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ATUALIZACAO DE TEMA

Biopsia Liquida: Atualizacio de Tema
Liquid Biopsy: Literature Report

Daniela de Oliveira' *, Thiago Vieira?
'Hospital Santa Izabel- Oncoclinicas; *Unidade de Oncologia de Feira de Santana-
UNACON, Clinica AMO; Salvador, Bahia, Brasil

Os tratamentos oncologicos baseiam-se a partir de uma adequada caracterizacio
tumoral quanto ao seu diagnoéstico, extensio da doenca e risco de recorréncia
a partir da compreensio de seus fatores prognosticos. Adiante, conhecer
profundamente a carcinogénese traz avancos na conducio desta patologia.
Neste cenario, muitas alteracées moleculares como as mutacées, delecoes,
fusdes tornam-se alvos terapéuticos na medida que surgem novas drogas de
acdo direcionada. A biopsia liquida surge como um campo de possibilidades de
obtencio de diagnéstico, identificaciio de alvos terapéuticos e é uma ferramenta
para monitorizacio de tratamentos, com beneficios de menores riscos que métodos
tradicionais de estudo patologico.

Palavras-chave: Biopsia Liquida; Mutacio Alvo; Fatores Prognosticos.

Cancer treatments are based on an adequate tumor characterization regarding its
diagnosis, extent of the disease, and risk of recurrence based on the understanding
of its prognostic factors. They further understand carcinogenesis in-depth, which
advances the management of this pathology. In this scenario, many molecular changes
such as mutations, deletions, and fusions become therapeutic targets as new targeted
drugs emerge. Liquid biopsy is a field of possibilities for obtaining a diagnosis and
identifying therapeutic targets. It is also a tool for monitoring treatments, with the
benefits of lower risks than traditional pathological study methods.

Keywords: Liquid Biopsy; Target Mutation; Prognostic Factors.

A andlise patologica de tumores desempenha um papel crucial no
diagnostico e na definicao de um tratamento oncoldgico. Tradicionalmente, a
obtencao de amostras tumorais envolve métodos invasivos como a ressec¢ao
de tecidos da lesdo primaria e/ou da metéstase. E a avaliagdo dos aspectos no
estudo anatomopatologico e imunohistoquimico que irdo definir os aspectos
relevantes para diagndstico e avaliacdo de caracteristicas prognosticas e
preditivas.!

Estes procedimentos abrangem desde o uso de agulhas guiadas por exames
de imagem, como ultrassonografia e tomografia, até intervengdes mais
invasivas, como cirurgia laparoscépica, robotica ou aberta.!

As abordagens convencionais de biopsia apresentam limitagdes, como
possibilidade de amostra insuficiente para avaliagdo, principalmente para analise
gendmica, e podem cursar com complicagdes inerentes. Por essas limitagdes,
pode ndo se tornar viavel a repeticao de coleta de material ao longo da historia
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natural da doenca, ndo permitindo acompanhar
as mudancas de alteragdes moleculares como
mutagdes de resisténcia adquiridas que se
expressam de forma dinamica.

A heterogeneidade tumoral representa outro
desafio na obtencdo de bidpsias invasivas. Isso
ocorre devido a capacidade das células tumorais
de apresentarem marcadores moleculares diversos
associados e diferentes niveis de agressividade,
resisténcia ou sensibilidade ao tratamento. Essas
variagdes podem ser notadas ndo apenas entre
lesdes primarias e metastaticas, mas também em
regides dentro de uma mesma lesdo. Uma biopsia,
portanto, tem a limitacdo que € examinar apenas
uma ou algumas regides tumorais, o que pode
gerar auséncia de informagdes fundamentais sobre
o perfil gendmico/bioldgico.!*

A complexidade dessa heterogeneidade
aumenta durante o processo de progressao
tumoral. Isso se deve a selecao de células
cancerigenas em resposta a pressdo exercida
por terapias ou pelo ambiente. Essas pressoes
podem inibir subgrupos de células sensiveis,
enquanto estimulam a proliferacao de células
resistentes.'*3

Biopsia Liquida (Tabela 1)

Tumores mesmo em estagio iniciais
necessitam promover neoangiogénese para seu
desenvolvimento e proliferagao e, por este intimo
contato com a circulagdo sanguinea do portador,
podem contaminar a corrente sanguinea com
fragdes de DNA anormal possiveis de serem
detectados.

