al., 2019).

A deteccdo de CTCs aparentemente tem relevancia prognéstica para o0s

melanomas. Estudos demonstraram que a contagem de CTCs em pacientes com
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melanoma pode estar relacionada com o estagio da doenca, a agressividade e o
tempo de sobrevida dos pacientes, e ha diferenca significativa no numero de CTCs
em pacientes com e sem metastases (FREEMAN et al., 2012; RAO et al., 2011,
ULMER et al., 2004). A deteccdo de transcritos de mRNA especificos para o
melanoma nas CTCs também teve correlacdo com o estagio da doenca, e a maior
expressao ou a presenca de multiplos marcadores é associada a um prognaéstico pior
(HOSHIMOTO et al., 2012; KOYANAGI et al., 2005). A expressao do mRNA apos a
remocao do tumor é util para prever a recidiva do tumor (MOCELLIN et al., 2004).

A contagem de CTCs antes, durante e depois do tratamento pode fornecer
informacdes a respeito da resposta ao tratamento (KAMINSKA et al., 2021). Uma
menor quantidade de CTCs no inicio e o declinio dessa quantidade apos o tratamento
foram associados a uma melhor resposta e maior tempo de sobrevida (KLINAC et al.,
2014). O alto numero de CTCs ap0s o fim do tratamento esta relacionada a recidiva
mais rapida (KHOJA et al., 2015). Por RT-gPCR, a reducdo da quantidade de mRNA
associado as CTCs apés o tratamento também se correlaciona com um melhor
prognostico (KOYANAGI et al., 2005). A presenca de marcadores especificos pode
ser preditiva para uma boa resposta ou resisténcia a certas abordagens terapéuticas
(GRAY et al., 2015).

Apesar destes dados, a contagem de CTCs nédo foi incorporada a pratica
clinica de pacientes com melanoma, devido a auséncia de resultados consistentes e
de metodologias validadas. Apesar de ter sido detectada correlagéo entre a presenca
de CTCs e um menor tempo de sobrevida, os ensaios realizados até o momento foram
realizados apenas em pacientes com doenc¢a avancada, e sua utilidade em estagios
iniciais € desconhecida (BOYER et al., 2020). A grande variedade de técnicas
disponiveis para detectar CTCs acaba dificultando a comparagcdo dos resultados e
padronizacdo dos métodos. Desta forma, a real importancia desse biomarcador em
um contexto ainda nao foi confirmada clinico em larga escala e os resultados devem
ser avaliados com cautela (AYA-BONILLA et al., 2020; KAMINSKA et al., 2021).

A deteccdo de EVs de origem tumoral usualmente depende de separacéo
baseada em epitopos esperados no melanoma. Aumento da quantidade de EVs
expressando CD63 e caveolina-1, marcadores tumorais gerais, ja foi detectado em
pacientes com melanoma e estes marcadores ja foram utilizados como alvo para o

seu isolamento (LOGOZZI et al., 2020). Epitopos mais especificos sao desejaveis, e
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um estudo mais recente utilizou o epitopo CSPG4, altamente especifico para células
melanociticas (FERRONE; WHITESIDE, 2020).

A concentracdo de EVs ndo tende a estar correlacionada com o estagio do
melanoma, mas a andlise do seu conteudo pode apresentar grande potencial no
diagnostico e na avaliacédo da carga tumoral (KAMINSKA et al., 2021). A concentracdo
de PD-L1 e nos EVs pode estar correlacionada com a supresséao de linfocitos T e uma
consequente progressdo tumoral mais rapida (CHEN; BODE; DONG, 2017). A
concentracdo aumentada de S100B e outras proteinas ligadas ao melanoma foi
observada em pacientes com estagios mais avancados, podendo refletir a progressao
e presenca de metastases (CORDONNIER et al., 2020). A expressdo de diferentes
niveis de miRNA nas EVs também pode estar correlacionada com a fase da doenca
(MARGUE et al., 2015; TENGDA et al., 2018).

Para a avaliacdo de tratamento, a concentracdo de PD-L1 nas EVs parece ser
preditiva de uma melhor resposta a imunoterapia com o inibidor de checkpoint anti-
PD-1 (CHEN; BODE; DONG, 2017; CORDONNIER et al., 2020). Foi detectada a
mudanc¢a no perfil de miRNAs nas EVs ao longo do tratamento, o que pode ser
correlacionado com um maior tempo de livre de progressdo (SVEDMAN et al., 2018).
Supbe-se que as EVs estejam envolvidas com mecanismos reguladores de
resisténcia ao carrear substancias que vao modificar a expressao genética da célula
e diminuir sua sensibilidade ao tratamento (LUNAVAT et al., 2017).

Apesar de todas as evidéncias sobre sua utilidade, ainda ha barreiras para a
implementacéo da bidpsia liquida na pratica clinica de pacientes com melanoma. A
sensibilidade para a deteccdo dos biomarcadores ainda é desafiadora, especialmente
em pacientes na fase inicial e com uma carga tumoral menor que poderiam se
beneficiar mais dessas técnicas. E necessaria a padronizacdo dos métodos pré-
analiticos e analiticos, especialmente para melanoma, onde a heterogeneidade
tumoral pode se tornar um problema e levar a resultados falsos-negativos. Estudos
em larga escala para avaliar a real utilidade clinica também s&o obrigatdrios para que
0s testes possam ser utilizados comercialmente, e a maioria destes tende a focar nos

carcinomas em detrimento de outros tumores (HUANG; HOON, 2016).
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2.2.7 Realidade da bidpsia liguida em medicina veterinéaria

O foco da medicina veterinaria em biopsia liquida e medicina de precisao
ainda esta em estégio inicial. Por exemplo, estudos de genémica em veterinaria ainda
sao poucos e focam mais na detec¢do de mutacdes em tipos especificos de tumores
do que em bidpsia liquida. Apesar disso, observa-se um grande potencial na aplicacao
de bidpsia liquida para os pacientes veterinarios da mesma forma como em humanos
(CHIBUK et al., 2021; COLOMBE et al., 2022).

O rastreamento de cancer em cédes que ainda ndo tém a doenca avancada é
uma area de grande interesse em veterindria. Geralmente, 0s cédes sao
diagnosticados em estagios avancados, levando a uma maior dificuldade no manejo
da doenca e um pior prognéstico (LAVALLE et al., 2021). Sabendo-se que algumas
racas de cdes sdo mais predispostas ao cancer do que outras e que 0s cdes mais
idosos sdo mais susceptiveis, a aplicacdo de uma técnica para monitorar essas
populacées pode ajudar a obter um diagndstico precoce e um prognéstico mais
favoravel, como observado em humanos (CHIBUK et al., 2021; COLOMBE et al.,
2022).

No auxilio ao diagndstico, a biépsia liquida tem o potencial de ser utilizada em
pacientes com sinais clinicos e alteraces em exames sugestivas de cancer, porém
nos quais o tumor primario ndo € detectado ou se encontra em um sitio anatdémico
onde a coleta de bidpsia apresenta um alto risco de complicag@es. Visto que a bidpsia
liquida ndo € invasiva e ndo apresenta riscos para os pacientes, sua aplicacao poderia
auxiliar no diagnostico definitivo e aumenta as chances de iniciar um tratamento
adequado para esses pacientes (CHIBUK et al., 2021). As coletas de sangue seriadas
também permitem o monitoramento em tempo real da progressao tumoral, mesmo
gue nenhum tratamento esteja sendo realizado (COLOMBE et al., 2022).

Com a evolucdo da terapia dirigida em medicina humana, ha um maior
interesse na implementacao de drogas mais eficazes e direcionadas para o fenotipo
tumoral em medicina veterinaria. A caracterizacao do perfil mutacional e a avaliacao
da heterogeneidade tumoral pode identificar alvos terapéuticos e auxiliar no
tratamento personalizado. A presenca de mutacdes e marcadores circulantes pode
predizer a eficacia a determinados tratamentos de forma mais sensivel do que a
avaliacao do tumor sélido (CHIBUK et al., 2021).
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Por fim, a biopsia liquida permite o acompanhamento da resposta ao
tratamento. Os métodos de bidpsia liqguida podem ser mais sensiveis e especificos
para a avaliagdo da reducédo da carga tumoral frente a um tratamento do que 0s mais
tradicionalmente utilizados métodos de imagem para avaliar o tamanho tumoral, pois
nao estardo aumentados em condi¢cdes ndo neoplasicas que causam o aumento do
tumor, como a inflamacdo. O acompanhamento dos biomarcadores pode ajudar a
determinar o final do tratamento, evitando que o paciente seja tratado por um tempo
maior que o necesséario (CHIBUK et al., 2021). Ap6s o fim do tratamento, a
monitoracdo seriada dos biomarcadores tumorais pode prever o fim da remissao
tumoral precocemente (COLOMBE et al., 2022).

Da mesma forma que em oncologia humana, muitos desafios devem ser
superados para a implementacdo da biépsia liquida em medicina veterinaria. A
relevancia de cada biomarcador deve ser elucidada para o contexto clinico, visto que
diferentes neoplasias tém diferentes comportamentos. A sensibilidade analitica de
cada metodologia deve ser suficiente para a deteccdo dos biomarcadores nas
diferentes espécies. Identificar as alteracdes gendmicas de maior relevancia para
cada cancer pode ajudar no desenvolvimento de ensaios mais sensiveis e especificos,
porém o conhecimento das alteracdes genémicas dos tumores na espécie canina
ainda é limitado, muitas vezes sendo necessario recorrer a presenca de alteracdes
em regides semelhantes nos tumores humanos (CHIBUK et al., 2021).

