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Resumo
O cancro da próstata é a segunda neoplasia maligna mais fre-

quente nos homens em todo o mundo. A elevada prevalência do

cancro da próstata, bem como o seu curso clínico relativamente

indolente e as opções terapêuticas emergentes, conduziram à

necessidade de identificação de biomarcadores que possam

auxiliar nas decisões clínicas e refletir a resposta aos tratamentos.

Na era da medicina de precisão, para uma correta decisão tera-

pêutica é mandatória a caracterização individual de cada tumor.

“Biópsia líquida” é um termo genérico aplicado ao estudo de

biomarcadores atribuídos aos tumores que se encontram em

circulação nos fluídos corporais de doentes com cancro. Baseia-

-se no princípio de que nestes doentes existem células tumorais e

fragmentos com conteúdo genómico de células tumorais que

entram em circulação, podendo ser detetados e usados como

biomarcadores para aplicação clínica. A maioria destes bio-

marcadores correlaciona-se com a carga tumoral, sendo mais

frequentemente identificados em indivíduos com doença disse-

minada.

Os biomarcadores mais estudados em doentes com cancro

da próstata podem ser subdivididos em três grandes grupos:

células tumorais circulantes (CTCs), material genético livre (como

RNA e DNA - designadamente, microRNA (miRNA) e DNA livre

circulante (cfDNA), incluindo o cfDNA total do doente e o DNA

específico do tumor (cftDNA)) e micro vesículas extracelulares

(onde há inclusão de material específico e único do tumor).

Este conhecimento pode permitir desenvolver potenciais

aplicações clínicas desde o diagnóstico ao prognóstico, bem

como o desenvolvimento de biomarcadores preditivos de res-

posta aos tratamentos e de monitorização da doença.

Palavras-chave: Biomarcadores Tumorais; Biópsia Líquida;

Neoplasias da Prostata

Prostate cancer is the second most common malignancy in men.

The high prevalence of prostate cancer, as well as its relatively

Abstract

indolent clinical course and the emerging therapeutic options,

have led to the need to identify biomarkers that may aid in clinical

decisions and may reflect response to treatments.

“Liquid biopsy” is a generic term applied to the study of bio-

markers attributed to tumors that are circulating in the body fluids

of cancer patients. It relies on the principle that in these patients

there are tumor cells and fragments with genomic content of

tumor that circulate and can be detected and used as biomarkers

for clinical application. Most of these biomarkers correlate with

tumor burden and are most often identified in individuals with

metastatic disease.

The most studied biomarkers in prostate cancer patients can

be subdivided into three major groups: circulating tumor cells, free

genetic material (such as RNA and DNA - namely, microRNA and

circulating free DNA) and extracellular vesicles (where there is

inclusion of specific material and single tumor).

This knowledge may allow the development of potential clini-

cal applications from diagnosis to prognosis, as well as the deve-

lopment of predictive biomarkers of response to treatment and

disease monitoring.

Keywords: Biomarkers, Tumor; Liquid Biopsy; Prostatic

Neoplasms

Em 2018 o cancro da próstata (CaP) foi o segundo cancro mais

frequente e a quinta principal causa de morte por cancro no sexo

masculino, com cerca de 1,3 milhões de novos casos e 359 000

mortes atribuíveis a esta neoplasia. O aumento da incidência de

CaP tem sido fortemente influenciado pelo diagnóstico da doen-

ça assintomática, especialmente pelo uso do

(PSA). Já as taxas de mortalidade têm diminuído, o que

tem sido atribuído ao diagnóstico precoce e aos melhores trata-

mentos disponíveis.

Nos doentes com doença localizada as opções terapêuticas

são curativas e a taxa de sobrevida aos 10 anos é superior a 90%.

No entanto, alguns já apresentam doença metastática por altura

do diagnóstico, e outros recidivam com doença metastática. O

CaP metastático é primeiramente abordado com terapêutica de

privação androgénica (ADT). No entanto, a progressão para

resistência à castração é praticamente inexorável. A evolução

do CaP é indolente, mas com uma grande variabilidade inter-

indivíduo. As alterações somáticas ocorrem ao longo da evolução

prostate specific

antigen
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da doença e com a exposição às terapêuticas. Para documentar

essa heterogeneidade no panorama genómico em evolução do

CaP seriam necessárias biópsias seriadas, o que pode não ser

exequível na prática clínica. Para além disso, uma amostra de

tecido obtida num determinado local do tumor, num determinado

momento não é capaz de representar todo o perfil molecular da

doença. Neste sentido, o estudo de biomarcadores no sangue

periférico representa um meio de obtenção de material tumoral

para caracterizar as alterações presentes na doença.

“Biópsia líquida” é o termo genérico aplicado ao estudo das

células tumorais e dos ácidos nucleicos atribuídos aos tumores

nos fluídos corporais de doentes com cancro. Baseia-se no

princípio de que existem células tumorais e fragmentos com

conteúdo genómico que entram em circulação e que nesse

sentido podem ser detetados e usados como biomarcadores

para aplicação clínica.

A biópsia líquida, sendo obtida através de uma amostra

sanguínea, é minimamente invasiva. Para além disso, o uso de

biomarcadores permite uma avaliação longitudinal, com monito-

rização sequencial da resposta e da progressão, com potencial

modificação da estratégia terapêutica baseada nas alterações

observadas.

