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REIVINDICACOES

1. Método de uma etapa para detecgfo direta ou simultidnea de

uma célula cancerosa ou elemento de célula cancerosa em uma amostra

bioldgica, caracterizado pelo fato de que compreende:

i) adicionar a dita amostra biolégica um painel de agentes, que
se ligam a dois ou mais marcadores extracelulares diferentes, em que pelo
menos um dos agentes € especifico de cancer,

i1) submeter a amostra bioldgica assim obtida & citometria de
fluxo.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que € para detectar células cancerosas disseminadas em tecidos.
3. Método de acordo com as reivindicagdbes 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que € para detectar células cancerosas no sistema

linfatico.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo

fato de que € para detectar células cancerosas nos linfonodos sentinela ou
metinel.
5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

precedentes, caracterizado pelo fato de que as células cancerosas sdo

detectadas com uma sensibilidade de 90 % ou mais, tal como, por exemplo,
91 % ou mais, 92 % ou mais, 93 % ou mais, 94 % ou mais, 95 % ou mais, 96
% ou mais, 97 % ou mais, 98 % ou mais ou 99 % ou mais ou 100 %.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicac¢des

precedentes, caracterizado pelo fato de que as células cancerosas sdo

detectadas com uma especificidade de 95 % ou mais, tal como, por exemplo,
96 % ou mais, 97 % ou mais, 98 % ou mais ou 99 % ou mais ou 100 %
significando que 95 % ou mais, tal como, por exemplo, 96 % ou mais, 97 %
ou mais, 98 % ou mais ou 99 % ou mais ou 100 % dos linfonodos sentinela

ou metinel que estdo livres de células cancerosas serdo corretamente
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diagnosticados como negativos.
7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que as células cancerosas sdo

detectadas com um valor prognosticado negativo de 90 % ou mais, tal como,
por exemplo, 91 % ou mais, 92 % ou mais, 93 % ou mais, 94 % ou mais, 95
% ou mais, 96 % ou mais, 97 % ou mais, 98 % ou mais ou 99 % ou mais ou

100 %.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des

precedentes, caracterizado pelo fato de que as células cancerosas sédo
detectadas dentro de 25 minutos ou menos.
9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a variabilidade inter- e infra-

ensaio € menor do que 10 %, tal como, por exemplo, menor do que 9 %,
menor do que 8 %, menor do que 7 %, menor do que 6 %, menor do que 5 %,
menor do que 4 %, menor do que 3 %, menor do que 2 % ou menor do que 1

%e.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢cdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que o painel de agentes contém dois
ou mais agentes, trés ou mais, quatro ou mais, cinco ou mais, seis ou mais,
sete ou mais ou oito ou mais agentes.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des

precedentes, caracterizado pelo fato de que os agentes sdo selecionados de

anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais, fragmentos Fab, fragmentos
(Fab’),, fragmentos Fv, peptideos, proteinas, moléculas de RNA,
polissacarideos ou qualquer combinag¢do dos mesmos.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que os agentes sdo anticorpos

monoclonais ou fragmentos dos mesmos.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
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precedentes, caracterizado pelo fato de que o painel de agentes compreende
dois ou mais agentes, trés ou mais, quatro ou mais, cinco ou mais, seis ou
mais, sete ou mais ou oito ou mais agentes que se ligam a marcadores
especificos do tipo de cancer

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que os agentes sdo rotulados.

15. Método de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado

pelo fato de que os rotulos sdo selecionados de enzimas, moléculas
fluorescentes, roétulos radioativos, biotina, oligonucleotideos e/ou
polissacarideos.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que os agentes sdo rotulados com

moléculas fluorescentes.
17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que o painel contém um ou mais

agentes que se ligam a marcadores extracelulares especificos de tecido.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado

pelo fato de que os marcadores extracelulares especificos de tecido sdo
marcadores extracelulares epiteliais e/ou mesenquimais gerais.
19. Método de acordo com as reivindicagdes 17 ou 18,

caracterizado pelo fato de que um ou mais agentes sdo dos que se ligam a

marcadores extracelulares especificos do tipo de cancer e/ou especificos do
subtipo de céncer.
20. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

17 a 19, caracterizado pelo fato de que os marcadores epiteliais gerais sdo

selecionados de antigeno especifico epitelial, fator de crescimento
epidérmico, Ep-CAM e/ou E-caderina.
21. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