De uma forma geral, os maiores desafios a serem superados serdo: a
otimizacdo e padronizacdo das praticas de coleta e das metodologias; a alta
sensibilidade analitica para maximizar a detec¢éo dos biomarcadores tumorais frente
a interferéncia gerada pelos demais componentes sanguineos; a alta especificidade
confirmada pela auséncia de resultados falsos-positivos em pacientes livres de
cancer; e a validacdo dos resultados em grupos amostrais de tamanho significativo e
em pacientes com diferentes tumores (CHIBUK et al., 2021).

A falta de uma regulamentacdo bem-definida para a comercializacao de testes
diagnésticos em medicina veterinaria em contraste com a medicina humana € um
desafio a parte, pois testes complexos podem ser comercializados sem estudos de
validac&o em larga escala. Por maior que seja a ambicao por aplicar novas tecnologias
na realidade veterinaria, esses testes precisam passar por validacdo clinica com
grande rigor analitico, para evitar que testes de ma qualidade e sem real valor

progndéstico levem a consequéncias graves para o paciente. Para biépsia liquida, onde
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sdo necessarias uma alta sensibilidade e uma amostra de alta qualidade, esse
cuidado deve ser ainda maior (CAWLEY; KHANNA, 2020; CHIBUK et al., 2021;
MOSES; NIEMI; KARLSSON, 2018).

Outro potencial obstaculo para a medicina veterinaria serd o preco dos
ensaios e o custo-beneficio de seu uso. Os testes de biopsia liquida requerem
equipamento e méao-de-obra especializada, o que os torna mais custosos. Visto que
0S pacientes caninos possuem uma menor expectativa de vida, os tutores podem
considerar que o gasto com o exame de bidpsia liquida, mesmo que para guiar um
tratamento, ndo valham a pena se ndo houver a garantia de resposta. Para o
monitoramento de pacientes saudaveis, esses métodos possivelmente serdo mais
caros que os demais exames de rotina, e os tutores podem questionar a sua
aplicabilidade em um animal que possivelmente nunca desenvolvera um cancer. Com
uma maior quantidade de pesquisas e o aumento da eficiéncia dos ensaios, espera-
se uma queda dos precos, mas estudos sdo necessarios para confirmar a garantia de
resultados (CHIBUK et al., 2021).

Muitos dos biomarcadores testados até o momento sdo baseados em
proteinas circulantes, como o antigeno carcinoembriogénico, a lactato-desidrogenase,
a proteina C reativa e o TK1, entre outros (BABA; SOOD; GUPTA, 2019; CAMPOS et
al., 2012; GARCIA et al., 2022; SAELLSTROM et al., 2022; SENHORELLO et al.,
2020). Esses marcadores protéicos demonstraram evidéncias em potencial na sua
utilizacéo diagndstica, progndstica e para monitoramento de tratamento, porém eles
apresentam sensibilidades e especificidades variaveis, e nenhum deles foi
considerado suficientemente especifico para distinguir pacientes oncoldgicos de
pacientes saudaveis ou com diferentes patologias (COLOMBE et al.,, 2022;
GROBMAN et al., 2017).

O biomarcador visto como mais promissor em medicina veterinaria é o ctDNA
(CHIBUK et al., 2021), porém muitos estudos em veterinaria inicialmente focaram no
cfDNA em vez do ctDNA (COLOMBE et al.,, 2022). O aumento do cfDNA livre
circulante em caes ja foi observado em uma série de condi¢cdes, neoplasicas e nao
neoplasicas (LETENDRE; GOGGS, 2017). Niveis aumentados de cfDNA e menor
integridade desse foi observada em cédes com diversas neoplasias, e uma quantidade
maior de cfDNA estava correlacionada com estagios mais avancados da doenca
(TAGAWA et al., 2019).
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A identificacdo do ctDNA dentro do cfDNA pela deteccdo de mutacdes e
rearranjos vem sendo estudada mais recentemente. Grande foco € dado ao estudo
do ctDNA em pacientes com carcinomas, principalmente os mamarios e uroteliais
(BECK et al., 2013; BEFFAGNA et al., 2017; COLOMBO et al., 2021; DE OLIVEIRA
et al., 2022; LEE et al., 2019; TAGAWA et al., 2020), mas mutacdes e rearranjos
cromossomais especificos para linfoma, sarcoma histiocitico e até mesmo no
melanoma oral canino ja foram detectadas no plasma de cées, demonstrando
potencial para o diagndstico e na avaliagdo da doenca residual minima (PROUTEAU;
ANDRE, 2019). A quantidade de ctDNA poderia diferenciar lesdes benignas de lesdes
malignas, visto que resultados significativamente distintos foram observados entre
lesbes esplénicas benignas e malignas (FAVARO et al., 2022).

O foco em deteccdo de CTCs é menor que o de ctDNA, mas foi abordado em
alguns estudos. Em um estudo piloto, Marconato et al. (2019) aplicaram a metodologia
de CellSearch® para buscar CTCs em cdes com carcinomas mamarios metastaticos
com resultados promissores e, apesar de uma baixa amostragem indicar a
necessidade de mais estudos, a quantificacdo de mais de duas CTCs no momento do
diagnéstico foi observada como um fator prognostico independente, associado a um
menor tempo de sobrevida. Outro grupo de pesquisadores, ao longo de 3 anos,
avaliou a expressao de diversos genes presentes nas CTCs do carcinoma mamario,
mas ausentes em leucdcitos, e desenhou um painel multimarcador para aplicagdo em
RT-gPCR (DA COSTA et al., 2011, 2012, 2013). A citometria de fluxo também foi
aplicada para a deteccéo de CTCs em pacientes com osteossarcoma (WRIGHT et al.,
2019). Estudos para a deteccdo de CTCs por métodos fisicos ainda ndo foram
publicados.

As EVs como biomarcadores tumorais também tém despertado o interesse
em medicina veterinaria. Aumento da quantidade de EVs e de miRNAs relacionados
com as células tumorais foi observado em osteossarcomas (BRADY et al., 2018),
carcinomas mamarios (FISH et al., 2018) e em linfomas (ASADA et al.,, 2019;
GARNICA et al., 2020). Poucos estudos tém focado em miRNAs circulantes e seus
padrdes especificos nas neoplasias, mas 0s achados demonstram que seu uso pode
ser interessante para o diagnéstico e o progndéstico de cancer (CRAIG et al., 2019;
FISH et al., 2018).

Quanto a metaboldmica, marcadores idnicos circulantes podem estar

aumentados ou diminuidos em quadros oncoldgicos. Estudos em veterinaria
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demonstraram que o aumento dos niveis cobre e a reducéo dos niveis de zinco na
circulacado podem estar relacionados com os quadros de cancer, com potencial uso
no monitoramento da resposta ao tratamento (CHAMEL et al., 2017; KAZMIERSKI et
al., 2001). Contudo, estes estudos ainda estdo em estagio muito inicial e requerem
confirmacdo com grupos amostrais mais robustos e maior controle de variaveis
externas, como o aporte nutricional destes pacientes (COLOMBE et al., 2022).

Concluindo, apesar de ainda em um estagio inicial, grande potencial é
observado na bidpsia liquida para a medicina veterinéria, e 0os avangos recentes na
gendbmica e na oncologia humana podem indicar o caminho pelo qual essas
metodologias podem ser aplicadas aos animais (CHIBUK et al., 2021). Muitas técnicas
ainda nao foram exploradas, e testes em cées podem levar a beneficios também para
a oncologia humana por estudos comparativos (BARUTELLO et al., 2018). As técnicas
ja testadas tém demonstrado capacidade em descrever as caracteristicas tumorais e
sua evolucédo. Baseando-se no conceito de salde Unica, estes biomarcadores que
tanto tém sido estudados em humanos provavelmente serdo eficazes também para o
uso em caes, e ambas as espécies poderdo se beneficiar de suas aplicabilidades em
medicina de precisdo (COLOMBE et al., 2022).
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3.1 ABSTRACT

Liguid biopsy is a novel tool to detect tumor biomarkers in blood, including circulating
tumor cells, and it may improve personalized medicine in oncology. These cells are
extensively studied for their prognostic, diagnostic, and treatment selection, and many
methods are available for their enrichment and characterization. However, studies in
veterinary medicine are lacking. We tested density-gradient-based isolation of
circulating tumor cells and tumoral mRNA characterization by real-time reverse-
transcriptase PCR in dogs with oral melanoma. In vitro pilot testing showed promising
results. Density-gradient centrifugation isolation was able to isolate cells in samples
diluted to one cell per mL of blood. At the same time, RT-gPCR could detect cells in
samples diluted to 10 cells per mL of blood. However, many hindrances were found
when patient samples were tested, and a high false-positive rate of 13/30 (43%) was
found. Based on our experience, we review the limitations and obstacles veterinarians
may encounter when working with liquid biopsy. These may be inherent to liquid biopsy
itself, such as lack of standardization and need for high sensitivity, or challenges

inherent to veterinary research, such as low cooperation of pet owners.