Os biomarcadores mais estudados em doentes com CaP

podem ser subdivididos em três grandes grupos:

(CTCs), (DNA livre circu-

lante (cfDNA) e microRNA (miRNA)) e

(EVs). O seu conhecimento permitirá desenvolver potenciais

aplicações clínicas desde o diagnóstico, prognóstico, predição

de resposta aos tratamentos e monitorização da doença.

As CTCs foram identificadas pela primeira vez em 1869 por

Ashworth, mas só recentemente é que o seu potencial tem vindo

a ser explorado.

As CTCs são células do tumor primário ou de metástases que

são libertadas na corrente sanguínea e que podem ser quantifica-

das e usadas para a análise genómica e fenotípica do tumor.

Apesar de se considerar que são essenciais para o desen-

volvimento da doença metastática, os mecanismos específicos

que impulsionam e permitem a proliferação das CTCs perma-

necem pouco compreendidos. Embora já se tenha demonstrado

que as CTCs têm potencial metastático, nem todas as CTCs

estão destinadas a formar metástases, sendo necessários outros

fatores adicionais para que tal ocorra, nomeadamente fatores

associados aos locais de nidação.

Relativamente à identificação das CTCs, o primeiro grande desa-

fio relaciona-se com o seu número reduzido relativamente aos

restantes elementos celulares.
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rais circulantes material genético livre

vesículas extracelulares

Células Tumorais Circulantes

Identificação, Isolamento e Enriquecimento:

Para o isolamento de CTCs, as abordagens típicas baseiam-

-se em características físicas ou na seleção de marcadores tipica-

mente expressos na sua superfície, nomeadamente a molécula

de adesão das células epiteliais (EpCAM).

Até à data, somente o sistema CellSearch foi aprovado

pela FDA (Food and Drugs Administration) para contagem de

CTCs no CaP metastizado. Este sistema isola as CTCs de

origem epitelial através de técnicas imunomagnéticas, que têm

como alvo a EpCAM. Após a captura imunomagnética, por

imunofluorescência obtêm-se as potenciais CTCs, que são:

EpCAM+, CK+, DAPI+ e CD45- (células nucleadas desprovidas

de CD45 e que expressam citoqueratinas).

Contudo, tem-se verificado alguma heterogeneidade das

CTCs, podendo daí advir potenciais limitações na identificação

dependente somente da EpCAM. A definição das CTCs como

sendo EpCAM+, CK+, DAPI+ e CD45- permite efetivamente identi-

ficar as células epiteliais, mas não inclui toda a população de células

tumorais em circulação, como é o caso das CTCs que não expres-

sam EpCAM (que sofreram uma transição epitélio-mesenquima-

tosa (TEM)), e células com diferenciação neuroendócrina, que

expressam baixos níveis de marcadores epiteliais. Estas células

associam-se a aumento da agressividade do tumor, capacidade de

escape ao sistema imune e maior capacidade de nidação à dis-

tância. Portanto, o sistema CellSearch não oferece o crivo com-

pleto de todas as potenciais células tumorais emcirculação.

Sabe-se ainda que os tumores não libertam células total-

mente intactas na corrente sanguínea, pelo menos até um esta-

dio relativamente tardio da doença, pelo que em estadios mais

precoces o número de CTCs em circulação é limitado.

A deteção de CTCs no CaP é estadio-dependente e a sua con-

tagem tem sido avaliada sobretudo nos estadios avançados,

com valor prognóstico tanto no cancro da próstata metastizado

sensível à castração (mCSPC) como no cancro da próstata

resistente à castração (mCRPC), sendo expectável um número

maior de CTCs no CaP metastizado, devido ao aumento do

volume de doença em circulação.

Em relação ao mCSPC, a presença de CTCs na contagem

basal associa-se a fatores de mau prognóstico, como PSA mais

elevado, metástases ósseas, doença mais agressiva e tendência

a pior A identificação de 5 CTCs na con-

tagem inicial é o valor que se associa a pior resposta à ADT,

predizendo a duração e a magnitude da resposta. Portanto, a

enumeração de CTCs pode catalogar os doentes com maior

risco de progressão para mCRPC antes do início da ADT, pelo

que o seu uso na prática clínica poderá ser benéfico para

identificar os doentes que potencialmente irão beneficiar de um

tratamento mais precoce com quimioterapia.
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Já no mCRPC, a capacidade de prognóstico das CTCs está

bem estabelecido e a sua contagem através do sistema Cell-

Search já foi aprovada pela FDA como marcador de prognóstico.

A prevalência de CTCs nos estádios avançados da doença é

grande, com identificação de CTCs em 95% das contagens

iniciais. Considera-se que contagens iniciais desfavoráveis ( 5

CTCs) associam-se a menor sobrevida global (11,5 21,7 me-

ses). Adicionalmente, os doentes com contagens iniciais desfa-

voráveis que se convertem em contagens favoráveis (<5 CTCs)

após o início do tratamento, apresentam melhorias similares na

sobrevida mediana, demonstrando a capacidade das CTCs em

refletir a resposta à terapêutica nestes doentes, sendo a sua

quantificação a forma mais precisa de predizer a sobrevida global

no mCRPC, com uma diminuição de 30% na contagem de CTCs

após o tratamento a associar-se a melhor sobrevida global.

Em suma, a quantificação de CTCs pode ser usada no

dos doentes com CaP metastizado, com benefício prog-

nóstico e preditivo, especialmente se for usada como uma

variável contínua.
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A eficácia prognóstica das CTCs foi estudada no contexto de

vários tratamentos sistémicos para o CaP avançado, demons-

trando-se consistentemente uma associação com a sobrevida

global.