17 a 20, caracterizado pelo fato de que os marcadores mesenquimais gerais
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sdo selecionados de CD44, c-Kit e/ou receptor de VEGF 2.
22. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

17 a 21, caracterizado pelo fato de que os marcadores especificos do tipo de

cincer sdo selecionados de marcadores para tumores soélidos e outros tipos de
tumor.
23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

17 a 21, caracterizado pelo fato de que os marcadores especificos do tipo de

cancer sdo selecionados de marcadores para as células cancerosas colonicas,
células cancerosas da bexiga urinaria, células de melanoma malignas, células
cancerosas mamarias, células cancerosas pulmonares, células cancerosas
ovarianas, células cancerosas pulmonares, células cancerosas esofagicas,
células cancerosas renais, células cancerosas hepaticas, células cancerosas
pancredticas, células cancerosas retais, células cancerosas estomacais €
células cancerosas da tiredide.

24. Método de acordo com as reivindicagbes 22 ou 23,

caracterizado pelo fato de que os marcadores caracteristicos para as células

cancerosas colbnicas sdo selecionados de antigeno carcino embriondrio
(CEA), antigeno de carboidrato 15-3 (CA15-3), antigeno de carboidrato 125
(CA125), antigeno de carboidrato 19-9 (CA19-9), antigeno de carboidrato
242 (CA242), Ep-CAM, G250, RCAS1, STN, TA-90.

25. Método de acordo com a reivindicacdo 24, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sdo anticorpos monoclonais ou
fragmentos dos mesmos que se ligam a um ou mais dos marcadores
caracteristicos para o cincer de co6lon.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes s3o selecionados de anticorpos
monoclonais para o antigeno carcino embrionario (CEA), CA15-3, CA125,
CA19-9, CA242, Ep-CAM, G250, RCAS1, STN e TA-90.

27. Método de acordo com as reivindicagdes 22 ou 23,
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caracterizado pelo fato de que os marcadores caracteristicos para as células

cancerosas da bexiga urinaria sdo selecionados de BC-10, CA19-9, antigeno
carcino embrionario (CEA) e NY-ESO-1.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 27, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sfo anticorpos monoclonais ou
fragmentos dos mesmos que se ligam a um ou mais dos marcadores
caracteristicos para as células cancerosas da bexiga urinaria.

29. Método de acordo com a reivindicagdo 28, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sdo selecionados de anticorpos
monoclonais para BC-10, CA19-9, antigeno carcino embrionario (CEA) e
NYESO-1.

30. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

17 a 21, caracterizado pelo fato de que os marcadores especificos do tipo de

cancer que sdo selecionados de marcadores para as células de melanoma
malignas s3o selecionados de MSH-R, NY-ESO-1 e TA-90.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 30, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sdo anticorpos monoclonais ou
fragmentos dos mesmos que se ligam a um ou mais dos marcadores
caracteristicos para as células de melanoma malignas.

32. Método de acordo com a reivindicagdo 31, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sdo selecionados de anticorpos
monoclonais para MSH-R, NY-ESO-1 e TA-90.
33. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des de

17 a 21, caracterizado pelo fato de que os marcadores especificos do tipo de

cancer que sdo selecionados de marcadores para células cancerosas mamarias
sfio selecionados de CA15-3, CA125, antigeno carcino embriondrio (CEA),
Ep-CAM, NY-ESO-1, PRL-R, RCAS1, STN e TA-90.

34. Método de acordo com a reivindicag@o 33, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes s@o anticorpos monoclonais ou
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fragmentos dos mesmos que se ligam a um ou mais dos marcadores
caracteristicos para as células cancerosas mamarias.

35. Método de acordo com a reivindicagdo 34, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sdo selecionados de anticorpos
monoclonais para CA15-3, CA125, antigeno carcino embrionario (CEA), Ep-
CAM, NY-ESO-1, PRL-R, RCAS1, STN e TA-90.

36. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢gdes de

17 a 21, caracterizado pelo fato de que os marcadores especificos do tipo de

cancer que sdo selecionados de marcadores para cé€lulas cancerosas
pulmonares s3o selecionados de Ep-CAM, NY-ESO-1, PRL-R, PSMA,
RCASI1 e B2M.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 36, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sfo anticorpos monoclonais ou
fragmentos dos mesmos que se ligam a um ou mais dos marcadores
caracteristicos para as células cancerosas pulmonares.