KEYWORDS: Density-gradient centrifugation; Liquid biopsy; RT-gPCR.
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3.2 INTRODUCTION

Cancer is a leading cause of death worldwide in humans and many companion
animals. It is considered the most common cause of death in dogs.!'4> Among many
cancer types, melanoma is a common diagnosis with a poor prognosis, mainly due to
its high metastatic potential. It is estimated that patients diagnosed with melanoma
have a median survival time of about three months.52:53

Due to the extensive impact of cancer on our society, there is an increasing
interest in improving diagnostic and monitoring tools in human and veterinary
oncology. One tool emerging and getting significant attention among researchers is a
liquid biopsy.13° Liquid biopsy is a term that comprises any analysis performed on a
blood sample for screening of tumor-derived biomarkers.>® It has many potential
applications in diagnosis, prognosis evaluation, treatment selection, and follow-up of
cancer, being studied in many types of tumors in human oncology,® including
melanoma.2%30.32

Tumor-derived biomarkers that may be analyzed include circulating tumoral
DNA (ctDNA), extracellular vesicles, microRNAs, and circulating tumor cells
(CTCs).40.80 CTCs are considered one of the most well-developed biomarkers in liquid
biopsy, along with ctDNA. Studies show its usefulness in tumor profiling, prognosis,
and monitoring residual disease across many tumor types.%239

Since CTCs are present in low quantities in the blood, their detection starts with
an enrichment step to increase their concentration in the sample. Enrichment methods
may be immunological-based selection, relying on CTC surface antigens, or physical-
based selection, relying on characteristics such as size, deformability, density, and
electromagnetism.? Then, the tumoral origin must then be confirmed in isolated CTCs
by a characterization step, which may provide further prognostic information. Adequate
choice of characterization method can depend on the enrichment method selected, but
most notably includes protein level analysis by immunostaining and genomics
characterization, which may include detection of mMRNA markers by real-time reverse-
transcriptase PCR (RT-qPCR).?’

CTC isolation has its specific advantages when compared with other markers.
Intact CTCs may allow studies focusing on cell morphology, immunophenotyping,
functional, and cell-culture studies that would not be possible only by ctDNA

detection.#6>° Nevertheless, it has several well-known limitations. CTCs are less
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abundant and more fragile than ctDNA, making their detection more challenging. Also,
CTC-detection methods lack standardization, and there are multiple approaches one
can use to enrich and isolate CTCs, with variable results among them.>°

It is known that dogs, among many other animals, serve as models for studying
human diseases, most notably cancer, due to their similarities in systemic responses
and exposure to environmental factors with humans.3193543 Despite that, studies
involving liquid biopsy in veterinary oncology are still lacking, especially those
consisting of CTC detection methods, so much research is still needed in this
area.'1324 Based on this, our study group sought to apply CTC enrichment and
characterization methods, more specifically density-gradient-based enrichment and
MRNA detection by RT-gPCR, respectively, to study CTC behavior in dogs with oral
melanoma. However, we found many struggles in adapting these new techniques to
our veterinary medicine reality, some of these involving liquid biopsy method and
sample handling difficulties, and some involving challenges inherent to veterinary
research.

The objective of this study was to report our experience with the application of
a CTC detection method in dogs with oral melanoma and, based on our results and
difficulties in doing so, discuss limitations and obstacles that can hinder the further

implementation of liquid biopsy in veterinary medicine.

3.3 MATERIALS AND METHODS

3.3.1 Ethics committee

This study was approved by the Ethics Committee on Animal Research from the
University of Sdo Paulo under Id number 8500210717.

3.3.2 Patient selection

Dogs of any age, breed, and gender diagnosed with primary or recurring oral
melanoma were selected for this study. Melanocytic neoplasia must have been
confirmed by cytology or histopathology before inclusion in this study. In patients with
primary melanoma, samples were collected before tumor excision or any kind of

treatment, such as chemotherapy or immunotherapy. Patients with recurring
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melanoma were included when remission was previously achieved, and they were not
under treatment when the tumor recurred. Samples were collected before a new
surgical intervention or treatment was initiated. Due to a lack of interest from owners
to go to our lab, most blood samples were collected by other oncologist veterinarians
throughout Sdo Paulo state and sent to our laboratory. These veterinarians were
instructed to sample at least 2 mL of whole blood into an EDTA tube and send it to our
lab under refrigeration. Samples were processed as soon as they got to the lab for
RNA extraction.

3.3.3 Control samples

RT-gPCR negative control samples were obtained from a partner laboratory,
and 30 whole blood samples were selected from adult and puppy dogs of any sex or
breed with no confirmed history of melanocytic neoplasia and presented no abnormal
hematological parameters.

Positive controls were obtained by spiking a whole blood sample from a healthy
adult male dog with malignant melanoma cells from a primary cell culture isolated from
canine metastatic oral melanoma in a lymph node sample. Blood was divided into 1
mL samples, and each part was spiked with a sequentially smaller number of cells
(104, 108, 102, 10%, and 1) to measure the sensitivity of the RT-qPCR technique.

3.3.4 Density-gradient centrifugation

Samples were initially prepared by peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
and tumoral cell isolation using Ficoll®-paque PLUS density gradient media (Sigma-
Aldrich). Blood was diluted 1:1:1 in phosphate-buffered saline and Ficoll®-paque PLUS
gradient density media, followed by centrifugation at 400 x g for 25 minutes without
acceleration or brakes. PBMCs were isolated from their specific gradient range and
separated in the tube, in which remaining red blood cells were lysed in ACK lysis buffer,
so there were only PBMCs and tumoral cells were saved for RNA extraction.

Confirmation of tumoral cell isolation along PBMCs was performed by flow
cytometry. One primary cell culture was stained with CFSE, a fluorescent cell staining
dye, before blood spiking, followed by gradient-density centrifugation, PBMC isolation,
and flow cytometry in FACScalibur Flow Cytometer (BD Life Sciences, USA). Stained
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cells were considered tumoral cells among non-stained PBMCs. Flow-cytometry

results were analyzed on FlowJo® v10.8 Software (BD Life Sciences).

3.3.5 Real-time reverse transcriptase PCR

RT-qPCR protocols were performed following MIQE guidelines.” RNA was
extracted from PBMCs using the RNEasy® kit (QIAGEN, Germany), following the
manufacturer’s instructions, and quantified by fluorescence spectroscopy using Qubit®
RNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific, USA). RNA samples were kept frozen at -
80°C until processing.

Initially, random hexamer cDNA conversion was used, but a gene-specific
reverse transcription protocol was established to maximize specific MRNA selection
and reduce background noise. As such, reverse primers for both Melan-A (NCBI gene
sequence: NM_001194968.1) and Tyrosinase (NCBI gene sequence:
NM_001002941.1) genes were designed for application in this protocol (Melan-A: 5’-
TGGTGCATTGGGAACCACAAGT-3’; Tyrosinase: AGGAGTGGCTGCTTTTCTTCA).
A multiplex reaction with both primers was performed, using 1 uM of each primer per
reaction. Gene-specific reverse transcription was performed with SSIV® Reverse
Transcriptase (Life Technologies) protocol, following the manufacturer’s instructions.

A targeted pre-amplification step with SsoAdvanced® PreAmp supermix (Bio-
Rad, USA) was performed to enhance specific cDNA yield before RT-qPCR. TagMan®
probes (Thermo Fisher Scientific, USA) for Melan-A (Id: Cf02626139 _m1) and
Tyrosinase (Id: Cf02626296 _m1) were used, and the protocol was performed following
the manufacturer’s guidelines. Final DNA in solution was quantified by fluorescence
spectroscopy using Qubit® DNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific).

RT-gPCR reactions were performed using TagMan® Gene Expression Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, EUA) in a 10 L singleplex reaction containing 0.1 ng of
cDNA and 1x TagMan® probes. Each reaction was performed in duplicate. One
positive control of cDNA extracted from pure melanocytic cells from cell culture and
one negative control of DEPC water was also used.

Reactions were performed by using StepOne Plus® Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, USA) thermocycler. The cycling protocol consisted of 2 min at
50.0°C, 10 min at 95°C, 40 cycles of 15s at 95°C, and 1 min at 60°C. Results were
analyzed in StepOne® Software (Applied Biosystems, USA). 1,0% agarose gel
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electrophoresis was performed in positive samples to confirm if the amplicon size

matches the expected size to rule out nonspecific PCR product formation.

3.4 RESULTS

3.4.1 Testing of control samples

A pilot study was conducted with our positive and negative controls to assess
methodology sensitivity and specificity. CTC concentrations are rare, frequently being
less than ten cells per mL of blood, sometimes reaching concentrations as low as one
cell per mL of blood.>° We aimed to evaluate if we could potentially detect samples
with such low concentrations of cells in these samples. Each positive spiked sample
with different and serially lower quantities of cells was processed according to
described methods. A negative control sample consisted of blood without tumoral cells,
while a pure sample of tumoral cells was used as a positive control.

Enrichment by density-gradient centrifugation and separation was deemed
adequate for tumoral cell detection in spiked samples since flow cytometry could detect

stained cells in dilutions as low as one cell per mL of blood (Figure 1).
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Figure 1. Dot-plot and histogram representative of flow-cytometry analysis of
peripheral blood mononuclear cells isolated from a healthy dog spiked with serially
lower quantities of CFSE stained tumoral cells from a primary metastatic melanoma
cell line. Upper row: Dot-plot graphs. Lower row: Histogram graphs. a) Sample
spiked with 103 cells/mL of blood. b) Sample spiked with 102 cells/mL of
blood. c) Sample spiked with 10 cells/mL of blood. d) Sample spiked with 1 cell/mL of
blood. Analysis performed on FlowJo® v.10.8 Software (BD Life Sciences). 2022.

Enriched samples were then submitted to mRNA extraction and RT-qPCR.
Initially, cDNA conversion was performed with random hexamer cDNA conversion, and
no pre-amplification step was used in any samples.

Both pure tumoral cells sample and negative samples results were as expected
for target genes (positive and negative, respectively). However, when no specific
method to enhance mMRNA selection was applied to our samples, the sensitivity of
MRNA detection on spiked samples was lower than expected, with only samples
spiked with 104 and 102 cells/mL of blood having positive results. SDHA endogenous
control gene was tested to discard failed extraction and was detected in all samples.