Embora existam muitos potenciais alvos para a caracterização

das CTCs, a maioria dos estudos clínicos têm-se focado no

recetor dos androgénios (AR), dado o seu papel central na

terapêutica. A sinalização persistente do AR, apesar da ADT, é

um dos principais determinantes da progressão da doença,

nomeadamente da resistência à castração.

O perfil genómico do AR nas CTCs contém muitas das

mesmas mutações que já haviam sido implicadas na progressão

da doença. Dessa forma, as CTCs poderão ter utilidade para a

monitorização seriada de mutações no AR recentemente adqui-

ridas como mecanismo de resistência ao tratamento.

Para além do perfil genómico, o fenótipo de proteína do AR

também foi investigado nas CTCs, sendo que doentes com

mCRPC nos quais o AR está retido predominantemente no cito-

plasma das CTC apresentam uma resposta significativamente

melhor à quimioterapia com docetaxel, pelo que a monitorização

da localização do AR nas CTCs em doentes com mCRPC pode

constituir um preditor de resposta aos taxanos.

Foram identificadas isoformas do AR, que são variantes inde-

pendentes de ligandos, que desempenham um papel importante

na resistência às terapias com enzalutamida e abiraterona. A

presença de qualquer variante do AR associa-se a pior prognós-

tico, sendo que qualquer alteração no AR influencia a resposta

aos tratamentos.

14,15

Identificação de Fenótipos e Caracterização das CTCs:

Recetor dos Androgénios:

7

A variante 7 do recetor dos androgénios (AR-V7) é uma

variante do AR constitutivamente ativa, com uma região terminal

truncada e sem o domínio de ligação ao ligando, permitindo que a

sinalização do AR seja ativada independentemente. A sobre-

-expressão de um recetor constitutivamente ativo mas que não

tem o domínio de ligação ao ligando (onde se ligam algumas

drogas anti-androgénicas) confere resistência ao tratamento anti-

-androgénico. Os doentes com AR-V7 não detetável nas CTCs

têm resposta tanto à enzalutamida como à abiraterona. Já os

doentes AR-V7+ apresentam taxa de resposta do PSA, sobre-

vida livre de progressão e sobrevida global significativamente

menores quando tratados com enzalutamida ou abiraterona

(mas não com docetaxel ou cabazitaxel  ). A presença de CTCs

AR-V7+ associa-se a pior evolução clínica em comparação com

a presença de CTCs AR-V7-, mas que ainda assim é pior do que

não ter CTCs. Portanto, a expressão de CTCs baseada no AR-V7

constitui um potencial biomarcador preditivo de resistência à

abiraterona e à enzalutamida, favorecendo a escolha dos taxanos

como arma terapêutica.

O AR-V7 é um marcador dinâmico e a sua análise repetida

pode ser capaz de capturar transições no seu , como

resultado dos diferentes tratamentos. As conversões de AR-V7

negativo para positivo ocorrem mais comummente em doentes

sob terapêutica dirigida ao AR, enquanto reversões inversas

parecem ocorrer apenas com taxanos.

O fenótipo e o no

CaP em associam-se a doença mais agres-

siva. O grau de heterogeneidade fenotípica é caracterizado por

uma multiplicidade de subtipos de CTCs não canónicos, que por

sua vez parecem ser mais frequentes no mCRPC. A baixa

heterogeneidade de CTCs associa-se a melhor sobrevida com

terapia anti-androgénica de segunda linha, enquanto uma alta

heterogeneidade associa-se a melhor sobrevida com taxanos,

pelo que a descrição da heterogenidade fenotípica das CTCs

pode auxiliar na decisão terapêutica.

Outra alteração associada ao CaP que foi identificada nas

CTCs de doentes com doença avançada são os rearranjos

do oncogene ERG. A expressão androgénica do oncogene

ERG após a fusão com a protease transmembranar serina2

(TMPRSS2), ocorre em 30%-70% dos CaP terapeuticamente

Os doentes TMPRSS2-ERG+ têm uma sobrevida livre de

progressão radiográfica e uma resposta do PSA significativa-

mente piores.

Apesar de não ser possível tirar uma conclusão clara sobre o

valor da avaliação dos rearranjos ERG nas CTCs, o seu estudo é

tido como promissor.
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Perda do

Atividade da Telomerase:

Material Genético Livre:

DNA Livre Circulante:

PTEN:

Outra alteração identificada relaciona-se com a perda do

que ocorre frequentemente no mCRPC e tem sido asso-

ciada à sua progressão. Existe uma concordância entre o

do nos tecidos e nas CTCs, podendo desta forma assumir

importância clínica, com a perda do nas CTCs a associar-

-se a pior prognóstico. Assim como para os rearranjos ERG, o

valor da perda do nas CTCs como potencial biomarcador

ainda está pouco estudado, podendo vir a ter importância futura.

Os doentes com contagens elevadas de CTCs ( 5), que associa-

damente têm uma atividade elevada da telomerase apresentam

menor sobrevida global.

Concluindo, do ponto de vista clínico, a aplicação das CTCs

como biomarcadores de prognóstico e de predição está limitada

à capacidade de detetar essas mesmas células, que em muito

depende do estadio do CaP, pelo que num futuro próximo é mais

provável que o perfil molecular baseado em CTCs tenha impacto

na monitorização de estadios avançados da doença.