38. Método de acordo com a reivindica¢do 37, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sdo selecionados de anticorpos
monoclonais para Ep-CAM, NY-ESO-1, PRL-R, PSMA, RCAS1 e B2ZM.
39. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

17 a 21, caracterizado pelo fato de que os marcadores especificos do tipo de

cancer que sdo selecionados de marcadores para as células cancerosas
ovarianas sdo selecionados de CA15-3, CA125, G250, RCAS1, STN e B2M.

40. Método de acordo com a reivindicagdo 39, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sdo anticorpos monoclonais ou
fragmentos dos mesmos que se ligam a um ou mais dos marcadores
caracteristicos para as células cancerosas ovarianas.

41. Método de acordo com a reivindicagdo 40, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sdo selecionados de anticorpos

monoclonais para CA15-3, CA125, G250, RCAS1, STN e B2M.
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42. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

17 a 21, caracterizado pelo fato de que os marcadores especificos do tipo de

ciAncer que sdo selecionados de marcadores para as células cancerosas
pulmonares sdo selecionados de CA15-3, CAI125, antigeno carcino
embrionario (CEA), Ep-CAM, RCAS1 e TA-90.

43. Método de acordo com a reivindicagdo 42, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes s@o anticorpos monoclonais ou
fragmentos dos mesmos que se ligam a um ou mais dos marcadores
caracteristicos para as células cancerosas pulmonares.

44. Método de acordo com a reivindicagdo 43, caracterizado

pelo fato de que um ou mais agentes sfo selecionados de anticorpos
monoclonais para CA15-3, CA125, antigeno carcino embrionério (CEA), Ep-
CAM, RCAS1 e TA-90.

45. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
17 a 44, caracterizado pelo fato de que um ou mais marcadores especificos do

subtipo de cancer sdo selecionados de MDR1 e MDR2.

46. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

17 a 45, caracterizado pelo fato de que o painel de agentes compreende dois

ou mais agentes, trés ou mais, quatro ou mais, cinco ou mais, seis ou mais,
sete ou mais ou oito ou mais agentes que se ligam a marcadores especificos
do tipo de cancer.

47. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
17 a 46 para a detecgdo de células cancerosas nos linfonodos sentinela ou
metinel.

48. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des
precedentes para identificar a origem de uma metastase cancerosa.

49. Método de acordo com a reivindicagdo 48, caracterizado

pelo fato de que a metastase é uma metastase no figado, pulmdes, esqueleto,

cérebro, ovarios, glandulas adrenais, cavidade abdominal ou em um
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50. Método de acordo com as reivindicagdes 48 ou 49,

caracterizado pelo fato de que os agentes que se ligam a marcadores

extracelulares especificos do tipo de céncer ou especificos do subtipo de
cancer compreendem um ou mais agentes.

51. Método de acordo com a reivindica¢do 50, caracterizado

pelo fato de que os marcadores extracelulares especificos de tecido s@o
marcadores extracelulares epiteliais e/ou mesenquimais gerais.
52. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

48 a 51, caracterizado pelo fato de que os marcadores epiteliais gerais sfo

selecionados de antigeno especifico epitelial, fator de crescimento
epidérmico, Ep-CAM e/ou E-caderina.

53. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
48 a 51, caracterizado pelo fato de que os marcadores mesenquimais gerais

sdo selecionados de CD44, c-Kit e/ou receptor de VEGF 2.

54. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metastase € uma metéstase cerebral.

55. Método de acordo com a reivindicagdo 54, caracterizado

pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de céncer sdo selecionados de marcadores para céncer
pulmonar, cdncer mamario, céncer renal, céncer coldnico, céancer retal,
melanoma maligno ou combinagdes destes.

56. Método de acordo com as reivindicagdes 54 ou 55,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares sdo selecionados
de CA15-3, CA125, CA19-9, CA242, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-R, NY-
ESO-1, PRL-R, RCAS1, STN, TA-90 e B2M.

57. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metastase € uma metastase

pulmonar.
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58. Método de acordo com a reivindicagdo 57, caracterizado

pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de cincer sdo selecionados de marcadores para o cancer
renal, cincer pulmonar, cincer mamadrio, céncer colénico, céncer retal,
melanoma maligno, céncer ovariano, céncer prostitico ou qualquer
combinagdo dos mesmos.

59. Método de acordo com as reivindicagbes 57 ou 58,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares sdo selecionados
de CA15-3, CA125, CA19-9, CA242, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-R, NY-
ESO-1, PRL-R, RCAS1, STN, TA-90 e B2ZM.

60. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metastase € uma metastase hepatica.

61. Método de acordo com a reivindicagdo 60, caracterizado

pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de cancer sdo selecionada de marcadores para o cancer
colénico, cincer mamario, melanoma maligno, cincer pancreéatico, cancer
retal, cAncer pulmonar, cincer renal, cincer ovariano, céncer prostatico ou
qualquer combinag¢édo dos mesmos.

62. Método de acordo com as reivindicagdes 60 ou 61,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares sdo selecionados
de CA15-3, CA125, CA19-9, CA242, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-R, NY-
ESO-1, PRL-R, RCAS1, STN, TA-90 e B2M.

63. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metastase € uma metastase Ossea.

64. Método de acordo com a reivindicagdo 63, caracterizado

pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de cancer sdo selecionados de marcadores para o cancer
mamario, cancer pulmonar, cincer prostatico, cancer renal, cancer coldnico,

cancer retal, melanoma maligno, cidncer ovariano ou qualquer combinagio
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dos mesmos.

65. Método de acordo com as reivindicagdes 63 ou 64,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares sdo selecionados
de CA15-3, CA125, CA19-9, CA242, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-R, NY-
ESO-1, PRL-R, PSMA, RCAS1, STN, TA-90 e B2M.

66. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metastase € uma metastase da

cavidade abdominal.

67. Método de acordo com a reivindicagdo 66, caracterizado

pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de céncer sio selecionados de marcadores para o cancer
coldnico, cancer retal, ciAncer ovariano, cancer estbmacal, cancer pancreatico,
melanoma maligno, cincer estomacal, cdncer esofagico, cincer renal, cancer
hepatico, cancer prostatico, cincer estomacal ou qualquer combinagio dos
mesmos.

68. Método de acordo com as reivindicagdes 66 ou 67,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares sdo selecionados
de CA15-3, CA125, CA19-9, CA242, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-R, NY-
ESO-1, RCASI1, STN, TA-90 e B2M.

69. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metastase € uma metdstase mamaria.

70. Método de acordo com a reivindicagdo 69, caracterizado
pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de cincer sdo selecionados de marcadores para melanoma
maligno, cincer pulmonar, cincer ovariano, cdncer prostatico, cancer renal,
cancer estomacal ou qualquer combina¢do dos mesmos.

71. Método de acordo com as reivindicagbes 69 ou 70,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares sdo selecionados

de CA15-3, CA125, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-R, NY-ESO-1, PRL-R,
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PSMA, RCASI1, STN, TA-90 e B2M.
72. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metastase é uma metastase adrenal.

73. Método de acordo com a reivindicagdo 72, caracterizado

pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de cancer sfo selecionados de marcadores para o cancer
pulmonar, cancer renal, cdncer coldnico, céncer retal, cincer mamario,
melanoma maligno, cancer da tire6ide ou qualquer combinagdo dos mesmos.

74. Método de acordo com as reivindica¢bes 72 ou 73,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares sdo selecionados
de CA15-3, CA125, CA19-9, CA242, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-R, NY-
ESO-1, PRL-R, RCASI, STN, TA-90 e B2M.

75. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metastase € uma metastase ovariana.

76. Método de acordo com a reivindicagdo 75, caracterizado

pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de cancer sdo selecionados de marcadores para o cancer
mamario, melanoma maligno, ciAncer estomacal, cincer coldnico, céncer retal
ou qualquer combinagdo dos mesmos.

77. Método de acordo com as reivindicagbes 75 ou 76,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares séo selecionados
de CA15-3, CA125, CA19-9, CA242, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-R, NY-
ESO-1, PRL-R, RCAS1, STN e TA-90.

78. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metéastase € uma metastase da pleura.