Our first hypothesis for these results was that there was background noise
generated by random hexamer cDNA conversion. Hexamers anneal to random sites
throughout the RNA submitted for conversion, and RNA from PBMCs in these samples
must be much more abundant than tumoral cells. We confirmed this by performing RT-
gPCR of similar quantities of cells as our samples diluted in 1 mL of PBS, and we
detected positive results of RNA amplification for target genes when no background

noise from PBMCs was present.
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Based on these results, we sought to enhance RNA conversion specificity to
minimize background from PBMCs. RNA samples were submitted to gene-specific
reverse transcription since, with this method, only specific mMRNA should be targeted
by primers to start the reaction.

After the implementation of gene-specific reverse transcription, samples were
retested, and an increased specificity was found, with the detection of up to 102
cells/mL of blood. However, negative results were seen for 10 cells and < 10 cells/mL
of blood.

These results were deemed insufficient for testing in our patient samples since
our capacity to detect cells was still much higher than the CTC quantities described in
patient samples. So, the detection method still needed an improvement in sensitivity.
A pre-amplification step was then implemented before RT-gPCR to enhance the
concentration of target genes in samples before amplification, thus improving their
detection.

We tested samples of pure tumoral cells with and without pre-amplification to
assess improvement upon detection. We found a considerable reduction of cycle
threshold (Ct) in the one which had undergone pre-amplification (mean Ct for melan-
A gene: 17,34; mean Ct for tyrosinase gene: 14,43) when compared with the one which
had not undergone pre-amplification (mean Ct for melan-A gene: 25,17; mean Ct for
tyrosinase gene: 24,19), what can be correlated with a boost in target gene quantity in
the sample and which might help detection of such rare genes.

After the introduction of pre-amplification, samples spiked with 102, 10, and 1
cell per mL of blood were retested. Once more, an increased specificity was shown,
with the detection of up to 10 cells per mL of blood. Negative results were found for
samples diluted to 1 cell per mL of blood and negative samples.

Our results showed excellent improvement compared to the first results before
gene-specific reverse transcription and pre-amplification. This sensitivity was
considered the most we could get with available tools since we had achieved a capacity
of detection of around ten cells per mL of blood, which some previous studies were
able to find in cancer patients. So, even though we would miss patients with fewer cells
in circulations, we could potentially have positive results in patients with a higher
burden of CTCs.
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3.4.2 Testing of patient samples

Samples obtained from 31 dogs meeting our inclusion criteria were obtained for
testing. Most patient owners had several restraints with taking their pets to another
clinic for blood collection. Consequently, samples were sent to our lab from many
clinics, maintained under refrigeration, and processed quickly after arrival. Density-
gradient separation of PBMCs and RNA extraction was performed immediately,
followed by freezing at -80°C for further analysis.

All 31 samples from patients and 30 negative controls were processed following
methods standardized during the pilot study. RT-gPCR reactions were performed in
triplicate, and cDNA quantity was set at 0.1 ng per reaction. SDHA endogenous gene
could not be included in gene-specific reverse-transcription, as it would generate
background noise from PBMCs expressing it. So relative quantification would not be
assessed, and any result that presented an amplification curve of Ct < 35 was
considered “positive,” while a Ct > 35 or the absence of such curve was considered
“negative.”

The results for 31 melanoma patients were initially perceived as promising.
There were 29/31 (94%) positive samples for at least one target gene, with 27/31 (87%)
being positive for melan-A, 16/31 (51%) being positive for tyrosinase, and 14/31 (45%)
being positive for both. Only 2/31 (6%) samples were negative for both markers. There
was not a significant disparity between replicates in the samples. The mean Ct of
detection for melan-A was 34.55 and for tyrosinase was 34,18. One patient had a
significantly lower Ct for both target genes (Ct for melan-A = 26.72; Ct for tyrosinase =
28.5), suggesting a more prominent expression of target genes in these CTCs.

When evaluating results from negative samples, however, results were quite
disappointing. There was a high number of samples returning positive results (Melan-
A = 13/30; 43%; Tyrosinase = 12/30; 40%). All samples positive for tyrosinase were
also positive for melan-A. The mean Ct of detection for melan-A was 32.34 and for
tyrosinase was 32,55, both being lower than the mean of samples from patients with
melanoma. Lowest Ct for melan-A was 28.25 and for tyrosinase was 30.18, so none
of the negative controls had a Ct as low as our lowest sample.

Amplicons were submitted to a 1,0% agarose gel electrophoresis to confirm
whether positive results found in both positive and negative samples corresponded to

correct target genes. Samples were run alongside a 100-bp ladder, one positive and
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one negative control. Gels were stained with GelRed® nucleic acid stain (Biotium,
USA).

Both positive and negative samples showed smeared bands across the gel.
Thus, we could not confirm target-amplicon amplification. Since electrophoresis
conditions were deemed proper and positive and negative controls and DNA ladder
results were as expected, we suppose positive results in RT-qPCR corresponded to

nonspecific amplification or degraded cDNA (Figure 2).
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Figure 2. Gel picture of RT-qPCR performed for
patients with canine oral melanoma. Lane 1. 100bp-
ladder. Lanes 2-3. Positive controls. Lanes 4-12.
Samples. Faint smears on samples suggest
fluorescence detected corresponds to unspecific
amplification. 2022.

3.5 DISCUSSION
3.5.1 Results illustrate the challenges of liquid biopsies

Liquid biopsy has recently gathered massive interest from the scientific community,
mainly due to its potential applications in precision medicine. However, it is still a
novelty technology. Thus, it still has several limitations to overcome. Our results
illustrate some challenges of liquid biopsies, among which the most notable are: a wide

variety of arrays but lack of standardization; the need for high sensitivity due to low
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concentration of biomarkers; and complex pre-analytical management of samples to

maintain their stability.>?®

3.5.2 Lack of standardization makes it unfeasible to predict which method will

lead to better results

Liquid biopsy currently needs more standardization, and lack of standardization
makes it unfeasible to predict which method will lead to better results. There are many
liquid biopsy biomarkers besides CTCs and many types of assays for each of these.
Also, there is a variation in outcomes according to the kind of tumors and their specific
biology. Review studies seek to collect and reunite findings for each method and tumor
to provide more evidence of which will be better in each situation.*%57 Still, all these
factors contribute to heterogeneity in results and may be misleading in deciding which
assay and biomarker are better for a specific clinical setting, leading to dubious
results.t

Even among commercially approved tests, lack of standardization makes it
challenging to select the best liquid biopsy strategy. Low congruency was found among
different certified commercial liquid biopsy tests based on the same assay, even when
applied to the same sample, which could potentially lead to distinct management of
patients depending on the chosen platform.>> Among CTC isolation methods, the only
US FDA-approved test to this day is CellSearch®, an immunoaffinity-based test for
detecting EpCAM-positive cells.t” However, tumors from mesenchymal origin do not
express EpCAM markers. Also, CTCs from epithelial tumors may lose their EpCAM
expression during the epithelial-mesenchymal transition, leading to false-negative
results.>38

When analyzing CTCs specifically, some thought must be given both to
enrichment and CTC characterization method selection, as different methods in each
step may lead to different outcomes and consequences.® There are several methods
one may choose, each with specific advantages and disadvantages. Distinct
techniques may yield inconsistent levels of purity and bias in the pool of isolated cells,*?
so a good choice of methodology should be crucial for good results.

For enrichment of our samples, we opted for density-based centrifugation
isolation, one of the first described methods for CTC isolation. Commercially available

media are numerous, including Ficoll-Paque and Percoll (GE Healthcare). When using
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this method, CTCs are isolated amongst the PBMCs and can be quickly recovered.
Meanwhile, erythrocytes, platelets, and granulocytes are separated from the sample.
It is a widely available and relatively cheap method of isolation of CTCs. Even though
some tumoral cells may be lost due to variation of density, it has reasonable recovery
rates. However, the purity of the sample remains a known issue since even after
removing granulocytes, there still is a high number of mononuclear cells in the sample
compared to CTCs.38 Specific separation media such as the OncoQuick® tubes were
developed for enhancing the selection of CTCs among mononuclear cells with equally
good recovery rates and better purity.?®> However, they are more expensive and less
available in our region.

To characterize CTCs, we opted for a gPCR method involving genes commonly
expressed by melanotic tumors but absent in the blood. RT-gPCR is an indirect method
because it does not detect the intact cell but a tumor-specific gene.> It is a widely
used, relatively simple test with high sensitivity, particularly when a panel of target
genes is used to enhance the probability of detection of the highly heterogeneous
CTCs.3347 RT-gPCR has its technical limitations when RNA is targeted due to RNA’s
low stability and need for careful handling. However, when applied to CTC detection,
there are some specific drawbacks: the need for several steps to validate molecular
analysis frequently leads to considerable variability and low reproducibility among
studies; small sample sizes may hamper further testing and statistical analysis; also,
CTC number estimation may be off since it does not detect them directly and gene
expression is variable.*

In our study, the choice of density-based gradient isolation and RT-qPCR reflect
the availability and relatively low costs of specific equipment and reagents in our
region. RT-qPCR was already used for CTC detection in human cutaneous
melanomas, sometimes even when no enrichment methods were applied to the buffy
coat. However, a larger sample volume was used.?%37 In veterinary medicine, studies
with RT-gPCR for CTC expressed genes were performed with good results in
mammary gland carcinomas, 1416 but no such studies were seen in melanoma, and
liquid biopsy interest in veterinary research has since focused more on ctDNA.1?

