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TECNICA LABORATORIAL PARA DIAGNOSTICAR CANCERES ‘
HEMATOLOGIGQS COMEGA A SER USADA EM TUMORES SOLIDOV

F

Tempo menor,
eficiencia maior

/

comum que, com os avangos tecnolégicos, os
— métodos para deteccao de cancer sejam cons-
| tantemente aprimorados, tornando-se cada vez
mais precisos e modernos. Mas também acontece de
um procedimento consagrado se expandir. E o caso
da Citometria de Fluxo Multiparamétrica (CFM), meto-
dologia laboratorial usada para diagnosticar canceres
hematopoiéticos (hematoldgicos), mas que, por meio
de estudos desenvolvidos em universidades brasilei-
ras, esta sendo aprimorada em tumores sélidos.

Na Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), um dos avancos alcancados é a reducao
do tempo para se chegar ao diagndstico de tumores
solidos infantis: de até 20 dias para apenas 24 ho-
ras. Para a pesquisadora e coordenadora do Nucleo
Transdisciplinar de Investigacdo em Saude da Crian-
ca e do Adolescente, Elaine Sobral da Costa, outra
conquista é a precisdo. Segundo ela, nas amostras
que nao sao cancer, a certeza é de 100%; nas posi-
tivas, a acuracia diagnodstica chega a 96% nos tipos
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mais frequentes: neuroblastoma (surge em geral nas
glandulas adrenais, localizadas na parte superior do
rim, mas pode afetar outras regides, como a para-
vertebral), rabdomiossarcoma (atinge os musculos
ligados aos 0ssos), tumor de Wilms (afeta os rins) e
sarcoma de Ewing (pode se desenvolver nos 0ssos
ou nos tecidos moles adjacentes).

Ja o Hospital Universitario Polydoro Ernani de
Sao Thiago, da Universidade Federal de Santa Cata-
rina (HU-UFSC), vem confirmando o uso da CFM em
tecidos solidos, principalmente do cancer de mama.
A técnica possibilita uma triagem inicial e acelera o
processo de identificacdo pela anatomia patolégica,
0 que reduz as suspeitas e o tempo do diagndstico.

Para Elaine Sobral, uma das vantagens da Citometria de Fluxo
Multiparamétrica é a precisao no diagnostico

AGILIDADE

Elaine Sobral ja tinha uma trajetéria na hematolo-
gia pediatrica quando comecou a trabalhar com tumo-
res solidos e percebeu que o tempo entre o processo
de bidpsia e 0 exame histopatoldgico nao era compa-
tivel com as caracteristicas do cancer em criancas e
adolescentes — mais agressivo e de rapido crescimen-
to. Era preciso agilidade, o que poderia ser conseguido
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‘Criamos um painel de
anticorpos para detectar,
alem do linfoma, 0s
canceres de mama e de
oulmao. Por citometria,
CcoNseguimos fazer

uma triagem inicial,
acelerando o0 processo
de identificacao pela
anatomia patologica e
reduzindo o tempo para
O diagnostico definitivo’

MARIA CLAUDIA SANTOS DA SILVA, pesquisadora
do Departamento de Andlises Clinicas do Hospital
Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago

com a CFM. Porém, até entdo, a técnica era realizada
somente com células em suspensao liquida.

Um estudo, iniciado em 2009, consistiu em
dissocia-las para que pudessem ser lidas como se
fossem uma leucemia, por exemplo. O trabalho, inti-
tulado Imunofenotipagem por citometria de fluxo para
orientacdo diagndstica e classificagdo de céancer pe-
diatrico com base no tubo de orientagao de tumores
solidos EuroFlow, foi publicado em 2021 na revista
Cancers. Foram utilizadas 476 amostras de 296 crian-
cas e adolescentes, entre 10 dias de vida e 19 anos,
dos hospitais Estadual da Crianga, Federal da Lagoa
e Federal dos Servidores do Estado, do Instituto de
Puericultura e Pediatria Martagao Gesteira (IPPMG) e
da Rede D’Or Séao Luiz, todos no Rio de Janeiro.

A aplicagdo da metodologia em uso clinico foi
inserida no consorcio internacional EuroFlow, que re-
Une Bélgica, Polbnia, Portugal, Espanha, Italia e Ho-
landa, e ja beneficiou mais de mil pacientes em todos
esses paises, incluindo o Brasil.