O cfDNA refere-se aos fragmentos de DNA que circulam livre-

mente e que são libertados para a corrente sanguínea por todas

as células - malignas e não malignas. O DNA livre específico do

tumor em circulação, designado por cftDNA (

) refere-se aos fragmentos de DNA que circulam

livremente e que derivaram especificamente de células tumorais,

contendo as mesmas alterações genéticas do local de origem.

Os fragmentos de DNA específicos do tumor em circulação

podem ter origem no tumor primário, em metástases ou nas

CTCs. O isolamento das pequenas frações de cftDNA no total

de cfDNA exige que se identifiquem alterações genéticas que

permitam afirmar a sua origem tumoral. Uma vez detetado, o

cftDNA reflete o perfil genético do tumor “contemporâneo”, já

que os ácidos nucleicos livres em circulação têm uma semi-vida

muito curta.

No contexto do CaP existem evidências que a análise do

cfDNA tem potencial para futuras aplicações clínicas, consti-

tuindo uma ferramenta para avaliação não invasiva do tumor, que

não exige equipamento específico (ao contrário das CTCs). As

aplicações do cfDNA no CaP estão descritas na Tabela 1.

Apesar de quantidades maiores de cfDNA não serem literalmente

diagnósticas, os doentes com CaP têm um nível mais elevado em

circulação (437 ng/mL), quando comparados com indivíduos

saudáveis (99 ng/mL), cujo cfDNA deriva sobretudo de hema-

topoiese.

gene

PTEN,

status

PTEN

PTEN

PTEN

circulating free

tumor DNA
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Aplicações Clínicas:

A quantificação do cftDNA, especialmente no contexto da

sua evolução ao longo do tempo, consiste num meio para avaliar

a carga tumoral e a resposta à terapêutica. Os doentes com CaP

metastizado que apresentem uma maior fração de cftDNA têm

maior carga de doença e pior prognóstico, sendo que doentes

com menores níveis de cftDNA respondem melhor à terapêu-

tica.

A quantidade absoluta de cftDNA e sua proporção relativa-

mente ao cfDNA total pode ser usada como biomarcador, com a

deteção de quantidades crescentes de cftDNA a correlacionar-se

com outros marcadores globais de carga tumoral (como a FA e

LDH) e com evolução clínica significativamente pior.

Nos doentes com mCRPC, a concentração elevada de cfDNA

pode ser usada como um preditor independente de sobrevida

global, associando-se a má resposta do PSA, com relação po-

sitiva entre os níveis de cfDNA e a progressão imagiológica.

Existe concordância entre as alterações do DNA no cftDNA e

no tecido tumoral. O cftDNA obtido por biópsia líquida contém

todas as alterações do DNA, em frequências alélicas seme-

lhantes, encontradas no sequenciamento genómico completo

das lesões metastáticas biopsadas, incluindo alterações como a

mutação e amplificação do gene mutações nos genes

Para além

destes também os genes

estão implicados na pa-

togénese do CaP metastizado, com potencial significado clínico.

As frequências destas mutações estão apresentadas na Tabela 2.

Dos doentes, 94% com mCRPC apresentam 1 alterações

no cftDNA, sendo que a acumulação de alterações, as

amplificações dos genes e e as alterações no gene

se associam a pior sobrevida global.

A identificação da amplificação e mutações do gene têm

sido especialmente estudadas. No CaP metastático, um maior

número de cópias do gene ou a presença de mutações

pontuais (nomeadamente ou ) associa-se a menor

sobrevida livre de progressão e menor sobrevida global.

Existe também uma associação temporal entre a progressão

clínica e a emergência de mutações no gene Os doentes

sob abiraterona ou enzalutamida com ganho do número de

cópias ou com mutações pontuais específicas do gene têm

um menor declínio dos níveis de PSA, assim como menor

sobrevida livre de progressão e sobrevida global, comparativa-

mente aos doentes com normal, e comparativamente ao

tratamento com taxanos. A avaliação do do gene

antes do início do tratamento pode vir a ser útil na previsão da

resposta à terapia a instituir. A amplificação do exão 8 do gene

no cftDNA está especificamente associada à resistência à

enzalutamida, já que o exão 8 codifica uma parte de um domínio

de ligação ao ligando que é o alvo desta terapêutica.
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Tabela 1. Aplicações do cfDNA no diagnóstico, prognóstico e como preditor de recorrência e resposta ao tratamento no cancro

da próstata

Aplicação

clínica
Análise do cfDNA

Diagnóstico

Hipermetilação dos genes e nos doentes com CaP ( indivíduos

saudáveis)

Um painel de variações cromossómicas detetado permite discriminar doentes com CaP de

indivíduos saudáveis, homens com HBP e prostatite

Níveis mais elevados de cfDNA plasmáticos associados ao CaP ( HBP)

Níveis de cfDNA plasmáticos mais elevados em doentes com CaP ( indivíduos

saudáveis)

RASSF1, GSTP1 RARB2 versus

versus

versus

32

33

34

35

cfDNA como biomarcador de

diagnóstico no CaP

Preditor de

recorrência

Hipermetilação dos genes e nos doentes com CaP com recorrência

bioquímica após prostatectomia radical

SRD5A2 CYP11A1
36

Uma metilação aberrante do

cftDNA constitui um preditor

precoce de recorrência da

doença

Prognóstico

Concentrações crescentes de cftDNA nos doentes com mCRPC correlacionam-se com

marcadores globais de carga tumoral (FA e LDH), evolução clínica significativamente pior   e

progressão imagiológica,   constituindo um preditor independente de sobrevida global