In our study, standardization was highly time-consuming. Our results were
initially unsatisfactory even when accounting for all specificities mentioned for both
chosen methods. Since no other studies were performed in canine melanoma, we do

not know yet if this may represent that these techniques are not adequate for this
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particular tumor in dogs, even if we find it quite unlikely. However, this cannot be readily
discarded. Even though tumor biology and progression are quite similar in dogs and
humans, canine oral melanoma is more like mucosal melanomas in humans. Even
though CTC detection in this tumor was proven,3* no further studies were performed
to evaluate RT-qPCR performance. Oral melanomas have one of the highest
mutational burdens of canine tumors,® which could lead to melanomas losing
expression of common genes such as melan-A and tyrosinase.

There are some efforts to solve this standardization issue in liquid biopsy. There
are currently groups of researchers forming research consortiums in Europe® and the
USA® focusing on liquid biopsy studies, including standardization. Some authors
suggest that the best way is to develop an algorithm that combines circulating
biomarkers not to select a supposedly correct single approach but to identify the best
combination of assays and markers that lead to a better understanding of cancer’s

progression in each patient.*

3.5.3 Necessity of high sensitivity may have introduced bias to the technique

Among other characteristics, an ideal platform for CTC detection must have a high
sensitivity, which means a capacity for detecting rare CTCs in the sample, and a high
specificity, which means no false-positive results.® Although RT-qPCR is a highly
sensitive method, the low concentration of CTCs in patients’ blood is a challenge to
overcome. Most available molecular analysis techniques have a detection limit of 1%,
and CTC purity in a sample often falls under this limit.22> Some steps may be performed
to minimize false negatives due to insufficient quantities of target genes in the sample.
Two of the methods used in this study are target gene-specific cDNA synthesis and
pre-amplification.

Gene-specific cDNA synthesis is a method of cDNA priming based on using
primers that bind to the target mMRNA among the entire mMRNA pool, in contrast with
widely used random hexamers and oligo-dTs. When this method is used, primers
should anneal only to target genes and, consequently, synthesize a highly specific
cDNA, being the most sensitive option for quantification.® It does, however, has its
pitfalls. The risk of formation of primer-dimers when multiplex reactions are performed

is an inherent danger, so a limited number of genes should be preferred.®
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Pre-amplification is a method of increasing the concentration of target DNA
before PCR analysis to overcome a low number of copies of the target gene, which
should be helpful when sample quantity is limited, especially when multiple genes are
being tested. It is based on a pre-cycling step of the target genes in the sample. Poor
planning and misusing pre-amplification are thought to lead to poor preservation of
relationships between genes and consequently biased results, so it should be used
carefully.3®

Both techniques were implemented to enhance the target cDNA concentration
in the sample before analysis. However, we hypothesize it may have introduced bias
in our study. One example was that the conversion of housekeeping genes was
impossible during gene-specific cDNA synthesis to minimize background noise.
Housekeeping genes are expressed stably in all cell types, and as such, they are used
for normalizing gene-expression results.? Inclusion of a housekeeping gene as a
target in a gene-specific primer pool for reverse transcription would lead to an overt
amplification of its abundant transcripts compared to rarer melan-A and tyrosinase,
present in CTC only. As such, the gene-expression analysis would not be possible in
our study, and the only information obtained would be the presence-absence of target
genes in the sample.

Before our study, some research groups could detect melanoma mMRNA
transcripts of CTCs in blood using conventional PCR methods and without the aid of
pre-treatment.*45%.58 We question if the absence of this step would not lead to a high
number of false-negative results in such studies, but at least what they show us is that
some patients may have positive results without it, and we suppose these patients
must have a higher number of CTCs.

Newer studies and protocols tend to recommend a pre-treatment step before
PCR. A standard protocol for melanoma transcripts amplification of CTCs in blood was
recently published, and it adopts pre-amplification of samples but not target-specific
cDNA synthesis.*? This shows us that, among both methods mentioned, gene-specific
cDNA synthesis may not be necessary to correct the evaluation of samples, which
should decrease both the bias introduced and the cost of analysis. We question if some
of our positive signals in both positive and negative samples may not represent primer-
dimer formation since it was a reported risk of target-specific cDNA. This step may be
cut from future adaptations of this study.



126

3.5.4 Sample handling and quality are critical due to the low viability of CTCs

One of the most critical steps in liquid biopsy is sample handling and quality in
the pre-analytical phase due to the low viability of CTCs in the samples. Most
biomarkers have both a low concentration and a very short half-life. CTCs half-life is
reported as very few hours after blood collection.® Methods for trying and preserving
CTC integrity and viability are currently being developed. CellSave® Preservative
Tubes (CellSearch, USA) may be able to maintain CTC integrity for up to 96h, though
focusing on CellSearch® enrichment and DNA-based downstream applications. Thus,
it may not be helpful for some techniques, especially RNA-based transcriptional
analysis, since the preservative used could not help avoid RNA degradation in the
sample.3! Maintaining viability in the sample is critical when mRNA is targeted for CTC
analysis. RNA handling is known to be quite complicated due to its instability and the
presence of RNases that degrade it from the sample.* Many recommendations on
workstation cleaning and sample handling are established in protocols to minimize
RNA degradation and contamination.*?

In our study, we believe most of our unsatisfactory results were due to loss of
sample viability. Due to blood collection being performed in partner clinics, most of our
samples took hours to get to our laboratory. We will discuss more difficulties getting
patients to our lab in a later section. It is worth noting that, for some methods of
melanoma CTC detection, some protocols may establish blood processing within 24h
of specimen collection.?® However, these techniques usually detect surface proteins
on CTCs, not mRNA, which we suppose could have degraded by the time the sample
got to the laboratory.

The use of RNA stabilization solutions, such as RNAlater® (Thermo Fisher,
USA), is a way of protecting RNA in fresh specimens. Even though its mainly used in
tissue preservation, it may as well be used with blood. Pre-treatment with such
solutions allows sample storage for more extended periods at low temperatures for
later analysis.®* However, preserving RNA from whole blood samples before treatment
will also prevent the use of density-gradient-based enrichment since it does not
maintain cell integrity. The lack of a CTC enrichment step would lead to higher
background RNA, and the separation of rare RNA transcripts of CTC would be even
more challenging. So, RNA-later pre-treatment is not viable, and preserving CTCs

would be a better option.
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We highlight the need for a method for preserving RNA samples inside CTCs
for these situations, where sample processing is not immediately possible, and CTCs
and RNA within it needs to be maintained viable until an enrichment step is performed.
Until such a method exists, RNA-based liquid biopsies still need fast processing to

avoid RNA degradation, which may have contributed to the results seen in our study.

3.5.5 Veterinary medicine still has challenges of its own to overcome to
implement liquid biopsy techniques

Veterinary medicine lags behind human medical research, not only in
applications and validation of new technology but also when comparing research
methodologies and concepts, due to its intrinsic particularities and pharmaceutical
market interests more focused on human medicine.?2°¢ Although the overall figure may
be changing for the best in recent years with the rising concepts of “One Medicine” and
“One Health,” 4! there are many challenges to overcome in veterinary research. In this
section, we take a moment to discuss some issues we found in developing our
research.

Recruiting patients is emphasized as being hard in veterinary research.¢ Most
dog owners did not want to take their pets for blood collection at our laboratory, opting
for blood collection and sampling in a partner clinic for convenience. To our
understanding, this was probably the most critical issue that led to unsatisfactory
results due to the already mentioned careful handling of samples being fundamental
to liquid biopsy success.

Regarding sampling, vacuum blood sampling should be the ideal method of
collecting blood in veterinary medicine. However, it has several drawbacks, including
the stressful and uncomfortable holding of the patient in a fixed position and the risk of
sudden movement leading to repositioning the needle being generally unsafe. Thus,
many veterinarians prefer collection with a needle and syringe.*® However, vacuum
collection would allow discarding the first milliliters of blood without removing the
needle from the collection site. It is considered ideal for avoiding the collection of skin
cells that may skew liquid biopsy tests, and it is performed in some studies involving
melanotic cells.”4451 We had no control over collection methods since owners did not

come to our laboratory.
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Blood sampling volume also may be an issue for future liquid biopsy testing and

implementation in clinical practice. Since liquid biopsy biomarkers are rare in
circulation, most tests require large volumes of blood to ensure sensitivity.*® Most
veterinary patients are diagnosed in later stages of cancer and have precarious clinical
conditions, and drawing large volumes may be risky in smaller patients. Many tutors
and even veterinarians were reluctant to enroll in our study when we asked for a larger
quantity than 2 mL of blood.
Another challenge to overcome is testing costs. PCR reagents and plastics are quite
expensive. High demand for these materials, as seen in the COVID-19 pandemic, may
contribute to even higher pricing. RT-gPCR is cheaper than most other liquid biopsy
methods, and newer methods and technologies may allow prices to drop even more.
However, PCR is still way pricier than most conventional laboratory methods. So many
specific reagents and steps are necessary to ensure correct mMRNA detection that RT-
gPCR becomes costlier than most conventional PCRs. If prices are still this high when
liquid biopsies applications are commercially available, many owners will probably be
repelled and opt not to test their pets.

At last, it is worth pointing out that liquid biopsy benefits to pets are still not fully
clear. Some veterinarians and tutors willingly wanted to enroll in this study, but some
refused since there was no tangible benefit for their patients and pets. Pet owners are
becoming increasingly educated and involved, and outcome prediction is a growing
concern among them.5 Without more research, it is impossible to tell if liquid biopsy
benefits will outweigh the risks and costs discussed. So, more research regarding
liquid biopsy is desired, so the more reluctant pet owners start to understand how much
of a breakthrough it may be for veterinary oncology as it already is showing to be in

human oncology.

3.6 CONCLUSION

Liquid biopsy is a novelty technique with several critical steps that must be
carefully considered for quality results. Many challenges should be overcome until we
can fully adopt it in veterinary medicine and research scenario. Some of these
challenges regard the technique itself, such as lack of standardization and the need
for high sensitivity and sample handling, but many challenges regarding veterinary
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medicine’s reality, such as the willingness of pet owners to cooperate with researchers
to better control biases.