Como uma alternativa as biopsias teciduais,
surge a técnica da bidpsia liquida (BL), que
engloba uma variedade de abordagens utilizando
fluidos corporais para avaliar o perfil molecular
tumoral. Embora a amostra mais comum seja o
sangue venoso periférico, outras fontes como
urina, saliva, fezes, liquido cefalorraquidiano,
derrames como ascite, secrecao exocrina
pancreatica e sangue venoso portal também tém
sido utilizadas."¢

Ao explorar fluidos corporais como fonte
de amostra, a BL permite a analise de diversos
componentes derivados do tumor, incluindo
células circulantes tumorais, DNA tumoral
circulante (ctDNA) e RNA circulante livre de
células (cfRNA). Dentre os diversos componentes,
destaca-se o DNA tumoral circulante (ctDNA), que
¢ liberado na corrente sanguinea principalmente
durante processos de apoptose e necrose celular. !

Em pacientes diagnosticados com cancer,
o ctDNA constitui uma fracdo relativamente
pequena do total de DNA circulante, representando
a soma do DNA livre do paciente mais o ctDNA,
com variagao entre 0,1% e 10%. Essa percentagem
¢ influenciada por fatores como o tipo primario
da lesdo, estagio da doenca, taxa de renovagao
celular e resposta a terapia.>?

Atualmente, duas abordagens principais se
destacam na analise do ctDNA: a Rea¢dao em
Cadeia Polimerase (PCR) e o Next Generation
Sequencing (NGS). A técnica de PCR concentra-
se em estratégias direcionadas, visando a
identificagdo de mutacdes genéticas especificas
previamente conhecidas e de interesse ou rearranjos
cromossomicos em regides definidas do genoma.
Esta metodologia funciona por meio de sondas
que amplificam a fragdo do segmento de DNA
em investigagdo, permitindo a identificagao da
anormalidade. Apresenta custos mais acessiveis,
demanda menos tempo para a obtencao de
resultados e possui maior especificidade.

Por outro lado, as tecnologias baseadas em
NGS tém a capacidade de identificar dezenas
de genes de interesse em uma Unica analise,
proporcionando uma visao mais abrangente
do perfil genético. Entretanto, essas técnicas
geralmente envolvem custos mais elevados, um
tempo de anélise prolongado ¢ uma diminuigao
na sensibilidade quando comparadas ao PCR.3

Mecanismos de resisténcia as terapias-alvo
podem ser monitorados por meio do ctDNA
do plasma. Quando esses mecanismos sao
desconhecidos, sdo indicados painéis génicos
ampliados com o NGS; quando sdao conhecidos,
a analise pode se concentrar em mutagdes
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especificas ou em painéis simplificados com os
avaliados por técnicas PCR.?

Diagnostico da Neoplasia

Em um estudo que avaliou 200 pacientes
portadores de cancer colorretal, de mama, pulmao
e de ovario, os resultados revelaram a deteccao de
mutagdes somaticas no plasma de 83%, 62%, 71%
e 56% dos pacientes, respectivamente, abrangendo
estagios [ aIV da doenga, identificando uma forte
correlagdo entre o estagio da doenga e a presenga
de ctDNA. No cancer colorretal, detectou-se em
estagio clinico I, com 50%, e no estagio I'V, com
expressivos 93% de ctDNA, o que ¢ compativel
com a presen¢a de maior carga tumoral € com as
micromestastases em andamento.’

O ctDNA como exame de rastreamento
foi avaliado em 10.006 mulheres, nas quais
identificados 26 casos de cancer por meio do
ctDNA. Porém em um seguimento de 12 meses,
outras 24 pacientes tiveram cancer detectados em
exames de rastreio padrao, e outras 46 mulheres
tiveram diagnostico oncolégico em abordagens
diversas.

A prevaléncia maior de resultados falsos
negativos em comparagao com diagnoésticos
positivos nessa populacao chama atencao da baixa
sensibilidade do ctDNA, sobretudo em doencas
em estagios precoces. Contudo, destaca-se a
potencial relevancia do ctDNA em contextos de
grupos de alto risco oncoldgico.®

Indicacao de Risco de Recorréncia

Vidal e colaboradores (2017) avaliaram o
uso do ctDNA para determinar a presenca da

Tabela 1. Beneficios e limitagdes da bidpsia liquida.

muta¢ao na via de sinalizacdo celular RAS ¢
monitoramento de novas mutagoes do RAS durante
a quimioterapia associada ao antiangiogénico
bevacizumabe no tratamento do cancer colorretal
metastatico. Amostras de tecido e plasma de 115
pacientes mostrou uma concordancia geral de
93%. As discrepancias do RAS foram explicadas
principalmente pela heterogeneidade do tumor.