O surgimento de novas amplificações focais (gene e gene ) ocorre em 40% dos

doentes com progressão metastática da doença

Um elevado número de cópias do detetado no plasma de doentes com mCRPC, mas

não em doentes com mCSPC

37

38 39

40

41

AR MYC

locus AR

O aparecimento de

amplificações focais de novo

pode ser usado como um

biomarcador prognóstico no

follow-up dos doentes,

especialmente o ganho de

cópias do gene AR

Preditor

de

resposta

ao

tratamento

Doentes com mCRPC com menores níveis de cftDNA têm melhor resposta à terapêutica com

abiraterona   e enzalutamida   ( doentes com níveis mais elevados de cftDNA)

Mutações no gene associadas a resistência à enzalutamida nos doentes com mCRPC

Ganhos no número de cópias do gene e do gene associados aos doentes com

mCRPC sob abiraterona com sobrevida livre de progressão e sobrevida global mais curtas

( doentes com mCRPC sem ganho lactato desidrogena no número de cópias),

sugerindo que o ganho no número de cópias do gene ou do gene pode ser

usado como biomarcador preditivo de resistência à abiraterona

Ganho no número de cópias do gene associa-se a resistência à abiraterona nos doentes

com mCRPC

Amplificações e mutações pontuais específicas do gene em doentes com mCRPC faz

prever um pior desfecho se tratados com abiraterona ou com enzalutamida ( tratamento

com taxanos)

Diminuição dos níveis plasmáticos de GSTP1 metilado após quimioterapia, sugerindo que a

metilação do GSTP1 é um potencial marcador de predição de resposta à quimioterapia

37 42

43,44

45

46

47

48

versus

AR

CYP17A1 AR

versus

AR CYP17A1

AR

AR

versus

Mutações e ganho do

número de cópias do gene

AR associa-se

consistentemente a

resistência à abiraterona e à

enzalutamida

CaP - cancro da próstata, HBP - hiperplasia benigna da próstata, AR - recetor dos androgénios, mCRPC - cancro da próstata metastizado

resistente à castração, mCSPC - cancro da próstata metastizado sensível à castração, FA - fosfatase alcalina, LDH

[adaptado de Di Meo 2017]81

Resumidamente, as amplificações e mutações do gene AR

correlacionam-se com pior prognóstico. O aparecimento, num

dado momento, de novas alterações genómicas pode indicar

progressão da doença, ao mesmo tempo que aponta para novos

mecanismos de resistência que podem ser direcionados tera-

peuticamente. Portanto, no contexto da biópsia líquida, o cftDNA

será especialmente útil para a análise seriada ao longo do curso

da doença.

Existem estudos que se têm focado na linha germinativa e nos

defeitos somáticos adquiridos na reparação do DNA envolvendo

Mutações noutros Genes:
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Tabela 2. Frequência de genes alterados nos doentes com

cancro da próstata metastizado

(amplificações

e mutações

pontuais

AR

-T8T8A,

L702H)

20% - 64,7% (amplificações)

22% (mutações)

48% (mutações e/ou amplificações) na contagem

basal de doentes com mCRPC

60% (mutações e/ou amplificações) na progressão

de doentes com mCRPC

50,53,54

54

42

42

SPOP

BRCA 2

ATM

CHEK2

BRCA1

RAD51D

PALB2

PTEN

PT53

APC

NF1

EGFR

CTNNB1

ARID1A

PIK3CA

MYC

BRAF

8,8%

5% - 14%

1,6 % - 10%

1,9% - 6%

0,9% - 6%

0,4%

0,4%

20%

36%

10%

9%

6%

6%

6%

5%

20%

18%

50

51,52,54

51,52

51,52

51,52,54

52

52

53

54

54

54

54

54

54

54

54

54

Gene Frequência

genes como o e e o A presença de

mutações germinativas nesses genes foi associada a um risco

significativamente aumentado de CaP metastático, doença mais

agressiva e pior resposta à terapêutica dirigida ao sendo

que mutações somáticas adquiridas também são observadas em

frequências muito mais altas nos tumores que progridem para

mCRPC.

Os doentes com mCRPC portadores de mutações germina-

tivas apresentam progressão significativamente pior e

menor tempo de sobrevida livre de progressão quando tratados

com abiraterona ou enzalutamida. Por outro lado, os doentes

com alterações nos genes de reparação do DNA parecem res-

ponder à quimioterapia ou ao inibidor da PARP (obaparib),

especialmente no caso de mutações estando descrito

que uma redução = 50% do cfDNA se associa a melhor sobrevida

global e a sobrevida livre de progressão radiográfica nas 8 sema-

nas após o tratamento com olaparib.

BRCA1 2, ATM PALB2.

AR,

BRCA2

BRCA,

52,55

52

55,56

57

51,58

59

Estes achados revelam a necessidade de se estabelecerem

estratégias de tratamento guiadas por biomarcadores no CaP

avançado, sugerindo que a análise do cfDNA pode ser usada

para auxiliar na decisão mais precoce de se optar pela quimio-

terapia ou pela inibição da PARP.

Lee, em 1993, identificou o primeiro microRNA: o “lin-4”. Atual-

mente já existem 38589 microRNAs registados na miRBase.