Even though the results were not as satisfactory as we would like, we believe a
few adjustments in technique should suffice to get a better outcome. Eliminating gene-
specific cDNA synthesis and its replacement with random hexamers are enough to
match all conditions with recently published protocols. However, sampling may remain
challenging, and there will be a great effort in recruiting patients and pet owners to our
lab to control sampling bias better, as we believe this was the main reason for the

observed results.
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4.2 ABSTRACT

Liquid biopsy for circulating tumor cell detection is generally unexplored in veterinary
medicine. Dogs with highly aggressive and heterogeneous tumors, such as oral
melanoma, could benefit from studies involving size-based isolation since they do not
depend on antibodies, and these cells may lose expression of their markers. We
sought to detect melanoma circulating tumoral cells using Isolation by Size of Tumor
Cells, a microfiltration methodology, followed by immunocytochemistry (ICC) with
melan-A, PNL2, and S100. Ten canine patients were enrolled, prognostic data from
these patients were assessed, and blood samples were collected for microfiltration
analysis. Results have shown the detection of intact cells in 9/10 patients. ICC has
shown 3/10 melan-A-positive, 3/10 PNL2-positive, and 8/10 S100-positive patients,
confirming the importance of opting for a multimarker assay. However, S100 was not
considered a specific marker. We found a significant number of negative-stained cells,
suggesting their high heterogeneity in circulation. Stained microemboli were found in
a patient with an already high isolated cell count and advanced clinical stage. We found
a significant difference in circulating tumor cell count between patients with and without
lymph node metastasis, which may correlate with clinical staging and prognosis
assessment. We recommend future studies focus on a more considerable number of
samples to assess clinical utility better and validate findings of this method in canine

patients.

KEYWORDS: Circulating tumor cells, Dogs, Immunocytochemistry, Liquid biopsy,

Melanoma

4.3 INTRODUCTION

Neoplasia is the most common cause of death among most species, including

household pets.! Due to cancer’s considerable prevalence and vast impact on society,
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there is an ever-growing interest in improving its diagnostic and monitoring tools. With
the current emerging focus on precision medicine, techniques such as liquid biopsy
that may provide a better understanding of cancer and improve upon existing methods
have experienced considerable attention from researchers.>1

Liquid biopsy is any analysis performed on blood samples to screen tumor-
derived biomarkers. These include intact circulating tumor cells (CTCs) or cell-free
nucleic acids released from primary or metastatic tumors in the peripheral blood of
patients.'? Researchers see in liquid biopsy many potential applications, such as early
screening in patients with a family history; assessment of minimal residual disease;
identifying therapeutic targets or resistance mechanisms; monitoring real-time
treatment response and tumor progression; among others.?-1%

It is known that dogs are invaluable models for studying disease progression,
novel diagnostic tools efficiency, and treatment options for many diseases shared with
humans. One notable example of disease is cancer, due to similarities in immune
system responses and exposure to environmental factors.'3-17 Despite that, studies
involving liquid biopsy in veterinary oncology are still lacking. Reviews on the subject
focusing on veterinary research have been published!®1% and some studies have
shown promising results, usually using DNA-based techniques.?°-?? However,
considering the vast array of techniques and numerous original studies already
conducted in human oncology, there is still much research to be done in veterinary
oncology.

Few studies have focused on CTC detection in dogs. CTCs are considered,
along with circulating tumoral DNA, one of the most well-developed biomarkers in liquid
biopsy, with reported usefulness in tumor profiling, prognosis, and monitoring of
residual disease. #2923 They may be enriched in a sample by immune-affinity methods,
such as the FDA-approved CellSearch®, or by physical-based methods, such as their
size and deformability.’824 The CellSearch® method was previously tested in dog
samples?® Still, once it depends on monoclonal antibodies that may differ among
species, physical-based methods may represent a preferable way to detect most intact
CTCs in dogs. Intact CTCs may allow studies focusing on cell morphology,
immunophenotyping, functional, and cell-culture studies that would not be possible
only by cell-free DNA detection.®1° Thus, CTC detection should not be underestimated,

and veterinary oncology may also benefit from studies focusing on this biomarker.
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CTCs, as well as other biomarkers, are rare in circulation. They tend to be
increased in more aggressive cancers in their later stages, and higher counts are
usually correlated to a bad prognosis.82326 Thus, liquid biopsy applications are
beneficial for cancers with a high rate of aggressiveness and metastatic disease. In
veterinary oncology, most studies on liquid biopsy focus on mammary carcinomas.
2021,2527-29  However, dogs have many other highly aggressive cancers, including
melanoma. It is a common diagnosis that frequently has a poor prognosis, accounting
for around 7% of all malignant tumors in this species. It is mainly found in the oral cavity
or the lip, with high metastatic potential and a median survival time of about three
months.3%-32 The veterinary scientific community greatly endeavors to assess better
prognostic, diagnostic, and treatment options for canine melanomas. 3334

To this day, only one liquid biopsy study focused on melanoma, using circulating
tumoral DNA as a biomarker.?? As such, no CTC detection methods have been tested
yet for this tumor. Given the relevance of melanoma to canine patients and its high
aggressiveness, we believe the testing of new techniques could potentially lead to new
insights on this disease, and veterinary patients may benefit from these. Therefore,
this study aims to detect melanoma CTCs using a size-based enrichment method,
specifically Isolation by Size of Tumor Cells (ISET), a microfiltration technique, followed

by ICC to confirm the melanocytic origin of retained cells.

4.4 MATERIALS AND METHODS

4.4.1 Ethics disclaimer

This study was approved by the Ethics Committee on Animal Research from the
University of Sdo Paulo under Id number 8500210717.

4.4.2 Cell line validation statement

Melanoma cells from a primary cell culture isolated from canine metastatic oral
melanoma in a lymph node (MeLN-cells) are used as positive controls for
immunocytochemistry. Previous genome sequencing and immunohistochemistry for
PNL2 in a paraffin-embedded cell-block sample confirmed the melanocytic origin of

these cells.
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4.4.3 Control samples

A negative control sample was obtained from a healthy adult male dog, and a
whole blood sample was collected into an EDTA tube. Positive controls were obtained
by spiking whole blood from the same healthy dog with MeLN-cells. Spiking was
performed with 100 cells per 1 mL of whole blood.

4.4.4 Patient Selection and Sample Collection

Dogs of any age, breed, and gender diagnosed with primary or recurring oral
melanoma were selected for this study. Melanocytic neoplasia must be confirmed by
cytology or histopathology. Two patients initially diagnosed with amelanotic melanoma
were confirmed to have fibrosarcoma and osteosarcoma by histopathology and were
used for ICC evaluation. Information on primary or recurring disease and pigmentation
of tumors were collected. Also, a prognostic assessment of each patient was
performed according to the World Health Organization clinical staging®? the TNM

staging system, and overall survival analysis (Table 1).



Table 1. Characterization of 10 patients with oral melanoma. 2022.
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. Survival
] Primary WHO
Patient Age Tumor o after
Breed Sex or . ) Clinical TNM
ID (years) ) pigmentation diagnosis
recurring Stage
(days)
1 Shih-Tzu 11 M Primary Melanotic [l T3N1MO 90*
2 Mixed 9 F  Recurring Melanotic [l T3NOMO 594
3 Chow-chow 13 M Primary Amelanaotic [l T3NOMO 36*
Yorkshire ) ]
4 ) 10 M Recurring  Amelanotic Il T3NOMO 330
terrier
5 Shih-Tzu 14 F Primary Melanotic Il T3NOMO 138
Golden ] ]
6 ] 12 F Recurring Melanotic Il T3N1MO 120*
retriever
7 Mixed 16 F Recurring  Amelanotic Il T3N1MO 242*
8 Pug 8 M Recurring  Amelanotic v T3NOM1 33
9 Daschund 17 M Recurring  Amelanotic v T3N1M1 38*
Golden ] )
10 . 8 M Primary Melanotic I T2NOMO 333
retriever

*Euthanized patients

In patients with primary melanoma, samples were collected before tumor
excision or any treatment, such as chemotherapy or immunotherapy. In patients with
recurring melanoma, patients were included when they were in remission and were not
undergoing any treatment when the tumor recurred, and their samples were collected
before a new surgical intervention or treatment was initiated.

Microfiltration samples were usually collected right before the surgical excision
of the tumor. Between 8 and 10 mL of whole blood were collected into EDTA tubes.
Venipuncture was performed in a single draw, and blood samples were homogenized
until processing to minimize platelet clump formation. Then, they were submitted to

microfiltration with ISET, as described in the next section.

4.4.5 Processing for Microfiltration

The microfiltration method chosen was the ISET system (Rarecells®

Diagnostics, France).
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Whole blood samples were prepared for microfiltration by dilution in a hemolysis
buffer containing 0,2% paraformaldehyde for cell fixation. Samples were diluted at a
1:10 ratio and kept under constant mixing for 10 minutes at room temperature.

After lysis, samples were loaded on the ISET® module, which contains six wells
that allow filtration of up to 10 mL of blood (five wells for 1 mL of blood each and a
larger well for 5 mL of blood divided into five minor spots). At the bottom of these wells
is a porous polycarbonate membrane with numerous calibrated 8 um pores that allow
filtration of smaller structures and cells (leukocytes, red blood cells, and platelets),
retaining bigger neoplastic cells.

After loading, a vacuum of 10 bar was created by a vacuum pump, and samples
were filtrated through the membranes. The membrane was washed by adding 1x PBS
still under vacuum pressure. After complete filtration, the membranes were detached
from the module and left to air-dry. Each membrane contains ten filtration spots to be

stained and analyzed. Membranes would be frozen at -20°C until analysis.