“A crianca é operada, transportamos a célula tu-
moral até o laboratorio, dissociamos, marcamos com
os anticorpos e fazemos a CFM. Aquele conjunto de
proteinas, que era analisado de forma sequenciada e
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levava dias, passa a ser identificado no mesmo dia”,
conta Elaine. A citometria ¢é feita no IPPMG, hospital
pediatrico universitario da UFRJ.

O resultado aparece como nos canceres hema-
tologicos. A CFM possui diversos detectores de luz
de cores diferentes, possibilitando analisar varias ca-
racteristicas celulares ao mesmo tempo. Os anticor-
pos, ao se ligarem as proteinas das células, geram
uma molécula fluorescente (imunofluorescéncia) que
permite sua leitura.

Porém, ha uma diferencga importante: a resistén-
cia da amostra do tecido soélido fora do meio celular.
As hematopoiéticas apresentam menos mortes, o que
facilita a avaliagao. De acordo com Elaine, o principal
desafio foi garantir que a sequéncia de procedimentos

apos a retirada do tecido ocorresse em algumas horas.
Esse aspecto tem levado os pesquisadores a estuda-
rem uma substancia que possa preservar o material.

PARCERIA

O INCA é coparticipante do projeto desde 2022.
A equipe de oncologia pediatrica ofereceu apoio na
parte clinica, com o fornecimento das amostras e a
troca de informacdes sobre os casos. “Além disso, a
Divisdo de Anatomia Patolégica (Dipat) treinou pro-
fissionais citometristas e, mais recentemente, tem
ajudado a escolher fragmentos com menos mortes
celulares”, diz Elaine.
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Chefe do Setor de Oncologia Pediatrica, Sima
Ferman conta que o Instituto, como referéncia no tra-
tamento de cancer em criancas e adolescentes, tem
contribuido ndo s6 com seu grande numero de pa-
cientes, mas também com a validagao da aplicagao
na rotina diagnéstica.

Ao serem registrados casos de tumor sélido, o
setor do INCA entra em contato com a equipe da UFRJ.
As pesquisadoras vao até o centro cirtrgico do Institu-
to, e um patologista da Dipat remove as amostras, que,
no mesmo momento, sao levadas para o IPPMG.

Em comparacédo com outros protocolos, a cito-
metria tem se mostrado confiavel. “Nés encontramos
uma concordancia surpreendentemente boa entre os
resultados da CFM e as andlises histopatolégicas e
imuno-histoquimicas feitas pela Dipat”, afirma Veroni-
ca Goulart Moreira, chefe da Divisao.

De acordo com a especialista, o laudo patolé-
gico é mais pormenorizado e minucioso, e a técnica
otimiza esse processo. Por ser mais rapida, a CFM
permite direcionar o olhar do patologista. Quando o
profissional faz sua andlise a partir da citometria, ja
parte de um provavel diagnéstico.

UNIVERSIDADE PUBLICA

Assim como no Rio, foi em uma universidade
publica que a pesquisa sobre a CFM em cancer de
mama se desenvolveu. No HU-UFSC, o Setor de Mar-
cadores Celulares para o Diagnéstico de Neoplasias
Hematologicas foi criado com o objetivo de fazer do
hospital catarinense referéncia na formacao de alu-
nos de graduacao e pds-graduacao.

Apods diversas pesquisas — e tendo estabelecido
a citometria como rotina para diagnéstico e prognés-
tico dessas neoplasias —, a professora titular e pes-
quisadora do Departamento de Analises Clinicas Ma-
ria Claudia Santos da Silva deu inicio, em 2013, aos
estudos com tumores sélidos. A inciativa resultou no
trabalho Evaluation of ER, PR and HER2 markers by
flow cytometry for breast cancer diagnosis and prog-
nosis (Avaliacdo dos marcadores ER, PR e HER2 por
citometria de fluxo para diagndstico e progndstico do
céncer de mama, em tradugao livre), publicado em
2021 na revista Clinica Chimica Acta.

Maria Claudia conta que o setor comegou a re-
ceber amostras de liquidos pleurais (fluidos encontra-
dos nos pulmdes e na cavidade toracica), suspeitos
de linfoma. Na CFM, a identificagcao das células neo-
plasicas que caracterizam os tumores nao hematolo-
gicos se da por meio do marcador (proteina) CD45
negativo. “Na analise do imunofenétipo [padrao de

expressao de antigenos celulares], ele foi observado.”