Em pacientes com mutagdo RAS tratados
com quimioterapia e terapia antiangiogénica,
analise sequencial do RAS espelhou resposta
ao tratamento, sendo um preditor precoce de
resposta. Em pacientes com RAS nao mutado, o
monitoramento do RAS revelou que foi util para
detectar o surgimento de mutagdes RAS durante
o tratamento com antiangiogénico. A elevada
concordancia geral na avaliagao da mutagao RAS
entre plasma e tecido apoia testes baseados em
sangue.’

Em um estudo com pacientes com cancer
colorretal estagio II tratados com quimioterapia
adjuvante, foi observado que o ctDNA foi detectado
no pos-operatério de 14 de 178 (7,9%) pacientes.
Destes pacientes, 11 (79%) apresentaram
recorréncia em um acompanhamento médio de
27 meses. Enquanto os 164 pacientes com ctDNA
negativos, a recorréncia ocorreu em apenas 16
(9,8%) dos pacientes [taxa de risco (HR) de 18;
intervalo de confianca (IC) de 95%, 7,9 a 40; p
<0,001]. A presenca de ctDNA apos o término
da quimioterapia também foi associada a uma
sobrevida livre de recorréncia inferior (HR,
11; IC 95%, 1,8 a 68; p = 0,001). Isto ilustra a
doenga residual, evidenciada pela persisténcia
do ctDNA apo6s tratamento com inteng¢do
curativa, e identifica pacientes com maior risco
de recorréncia.'”

Beneficios

Limitacoes

Baixo risco de obteng¢ao de amostra
Detecgao de todo perfil de DNA tumoral
Possibilidade de multiplas analises

Menor sensibilidade se baixa carga tumoral
Alto custo
Necessidade de alta tecnologia

Possibilidade de ajuste dinamico do tratamento Alta especificidade
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Um dos estudos pioneiros na pratica clinica com
a BL foi o DYNAMIC que comparou pacientes com
cancer de colon estagio II que tiveram indicacao
de quimioterapia adjuvante através da presenga
do ctDNA poés-cirurgico versus caracteristicas
clinico-patolégicas de alto risco conforme utilizado
de forma convencional. Uma por¢ao menor de
pacientes no grupo guiado por ctDNA do que no
grupo de tratamento padrao recebeu quimioterapia
adjuvante (15% versus 28%). Na avaliacdo de
2 anos, sobrevida livre de recorréncia, 0 manejo
guiado por ctDNA foi ndo inferior ao método
guiado por caracteristicas de alto risco (93,5% e
92,4%, respectivamente; IC 95%, —4,1 a 6,2).

E possivel concluir assim que uma abordagem
guiada por ctDNA para o tratamento do cancer de
colon em estagio II traduz uma forma mais precisa
de descalonar tratamento e podera ser capaz
de reduzir a indicagdo do uso de quimioterapia
adjuvante sem comprometer a sobrevida livre de
recorréncia.!!

Chaudhuri e colaboradores avaliaram o ctDNA
de pacientes tratados com intengao curativa (cirurgia
ou quimioterapia associada a radioterapia) para
cancer de pulmao ndo pequenas células (CPNPC)
em estagio de I a III. Em 94% dos pacientes que
apresentaram recorréncia da doenga, o ctDNA tinha
sido detectado logo na primeira amostra de sangue
pos-tratamento e a detec¢ao de ctDNA precedeu a
progressao radiografica em 72% dos pacientes, com
uma mediana de 5,2 meses. Este estudo mostra que
aanalise de ctDNA pode identificar doenga residual
molecular em pacientes com CPNPC localizado,
caracterizando doenga residual microscopica antes
do surgimento de lesdes por imagens radiologicas.
Esta ferramenta, portanto, poderia servir com
indicador do tratamento adjuvante personalizado
em momentos iniciais quando a carga da doenga
¢ menor."?