4.4.6 Staining and Immunocytochemistry

ICC staining was performed for confirmation of the expression of tumor-specific
protein markers. As such, antibodies against Melan-A (Dako/Agilent Technologies,
USA), S100 (Dako/Agilent Technologies, USA), and PNL-2 (Abcam, UK) were chosen
for staining melanocytic tumor cells. Dilutions used were 1:200, 1:200, and 1:100,
respectively.

ICC staining protocol was performed as follows: two spots per patient were
stained for each marker, corresponding to a total of 6 mL of blood analyzed per patient,
along with one spot for positive and negative controls. Each spot was first subjected to
antigen retrieval by a 2-minute heating and cooling sequence while submerged in an
antigen-retrieval solution. Then, each spot was hydrated in 1x TBS buffer for 20 min,
followed by permeabilization in 1x TBS buffer + 0,2 Triton® x-100 (Sigma-Aldrich,
USA) for 5 minutes. Antibodies were added at 1:100 dilution, and samples were
incubated for two hours at room temperature and protected from light exposure.
Afterward, samples were treated with EnVision®+ Dual System HRP (Dako/Agilent
Technologies, USA) secondary antibodies conjugated with HRP for 30 min at room

temperature.
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At last, spots were stained with DAB chromogen solution for 10 minutes, then
washed and air-dried. Each spot is subjected to a 2-minute hematoxylin stain for nuclei
staining, then mounted in an aqueous media for microscopic analysis with a light
microscope (Axioskop 40-Carl Zeiss, Germany). Pictures were taken with a coupled
digital camera (Sony Cyber-shot DSC-S75) at 100x magnification.

4.4.7 Statistical analysis

The unpaired Student’s t-test was used to compare the mean number of stained
CTCs found according to these parameters: Primary tumor vs. Recidive; Pigmented
tumor vs. Not pigmented; and Lymph node metastasis vs. No lymph node metastasis.
Pearson’s correlation test was used to verify if survival time and CTC count were
significantly correlated. Tumor size, distant metastasis, and clinical staging were not
considered because some sample groups had less than two patients in these
analyses.

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism v 6.0 software

(GraphPad Software, USA), and significance was set at 5%.

4.5 RESULTS

A total of 10 confirmed melanoma patients were enrolled in this study. Two
patients with oral tumors initially diagnosed as melanoma were then confirmed as
fiborosarcoma and osteosarcoma. They were kept in this study to evaluate the
specificity of ICC.

ISET performed on positive control has shown many retained MeLN-cells.
Melan-A, S100, and PNL2 staining confirmed the melanocytic origin of these cells.
Platelet clumps and cells with leukocyte morphology not stained with any markers were
also seen (Figure 1A, 1B, 1C).

No cells with morphology compatible with tumoral cells nor cells stained for
melan-A, PNL2, and S100 were found in the negative control. Many platelet clumps
retained cells with leukocyte morphology were found. CD45 staining confirmed these

cells as leukocytes (Figure 1D).
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Figure 1. Results of positive and negative control samples submitted to isolation by
Size of Tumoral Cells (ISET) method and stained by Immunocytochemistry. A. Positive
control. Arrows point to five melan-A-stained melanoma cells from a primary cell culture
(MeLN-cells). Asterisks represent micropores on ISET module membrane B. Positive
control. Three S100-stained MeLN-cells are seen. C. Positive control. One PNL2-
stained MeLN-cell is seen. Numerous leukocytes were retained due to platelet
clumping and were not stained. D. Negative control. Numerous leukocytes are
retained. CDA45 stained positive in these cells. DAB-chromogen. 2022.

We summarized ISET’s results for each of our patients in Table 2.



144

Table 2. Circulating tumor cell counting and immunostaining by Isolation by Size of
Tumor Cells methods in 10 dogs with oral melanoma, a dog with fibrosarcoma, and a
dog with osteosarcoma. 2022.

Stained  pMelan-A  PNL-2 S100 Negative Microemboli
Patient ID CTCsper positive positive positive — Cells (number of
6 mL of per 6 mL cells per
blood Per 2 mL of blood of blood embolus)
Patient 1 7 5 - 2 12 1(3)?
Patient 2 1 - - 1 3 -
Patient 3 - - - - - -
Patient 4 8 6 - 2 3 -
Patient 5 S) - - 5 - -
Patient 6 8 - 5 3 2 -
Patient 7 12 - - 12 3 -
Patient 8 3 - - 3 0 -
Patient 9 18 3 13 2 1 12(5‘:‘,,);
Patient 10 3 - 3 - - -
Fibrosarcoma 3 - - 3 1 -
Osteosarcoma 3 - - 3 1 -

(a) Negative for any marker. (b) S100 positive. (c) PNL2 positive.

We found stained CTCs in 9/10 patients with melanoma. The mean isolated
cell count was around 6,6 cells per patient in 6 mL of blood analyzed (mean: 1,1
cells/mL). When considering the total blood volume (6 mL), cell counting ranged from
0 to 18 per patient.

ICC showed that 3/10 patients had melan-A-positive cells, 3/10 had PNL2-
positive cells, and 8/10 had S100-positive cells. 8/10 patients also had negative cells
for all markers tested (Figure 2A, 2B, 2C).

We found circulating tumor microemboli (CTM) in 2/11 patients. Cells
composing CTM found in one patient were negative for any marker, while all CTM

found in another patient stained positive for either S100 or PNL2 (Figure 2D).
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Figure 2. Results of samples from canine patients with oral melanoma submitted to
isolation by Size of Tumoral Cells (ISET) method and stained by
immunocytochemistry. A. Circulating tumoral cell (CTC) stained by melan-A. B. CTC
stained by S100. C. Retained cell with morphology suggestive of CTC. D.
Microembolus containing many cells stained by PNL2. DAB-chromogen. 2022.

We also found retained cells in both patients with fibrosarcoma and
osteosarcoma. Neither melan-A nor PNL2-positive cells were found in these patients;
however, both S100-positive and unstained cells were found.

CTC count was not statistically significant with pigmentation and tumor
recurrence nor correlated with survival time. However, we found significantly higher

CTC counts in patients with lymph node metastasis (p <0.05) (Figure 3).
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Figure 3. Boxplot analysis comparing CTC counts in patients
with and without lymph node metastasis (LNM) at sampling.
The mean CTC count was significantly higher in patients with
LNM (p<0,05). 2022.

4.6 DISCUSSION

Liquid biopsy in veterinary medicine is still in its first steps, and it is seen as a
potential way to improve the care of veterinary patients.® Also, liquid biopsy research
in animal models could potentially lead to advances that can be applied to human
research due to similarities in tumor biology'3-'8. Many biomarkers are available for
liquid biopsy studies.'® Veterinary research has recently focused on tumoral DNA
detection.?>22, Regarding CTCs, studies were either performed by real-time
transcriptase-PCR and microarray analysis,?’?° flow cytometry,3® or CellSearch®.?°> To
our extent, this is the first time a physical-based method, more specifically
microfiltration by the ISET technique, was used to detect CTCs in dogs.

It is also the first report of a CTC detection method applied for canine oral
melanomas. Most previous reports on CTCs in canine tumors focused on mammary
gland carcinomas 2527-2°, Liquid biopsy was applied to canine oral melanoma to detect
circulating tumoral DNA,?? but not for intact CTCs.

We chose ISET, a size-based microfiltration method, for the enrichment of
CTCs. A systematic review of successful enrichment methods used for human
melanoma was published. It has shown that ISET is not commonly used for this tumor,
only accounting for around 3% of published papers. However, it is also stated that
physical-based methods may help avoid CTC loss due to low marker expression.36

these methods may be beneficial to melanoma research, seeing it is known for its
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heterogeneity.3’-3° Oral melanomas have one of the highest mutational burdens
among canine tumors.° It was found that ISET could isolate around twice as many
cells as immune-affinity-based methods being highly sensitive and not depending on
the target immune marker’s presence.*!

ISET can then be combined with PCR or immunocytochemistry to characterize
and confirm the tumoral origin of retained cells. Characterization is crucial when
physical-based methods are used due to a slight overlap between leukocytes' and
tumoral cells' characteristics.?* Regarding their size, tumor cells tend to have a mean
size of 15.6 uM, and larger leukocytes, such as activated monocytes, usually reach up
to 15 pM.*? Circulating melanoma cell size is also highly variable, ranging from 13 to
21 uM*3, Stained tumoral cells are reported to have detectable malignancy criteria
(large cell and nuclei size, irregular shape of nuclei, high nucleo-cytoplasmic ratio) that
could help their distinction (DE GIORGI et al., 2010). At first glance, we recognize that
morphology may help the differentiation of these cells, but circulating atypical
macrophages with large nuclei were already found in cancer patients.** Thus,
characterization using a marker assay is a more precise and safe way to confirm
tumoral origin.