Os miRNAs são pequenos segmentos de 18-22 nucleotídeos

não codificantes. Um único miRNA é capaz de regular centenas

de genes diferentes. A modificação na expressão de um miRNA

pode afetar um conjunto de processos biológicos, podendo

constituir o gatilho para a tumorogénese e/ou afetar a progressão

da doença.

No caso do cancro, a importância dos miRNAs relaciona-se

com o facto destes se localizarem em regiões genómicas “frá-

geis” muitas vezes alteradas nos tumores. A expressão de

miRNAs forma uma espécie de assinatura, composta por um

conjunto de miRNAs sobreexpressos/subexpressos, capaz de

identificar o cancro em causa.

miRNAs podem ser detetados a circular livremente no sangue

periférico de doentes com CaP e, nesse sentido são vistos como

potenciais biomarcadores, com especial interesse no CaP avan-

çado.

O papel dos miRNAs na oncogénese relaciona-se com o

facto destes serem capazes de inibir genes supressores tumorais

(por exemplo o ) ou por outro lado estimular oncogenes (por

exemplo o MYC e o RAS)

Existem miRNAs que se parecem correlacionar com o CaP,

com o prognóstico dos doentes com mCRPC e com a quimior-

resistência. A sua expressão está descrita nas Tabela 3 e

Tabela 4.

A identificação de alterações na regulação de certos miRNAs

permite diferenciar indivíduos com CaP de indivíduos saudáveis

(ou com doença benigna). Por exemplo, a expressão do

miR-15 e do miR-16 séricos está diminuída ou ausente no caso

do CaP ( indivíduos saudáveis, doentes com prostatite

crónica ou hiperplasia benigna da próstata (HBP)).

No caso do miR-141, a sua sobre-expressão já foi ampla-

mente associada ao CaP: está sobre-expresso nos doentes com

CaP ( doentes saudáveis ou com doença benigna),

com sobre-expressão mais marcada no mCRPC ( CaP

localizado), e níveis mais elevados a correlacionarem-se com

doença metastática mais extensa.

Estes resultados sugerem que alterações nos níveis de

miRNAs plasmáticos permitem estratificar a agressividade do

tumor. Por exemplo, está descrito que um painel que demonstre

microRNA:

Aplicações Clínicas:

60

61

30

62

63

64-68

64,69-72

64,69,74-77,79

64

69,74-81

81

80

PTEN

versus

versus

versus

70
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Tabela 3: miRNAs identificados com potencial utilidade como biomarcadores no cancro da próstata

/ Ø

let-7a
Diagnóstico

Prognóstico

Expressão diminuída no CaP ( HBP);versus

Expressão diminuída confere maior risco de progressão74

miR-9* Prognóstico Sobre-expressão nos doentes com CaP metastático75

Família miR-

15a/miR-16-1

Diagnóstico

Prognóstico

Expressão diminuída nos doentes com CaP ( controlos saudáveis,

doentes com prostatite crónica e HBP);

versus

Níveis muito baixos ou inexistentes

associados a estadios metastáticos64

miR-20a
Preditivo

Prognóstico

Expressão diminuída (ou inalterada) após quimioterapia com docetaxel

associada a pior sobrevida global72

miR-21

Prognóstico Sobre-expressão nos doentes com CaP ( indivíduos saudáveis)versus
76

Prognóstico
Sobre-expressão em doentes com CaP em estadio mais

avançado70

Diagnóstico

Prognóstico

Sobre-expressão em doentes com CaP ( indivíduos saudáveis);

( s doença

localizada)

versus

Versu

Níveis

mais elevados a associados a doença metastizada
69

Preditivo
Sobre-expressão nos doentes com mCRPC; Níveis mais elevados

associados a resistência ao docetaxel71

miR-24 Prognóstico
Diminuído no CaP (indivíduos saudáveis>baixo risco>risco intermédio>alto

risco)77

miR-93
Diagnóstico

Prognóstico

Sobre-expressão no CaP ( indivíduos saudáveis)versus

Níveis progressivamente mais elevados nos tumores mais

agressivos77

miR-106a

Prognóstico Sobre-expressão no CaP agressivo ( CaP indolente)versus
78

Prognóstico
Aumentado no CaP:(alto risco >risco intermédio>baixo risco>indivíduos

saudáveis)77

Diagnóstico
Constitui uma assinatura de miRNAs que permite distinguir CaP e HBP em

doentes com PSA elevado79

miR-106b Diagnóstico Sobre-expressão nos doentes com CaP ( indivíduos saudáveis)versus
76

miR-130b Diagnóstico
Constitui uma assinatura de miRNAs que permite distinguir CaP e HBP em

doentes com PSA elevado79

miR-135a* Prognóstico Expressão diminuída no CaP agressivo ( CaP indolente)versus
78

miR-141

Diagnóstico Sobre-expressão no CaP ( HBP)versus
74

Prognóstico Sobre-expressão nos doentes com CaP metastizado75

Prognóstico Sobre-expressão nos doentes com metástases ósseas, com níveis mais

elevados a correlacionarem-se com a presença de mais de lesões80

Prognóstico
Sobre-expressão no mCRPC ( CaP localizado de baixo

risco)

versus
81

Prognóstico

Sobre-expressão em doentes com CaP ( indivíduos saudáveis), com

(vs.doença

localizada)

versus

níveis mais elevados a associarem-se a doença metastizada
69

Diagnóstico Sobre-expressão nos doentes com CaP ( indivíduos saudáveis)versus
76

miRNA Expressão Biomarcador Efeito
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miR-146a
Preditivo