“Os liquidos pleurais, quando malignos, sao fre-
quentemente encontrados em linfomas, no cancer de
mama e no de pulméo. Sendo assim, é importante a
identificacao das células neoplasicas por meio de mar-
cadores caracteristicos para cada tipo da doenca por
citometria de fluxo. Criamos um painel de anticorpos
para detectar, além do linfoma, os canceres de mama
e de pulmao. Por citometria, conseguimos fazer uma
triagem inicial, acelerando o processo de identificagao
pela anatomia patoldgica e reduzindo o tempo para o
diagnéstico definitivo”, esclarece Maria Claudia.

A partir do achado, uma sequéncia de questio-
namentos foi provando que, além da visualizacao das
células pleurais malignas secundarias ao cancer de
mama, também era possivel identificar as do tecido
mamario. A desagregacdo da amostra foi padroni-
zada e definiu-se o painel de marcadores/anticorpos
para um total de oito receptores de identificagao das
células neoplasicas.

Os resultados mostraram que a metodologia é
factivel ndo so para identificar as células neoplasicas
da mama, mas também para avaliar o marcador de
proliferacdo celular Ki67, que estima o crescimento
de tumores. Esses achados estao no estudo Analysis
of Ki-67 expression in women with breast cancer: com-
parative evaluation of two different methodologies by
immunophenotyping (Analise da expressao de Ki-67

Estudo conduzido por Maria Claudia Santos mostra que a CFM
permite identificar células neoplasicas da mama




em mulheres com céncer de mama: avaliagdo com-
parativa de duas metodologias diferentes por imuno-
fenotipagem, em traducéo livre), publicado em 2022
no jornal cientifico Pathology Research and Practice.

Na UFSC, os estudos sobre a CFM em tumores
solidos ja resultaram em trés teses, uma dissertacao e
seis artigos publicados em revistas cientificas.

FUTURO PROMISSOR

Os pesquisadores do HU-UFSC avancaram na
investigacao das células CK19 (citoqueratina 19) cir-
culantes, que, quando positivas no sangue periférico,
podem estar migrando e invadindo outros tecidos.

‘No Sistema Unico de
Saude, metodologias
COMO essa

|Citometria de Fluxo
Multiparamétrical por
podem direcionar para
O Inicio mais precoce e
preciso do tratamento
|[de cancer] e para a
reducao do tempo de
internacao”

SIMA FERMAN, chefe do Setor de
Oncologia Pediatrica do INCA

“Temos a expectativa de que elas permitam identificar
metastase em mulheres com cancer de mama”, diz
Maria Claudia.

Nessa neoplasia, a primeira opgao diagndstica
€ a biodpsia core, procedimento minimamente invasivo
usado para coletar amostras. O préximo passo € ana-
lisar a viabilidade de usar esse material, mas a técnica
esbarra no tamanho (pequeno demais) e na dificulda-
de de dissociar o tecido. A desagregacao também foi
uma barreira para os estudos sobre cancer de boca.

Em paralelo, estd sendo estudado o papel das
vesiculas extracelulares, estruturas semelhantes a
membrana da célula. Elas participam, por exemplo,
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Setor d\e\OncoIogia Pediatrica do INCA, chefiado por
Sima Ferman, contribui com fornecimento de amostras

da comunicacao celular, da coagulacao sanguinea,
daimunidade e da regeneracao tecidual. “Estamos in-
vestigando a importancia delas como biomarcadores
para avaliagao progndstica e presenga de metastase
em carcinoma de mama”, completa a pesquisadora.

O avanco, porém, pode estar associado tam-
bém a superacao de um desafio, segundo Elaine So-
bral: o incremento de métodos diagndsticos, menos
invasivos, guiados por imagem e que disponibilizam
menor quantidade de células. “Em parceria com o
pesquisador do INCA Martin Bonamino, estamos de-
senvolvendo um método para amostras com poucas
células”, conta a pesquisadora da UFRJ.

Enquanto isso, ela e sua equipe seguem fazen-
do o acompanhamento dos pacientes. “Como é uma
técnica que estuda milhdes de células muito rapi-
do, permite ver infiltragbes [de células cancerigenas
em tecidos adjacentes] muito pequenas”, completa.
Além disso, por se tratar do equipamento utilizado
para canceres hematoldgicos, Elaine acredita que,
com o treinamento de citometristas, a técnica possa
se tornar realidade em mais instituicoes pelo Brasil.

“No Sistema Unico de Salde, metodologias
como essa podem direcionar para o inicio mais pre-
coce e preciso do tratamento e para a reducédo do
tempo de internacao. No futuro, agregaremos infor-
macoes Uteis para melhorar o progndéstico”, ressalta
Sima Ferman. 1
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