We opted for immunocytochemistry instead PCR. Even though it is the most
studied technique for liquid biopsy in melanoma, PCR is an indirect method of CTC
detection, which means it does not prove the existence of intact viable circulating tumor
cells. Not differentiating viable from nonviable CTCs could lead to low clinical utility.
Also, even though it allows estimation of CTCs by comparing to controls, the actual
number of cells is not confirmed.3¢ Since one of the ISET advantages is maintaining
cell integrity during enrichment, we opted for immunocytochemistry to visualize intact
CTCs and access cell counting. Both techniques are equally as sensitive, as CTC
detection by ISET was significantly associated with mRNA tyrosinase levels in the
blood.*®

We chose a multimarker assay comprised of commonly used markers for
melanoma. Melan-A, a melanocyte differentiation antigen, S100, a family of proteins
involved in cellular growth, and PNL2, a monoclonal antibody capable of staining
melanocytes via an unknown protein, are classically used as markers for melanoma.
Melan-A and PNL2 are deemed more specific. Meanwhile, S100 is deemed more
sensitive.*¢47 Independently of characterization method choice, a multimarker assay

should enhance sensitivity by accounting for the heterogeneity of circulating melanoma
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cells.3”38 Also, CTC staining may produce weaker signals than those of culture cell
lines. Multimarker stains should help when weaker staining leads to dubious results.2®

Our positive control has shown an excellent recovery of melanocytic culture cell
lines by ISET methods. Melanocytic origin was confirmed by staining with melan-A,
S100, and PNL2. However, it is worth noting that many leukocytes were found retained
both in positive and negative controls and in some patients. CD45 staining confirmed
leukocyte origin in negative controls. This finding may be due to platelet clumping
obstructing the ISET device's pores. Platelet clumping is a relatively common finding
in complete blood counts in veterinary patients due to activation during collection and
handling or inherent higher aggregability.*® Even though samples were maintained
under gentle, constant homogenization and processed within two hours of their
collection as described,*® clumps were still seen, and a high number of leukocytes was
consequently retained.

In our patients, we detected stained CTCs in 9/10 patients with melanoma, with
a mean result of 1,1 cells per mL of blood analyzed and a range of up to 18 cells in 6
mL of blood. This many positive patients could be correlated with the clinical stage of
melanoma at diagnosis and collection of blood. Most dogs with melanoma are
diagnosed in later clinical stages,®? and CTC counts tend to increase with stage and
metastasis development.®°0 Most of our patients were classified as stage Il (7/10).
Comparing CTC numbers among patients in different stages could represent a
potential diagnostic and prognostic utility in melanoma. Still, very few patients were
stage 1V (2/10) and Il (1/10), and no stage | patients were enrolled in our study due to
diagnosis in this stage being uncommon.

3/10 of our patients had positive cells for melan-A, 3/10 had positive cells for
PNL2, and 8/10 had positive cells for S100. Once only one patient had positive cells
for all markers, we agree that the choice of multiple markers enhances assay sensitivity
by avoiding the loss of negative CTCs for one marker but not for another, as shown in
previous reports with human melanomas.3738

In 8/10 patients, we found retained cells with sizes suggestive of CTCs but no
expression of any melanocytic marker. Retained cells with no expression may
correspond to highly heterogeneous CTCs that lost tested melanocytic marker
expression, which should be expected due to this tumor's reported high
heterogeneity.3’-3° However, we cannot exclude non-melanocytic bigger cells, such as

activated macrophages or endothelial cells.?* We reckon CD45 double staining should
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help differentiate bigger leukocytes, and lack of CD45 could more accurately identify
retained cells as CTCs, as seen in our negative control. Thus, negative stained
retained cells should be interpreted carefully.

We also found S100-positive cells in patients with fibrosarcoma and
osteosarcoma. S100 proteins are known to be sensitive but not specific markers for
melanoma since proteins of this family are expressed by many tumors and cells in
other pathologies.5! In osteosarcoma, S100A4 may be upregulated, but fibrosarcoma
should not express S100 proteins®2. In dogs, reported specificity of S100 was 20% in
differentiating melanoma from soft tissue sarcomas.3* We hypothesize this may be
either due to high heterogeneity of cells or, more likely, due to unspecific antibody
binding. These findings show that markers should be carefully chosen and assessed
for sensitivity and specificity.

CTMs were found in 2 patients. CTMs are defined as clusters of up to 50 cells,
tumoral and not tumoral, that circulate adhered to each other. Spreading in groups may
increase CTCs’ overall survival and resistance to treatment. CTMs are reported to have
up to 100-fold increased metastatic potential compared to individual CTCs and are
related to poorer prognoses.®® Curiously, CTMs are reported as more typical of
epithelial tumors, as circulating melanoma cells tend to spread as individual cells.*®

Analyzing each patient separately, we find interesting results. The patient with
the higher number of CTCs was a 17-year-old dog with stage-IV-graded amelanotic
and recurring melanoma, with lymph node and distant metastasis and poor disease
progression, being euthanized after 38 days. This patient had positive CTCs for all
tested markers and was the only patient presenting stained CTMs. Also, the patient
with the most extended survival after diagnosis had the lowest stained CTC counts,
with only one S100-stained cell. These findings may represent an initial insight into
CTC counting and characterization’s potential to predict tumoral progression.

However, we also found one patient with no detectable CTCs. This patient was
graded as a stage Ill melanoma and had poor clinical evolution, being euthanized after
36 days. Even though the undetectability of CTCs is usually seen in early-stage
patients, some advanced-stage cancer patients may not have detectable CTCs.>* This
finding shows that, even though liquid biopsy may be helpful for some patients, it will
not always correlate with cancer progression. Thus, we reinforce the need to carefully
analyze liquid biopsy data in large-scale clinical trials to validate its findings before its

application in a clinical setting. We performed a simple statistical analysis comparing
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total CTC counts with prognostic data obtained from patients. Tumor size, distant
metastasis, and clinical staging were excluded because some analytical groups had
fewer than two patients in those situations. There were insufficient patients for robust
analysis of CTM presence and prognostic factors.

CTC counts were significantly higher in patients with lymph node metastasis
than in those without (p<0.05). This finding shows that CTC counts in oral melanoma
patients can be correlated with the disease's stage at sampling and a higher risk of
metastasis, as shown in many human studies.>>->® Analysis of tumor pigmentation and
disease recurrence have not shown statistical significance. There was also no
correlation between CTC counts and overall survival. We believe the lack of
significance may be due to patients being submitted to different treatments, and we
could not account for individual responses. Also, some patients were euthanized soon
after diagnosis, which may lead to bias in overall survival data. We reckon the small
sample size was the main limitation of this study. The limited number of samples
hindered our statistical analysis, and we firmly believe a more significant number of
patients could lead to more statistically robust results.

It is worth noting that many challenges will have to be overcome for liquid biopsy
implementation. Pre-analytical handling of samples, sensitivity and specificity testing,
and lack of standardization are the most often cited issues one should be aware of
when working with liquid biopsy.212454 In our experience, large blood volume drawing
was a key concern among pet owners and veterinarians. ISET module filtration has
ten spots for 1 mL of blood each for 10 mL total, which may be a problem for miniature
breeds, especially considering many patients with advanced stages of cancer may
have poor clinical conditions. Our steps were based on previously published ISET
protocols for human cancer research.*495 where size should not be a problem for
adult patients. Thus, further adaptation and validation of adapted methods to veterinary

reality are desirable.

4.7 CONCLUSION

We report a successful application of the ISET methodology to the enrichment
of CTCs in dogs with oral melanoma. To our extent, this is the first time the ISET
system was used as a liquid biopsy method in dogs and the first time that liquid biopsy

was used to study canine oral melanoma.
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Our findings show that ISET can be used to enrich CTCs in dogs with tumors,
followed by immunocytochemistry for confirmation of tumor origin. We see the
characterization of CTCs as a crucial step in confirming tumoral origin, and using a
multimarker assay enhances the technique’s sensitivity. Unstained cells may represent
heterogeneous CTCs, but findings should be interpreted carefully. 9/10 patients had
detectable CTCs, which could be due to melanoma’s high aggressiveness and
metastatic potential. Specific markers should be preferred, and melan-A and PNL2
showed better specificity than S100, found in patients with other tumor types.

The small sample size hindered a robust statistical analysis, and many variables
could not be tested or did not show significant results. However, we found a statistically
significant difference between CTC counts in patients with and without lymph node
metastasis. This finding indicates that CTC detection and counting may help assess
patients' clinical stage, which should be further evaluated in larger samples.

We suggest future studies should focus on assessing the clinical relevance of CTC
detection by ISET and adaptation and standardization of this method to veterinary
oncology reality. Larger sample sizes should be sought, including patients in all stages
of melanoma, as well as benign melanic proliferations and healthy patients, for
adequate comparison. We urge the need for more extensive clinical studies in liquid
biopsy to assess its utility further, broaden its usage, and evaluate future benefits for

patients in the clinical setting.
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6 CONCLUSAO

Frente aos dados expostos, muitas dificuldades foram encontradas para a
correta adaptacdo da técnica a realidade veterinaria. Caracteristicas inerentes ao
proprio método e a dificuldade no transporte rapido das amostras até laboratério
podem ter introduzido viés nos resultados. Este estudo serve para demonstrar que,
apesar de todas as suas potenciais aplicabilidades, a biépsia liquida também tem as
suas limitacdes, e estas deverdo ser adaptadas a realidade dos pacientes veterinarios
e tutores para que possa ser empregada de forma confiavel.

Foi demonstrado que a metodologia ISET pode ser aplicada para a deteccéo
de células tumorais circulantes em cdes com melanoma oral, sendo uma técnica
sensivel para detectar CTCs em maior frequéncia nas amostras de animais com
metéstase linfonodal. No entanto, o baixo grupo amostral deve ser levado em
consideracao, e esse achado precisa ser confirmado em um estudo com um maior
namero de pacientes.

O presente trabalho ilustra que a bidpsia liquida tem grande potencial para a
aplicacdo na oncologia veterinaria. Essa € uma area pouco explorada e com grande
potencial de crescimento. Visto que foram observados resultados promissores com a
adaptacdo da metodologia, a implementacdo da bidpsia liqguida na medicina
veterinaria pode ser um caminho para melhorar a conduta clinica com os pacientes

oncoldgicos, especialmente no caso de neoplasias agressivas como o0 melanoma.