Prognóstico

Sub-expressão previamente à quimioterapia com docetaxel associada a

não resposta do PSA dos doentes com mCRPC72

Família miR-

200

Preditivo

Prognóstico

Sobre-expressão previamente à quimioterapia com docetaxel associa-se a

resistência à terapêutica e menor sobrevida nos doentes com mCRPC72

miR-221
Diagnóstico

Prognóstico

Sobre-expressão em doentes com CaP ( indivíduos saudáveis), com

( doença

localizada)

versus

versusníveis mais elevados a associarem-se a doença metastizada
69

miR-222
Preditivo

PrognósticoDependendo do contexto, o miR-222 pode ter funções oncogénicas

ou supressoras tumorais. Daí que tanto a sua sub-expressão ou sobre-

expressão possam ter resultados adversos:

; Sobre-expressão resulta em  proliferação celular

Sub-expressão previamente à

quimioterapia com docetaxel associa-se a fraca resposta do PSA nos

doentes com mCRPC 72

miR-223

Prognóstico

Diagnóstico

Dependendo do contexto, o miR-223 pode ter funções oncogénicas ou

supressoras tumorais. Daí que tanto a sua sub-expressão ou sobre-expressão

possam ter resultados adversos: Sub-expresso no CaP ( indivíduos

saudáveis); Sobre-expresso nos tumores de alto risco baixo risco

versus

versus
77

Diagnóstico Faz parte de uma assinatura de miRNAs que permite distinguir CaP e HBP em

doentes com PSA elevado79

miR-301b
Preditivo

Prognóstico

Sobre-expressão previamente à quimioterapia com docetaxel associa-se a

fraca resposta do PSA nos doentes com mCRPC72

miR-375

Prognóstico Sobre-expressão nos doentes com CaP metastático75

Prognóstico
Sobre-expressão no mCRPCnos tumores de alto risco e ( tumores de

baixo risco)

versus
81

Diagnóstico Sobre-expressão nos doentes com CaP ( indivíduos saudáveis)versus
76

miR-378 Prognóstico
Sobre-expressão no mCRPCnos tumores de alto risco e ( tumores

localizados de baixo risco)

versus
81

miR-409-3p Prognóstico
Expressão diminuída no mCRPC ( CaP localizado de baixo

risco)

versus
81

miR-429
Prognóstico

Preditivo

Sobre-expressão previamente à quimioterapia com docetaxel associa-se a

resistência à terapêutica e menor sobrevida nos doentes com mCRPC72

miR-433 Prognóstico Sobre-expressão no CaP agressivo ( CaP indolente)versus
78

miR-451
Diagnóstico

Prognóstico

Sobre-expressão nos tumores de alto risco ( indivíduos saudáveis)versus
77

miR-561a-3p Prognóstico Sobre-expressão nos doentes com CaP metastático75

Realce dos miRNAs com papel prognóstico e preditivo no cancro da próstata metastizado

CaP - cancro da próstata; HBP - hiperplasia benigna da próstata; mCRPC - cancro da próstata metastizado resistente à castração;

PSA - antigénio específico da próstata

]Adaptado de Hoey (2019)
89

miRNA Expressão Biomarcador Efeito
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Tabela 4. Assinaturas de miRNAs e potencial utilidade do cancro da próstata

miR-24 + miR-223

miR-375

Distinção entre CaP indolente CaP agressivoversus em doentes em vigilância ativa;

Os autores sugerem usar esta assinatura de 3 mi-RNAs + PSA para detetar doença

agressiva82

miR-106a + miR-433

miR-135a* + miR-200c + miR-605
Distinção entre CaP agressivo de muito alto risco ( CaP indolente)versus

78

miR-24 + miR-223

miR-93 + miR-106a +miR-451
Distinção entre doentes com CaP Indivíduos saudáveisversus

77

Rácios:

miR-106a/miR-130b

miR-106a/miR-223

[rácios mais

elevados

associam-se

a CaP]

Distinção entre doentes com CaP e doentes com HBP (com PSA elevado)78

miR-20a, miR-21 e  miR-145 Distinção entre doentes com risco intermédio baixo risco ( D’Amico)versus score
70

miR-20a, miR-21, miR-145 e

miR-221
Distinção entre doentes com alto risco baixo risco ( D’Amico)versus score

79

miR-200a + miR-200b + miR-429

(família miR-200)

A sobreexpressão da família miR-200 detetada antes de se instituir o tratamento

com docetaxel é preditiva de pior sobrevida global nos doentes mCRPC, com

resistência ao tratamento com docetaxel72

miR-375 + miR-378* + miR-141

miR-409-3p
Distinção entre mCRPC ( CaP localizado de baixo risco)versus

81

miR-96 + miR-183

miR-145 + miR-221

Distinção entre CaP e controlos saudáveis;

;

;

Maior agressividade tumoral

Maior risco de metastização

Pior sobrevida global83

miR-15 + miR-16

miR-21
Predição de um pior prognóstico no CaP66

miR-141, miR-21, e miR-375 Distinção entre doentes com CaP e saudáveis76

Realce dos painéis de miRNAs com papel prognóstico e preditivo no cancro da próstata metastizado

CaP - cancro da próstata; HBP - hiperplasia benigna da próstata; mCRPC - cancro da próstata metastizado resistente à castração;

PSA - antigénio específico da próstata

Assinaturas de miRNAs Resultados

a perda do miR-15 e do miR-16 e a sobreexpressão do miR-21

representa uma assinatura promissora no que concerne à

predição de um pior prognóstico no CaP, já que miR-15 e miR-

-16 são microRNAs supressores tumorais, cuja expressão está

diminuída nos doentes com CaP, com níveis muito baixos ou

inexistentes associados a estadios metastáticos. Já o miR-21 é

um onco-miRNA, que promove a proliferação celular, a invasão e

66

64

a diminuição da apoptose, cuja sobre-expressão se associa a

progressão da doença.