Identificacao de Mutac¢des-Alvo
Um fator determinante no crescimento

exponencial das publicagdes relacionadas a
biopsia liquida (BL) e na sua crescente qualidade

¢ a integragdo da coleta de sangue para analise
como um componente complementar em estudos
oncologicos de grande porte.

O estudo AURA investigou o uso de osimertinibe,
um inibidor de tirosinoquinase de terceira linha, em
pacientes com cancer de pulmdo niao pequenas
células (CPNPC) portadores de mutacao no receptor
do Fator de Crescimento Endodérmico, (EGFR)
apos a progressao aos inibidores de primeira linha.
A pesquisa identificou que a mutacdo T790M
possibilitava o uso do osimertinibe com ganhos
significativos na sobrevida dessa populacdo. A
sensibilidade da genotipagem plasmatica para
detecgao de T790M foi estimada em 70%. A taxa
de resposta objetiva (TRO) e a sobrevida livre de
progressao (SLP) mediana foram comparaveis
entre pacientes com T790M positivo no plasma
(TRO, 63%; SLP, 9,7 meses) e no tecido tumoral
(TRO, 62%; SLP, 9,7 meses).

Embora os pacientes com resultado negativo
para T790M no plasma tenham apresentado
resultados favoraveis (TRO, 46%; SLP mediana,
8,2 meses), a genotipagem do tecido permitiu
distinguir subgrupos com desfechos clinicos
divergentes: pacientes positivos para T790M no
tecido tiveram resultados superiores (TRO, 69%;
SLP, 16,5 meses), enquanto pacientes negativos
para T790M tiveram desfechos menos favoraveis
(TRO, 25%; SLP, 2,8 meses). Portanto, pacientes
com T790M detectado no plasma demonstraram
respostas ao osimertinibe equivalentes aqueles cuja
deteccao foi baseada em tecido. Essa constatacao
abre caminho para que alguns pacientes evitem a
realizacdo de bidpsia tumoral para genotipagem
do T790M. No entanto, devido a taxa de falsos
negativos de 30% na genotipagem plasmaética,
pacientes com resultado negativo para T790M no
plasma ainda necessitam de bidpsia tumoral para
conclusivamente determinar a presenga ou auséncia
dessa mutagdo."

Marcador de Resposta a Tratamento

Em outro estudo, realizado com o
sequenciamento direcionado de 72 genes
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clinicamente relevantes em 45 amostras de
cfDNA coletadas no momento da bidpsia de
tecido metastatico de pacientes com cancer
de prostata, todas as mutagcdes somaticas
identificadas nas biopsias de tecido metastatico
correspondentes estavam simultaneamente
presentes no ctDNA. Em diversos pacientes, o
sequenciamento do ctDNA revelou alteragdes
nao detectadas na biopsia solida pareada,
incluindo alteragdes clinicamente relevantes em
vias associadas ao tratamento e prognostico. Este
estudo demonstra que, na maioria dos pacientes,
um ensaio de ctDNA ¢ suficiente para identificar
todas as alteragdes de DNA presentes no tecido
metastatico, além de ser capaz de identificar
alteragdes que poderiam passar despercebidas
em bidpsias teciduais.'

Conclusao

O uso da BL ja ¢ uma realidade na definigcao
das condutas em oncologia. Apesar de uma
ampla gama de tumores ja ter reconhecida sua
indicagdao uso, merece destaque sua aplicagdo
em pacientes sem lesdes metastaticas acessiveis
para biopsia, onde o ctDNA plasmatico se torna
uma fonte confiavel para a identificagao de
biomarcadores. '

Mesmo em pacientes com lesdes acessiveis
a biopsias, a genotipagem do plasma deve ser
priorizada devido a facilidade e ao conforto
associados. A BL proporciona uma abordagem
mais abrangente e menos invasiva para a analise
molecular, emergindo como uma ferramenta
valiosa na obtencdo de amostras sequenciais
durante a avaliacdo do tratamento.
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Abreviaturas

CPNPC Cancer de pulmao ndo pequenas
células

cfRNA Fracdo circulante de Acido
ribonucleico

ctDNA Circulant Tumor DNA

DNA Acido Desoxirribonucléico

EGFR Receptor do Fator de Crescimento
do Endotélio

HR Hazard Ratio

NGS Next Generation Sequencing

PCR Reacdo em Cadeia Polimerase

RNA Acido ribonucleico
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