Existem alguns microRNAs estudados no contexto da res-

posta ao tratamento em doentes com mCRPC. Os doentes que

não respondem ao docetaxel apresentam níveis de microRNAs

da família miR-200 mais elevados antes do início do tratamento

com docetaxel (ou níveis diminuídos/inalterados de miR-20a

69
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após o tratamento), pelo que a sua deteção parece ser preditiva

de não resposta ao docetaxel e consequentemente menor

sobrevida.

O miR-21 (onco-miRNA) também está sobre-expresso nos

doentes com mCRPC, sendo que a expressão de níveis mais

elevados se associa a quimiorresistência.

A identificação de miRNAs permitirá, no futuro, criar painéis

com potencial diagnóstico, prognóstico e preditivo de resposta

às terapêuticas, auxiliando na tomada de decisão em oncologia

prostática.

As EVs são uma classe heterogénea de partículas com um

tamanho que varia de 50 nm-10 µm e que são liberadas por

qualquer célula. O seu conteúdo é muito específico, trans-

portando RNA, proteínas e metabolitos e sua função é partilhar

essa informação molecular entre células, podendo dessa forma

modificar a atividade da célula recetora.

No caso dos doentes com cancro, há um aumento do

número de EVs circulantes, cujo conteúdo representa o local de

origem, pelo que a sua análise pode fornecer informação acerca

do tumor, constituindo uma fonte de biomarcadores.

As vesículas extracelulares são subdivididas em exos-

somas, ectossomas e oncossomas. Os exossomas foram des-

critos pela primeira vez por Pan e Johnstone em 1983 e são

um subtipo de EV com 50-100 nm de diâmetro que podem ter

origem em células benignas e malignas. Os ectossomas e os

oncosomas (1-10 µm) originam-se preferencialmente de células

malignas.

Os exossomas estão diretamente envolvidos na carcinogé-

nese e na metastização do CaP, ao transportarem proteínas e

material genético que reduzem a capacidade apoptótica, aumen-

tam a proliferação celular e induzem a migração celular. Para além

disso, são capazes de afetar a fusão e diferenciação osteoclás-

tica, favorecendo a formação de nichos metastáticos.

Alguns miRNAs exossomais estão descritos como estando

implicados no desenvolvimento e progressão do CaP. Níveis

mais elevados de miR-1290 e miR-375 em homens com mCRPC

associam-se de forma significativa a pior sobrevida global,

independentemente da terapia. A sobre-expressão do miR-

-1246 exossomal também se correlaciona com o grau patoló-

gico, a presença de metástases, pior prognóstico e maior agres-

sividade do tumor.

As EVs também parecem ter um papel no desenvolvimento

de resistência às terapêuticas em doentes com CaP, podendo

dessa forma ser usadas como potenciais biomarcadores de

resistência. Por exemplo, a monitoração quantitativa dos exos-

somas pode auxiliar na identificação de quimiorresistência, uma

vez que se objetivam alterações na quantidade de exossomas

após resistência à quimioterapia.

72

71

84

85

84

86

84,87

88

89.90

90

91

92

Vesículas extracelulares:

A evolução contínua na deteção e análise diferencial das EVs

permitirá caracterizar melhor o seu papel no CaP, com as devidas

implicações na sua potencial aplicação clínica.

A biópsia líquida no CaP é hoje uma realidade na prática clínica,

com a quantificação de CTCs aprovada pela FDA para a monito-

rização do mCRPC. Com certeza que esta aprovação abrirá

portas para futuras aprovações na inclusão de mais biomarca-

dores.

O papel dos biomarcadores é mais efetivo na doença dis-

seminada, o que se justifica pela sua maior quantidade em

circulação. Assim, a biópsia líquida constitui uma mais-valia para

o destes doentes, especialmente se usada como

variável contínua. O resultado da análise destes biomarcado-

res fornece informação sobre o prognóstico dos doentes com

cancro metastizado, assim como prediz a resposta à terapêu-

tica.

O futuro assentará na perspetiva de se combinarem vários

algoritmos diferentes e complementares na biópsia líquida, crian-

do um painel de biomarcadores que funcionem como uma ferra-

menta com elevada acuidade prognóstica e preditiva, incluindo

numa só análise a deteção e caracterização de CTCs, cftDNA,

miRNAs e/ou exossomas, que poderá ser usada na monitori-

zação minimamente invasiva dos doentes.

Apesar destas promessas, a biópsia líquida como ferramenta

de diagnóstico, prognóstico, bem como o seu papel na predição

de resposta aos tratamentos necessita ainda de ser validada em

mais e maiores ensaios clínicos, sendo a próxima geração de

estudos a chave para estabelecer definitivamente a aplicabilidade

clínica destes biomarcadores, respondendo à questão central:
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