79. Método de acordo com a reivindicagdo 78, caracterizado

pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de céncer sdo selecionados de marcadores para o cancer

pulmonar, cAncer mamario, cAncer ovariano, cancer renal, melanoma maligno
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ou qualquer combina¢do dos mesmos.

80. Método de acordo com as reivindicagdes 78 ou 79,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares sdo selecionados
de CA15-3, CA125, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-R, NY-ESO-1, PRL-R,
RCASI1, STN, TA-90 e B2M.

81. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des de

48 a 53, caracterizado pelo fato de que a metastase é uma metastase em um

linfonodo.

82. Método de acordo com a reivindicagdo 81, caracterizado

pelo fato de que os agentes que se ligam aos marcadores extracelulares
especificos do tipo de cancer sfo selecionados de marcadores para o céncer
coldnico, cincer pulmonar, cAncer mamario, cincer renal, cincer prostatico,
cincer pancreatico, cincer retal, cincer ovariano, cincer estomacal, cincer
esofagico, cdncer hepatico, melanoma maligno, céncer da tire6ide ou qualquer
combinac¢io dos mesmos.

83. Método de acordo com as reivindicagdes 81 ou 82,
caracterizado pelo fato de que os marcadores extracelulares sdo selecionados
de BC-10, CA15-3, CA125, CA19-9, CA242, CEA, Ep-CAM, G250, MSH-
R, NY-ESO-1, PRL-R, PSMA, RCAS1, STN, TA-90 e B2M.

84. Kit para uso em um método como definido em qualquer

uma das reivindicagGes precedentes, caracterizado pelo fato de que

compreende agentes para a identificagdo de marcadores extracelulares.

85. Kit de acordo com a reivindicagdo 84, caracterizado pelo

fato de que compreende ainda fluidos, anticorpos e rotulos, em que os rétulos
preferivelmente ja estdo conjugados com agentes/anticorpos.

86. Kit de acordo com as reivindicagdes 84 e 85, caracterizado

pelo fato de que compreende ainda instrugdes para o uso.
87. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 84

a 86, caracterizado pelo fato de que as instru¢des estdo na forma de software




10

15

20

13

de computador.
88. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 85

a 87, caracterizado pelo fato de que o software é para a avaliagdo ou

monitoramento de resultados.
89. Kit de acordo com as reivindicagbes de 84 a 88,

caracterizado pelo fato de que compreende um painel de agentes que se ligam

a marcadores extracelulares, em que pelo menos um dos agentes € especifico
de céncer, para a detec¢do em um citdmetro de fluxo.

90. Base de dados, caracterizada pelo fato de que contém uma

pluralidade de conjuntos de dados, em que cada conjunto de dados
compreende dados para uma pluralidade de marcadores de superficie
extracelular e tipo ou tipos correspondentes de células cancerosas.

91. Método para identificar células cancerosas como definidas

em qualquer uma das reivindica¢Bdes de 1 a 83, caracterizado pelo fato de que

compreende ainda uma etapa de armazenar o conjunto de dados obtido a
partir do método de citometria de fluxo.

92. Método de acordo com a reivindicagdo 91, caracterizado

pelo fato de que o conjunto de dados compreende dois ou mais de: 1) niimero
de células que carregam o agente que se liga a um ou mais marcadores
extracelulares, ii) tipo de células cancerosas, iii) tipo de tecido e outros.

93. Uso de uma base de dados de acordo com a reivindicagdo

90, caracterizado pelo fato de ser para identificar células cancerosas pela

citometria de fluxo usando um painel de dois ou mais agentes que se ligam a

dois ou mais marcadores de superficie extracelular diferentes.
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“METODO DE UMA ETAPA PARA DETECCAO DIRETA OU
SIMULTANEA DE UMA CELULA CANCEROSA OU ELEMENTO DE
CELULA CANCEROSA EM UMA AMOSTRA BIOLOGICA, KIT PARA USO
EM UM METODO, BASE DE DADOS, METODO PARA IDENTIFICAR
CELULAS CANCEROSAS, E, USO DE UMA BASE DE DADOS”

Campo da invencio

A presente invencdo diz respeito a um método para a detecgio
de célula cancerosa ou elemento de células cancerosas em uma amostra
bioldgica, em que o método compreende a adigdo de um painel de agentes que
se ligam a dois ou mais marcadores extracelulares e em que pelo menos um
agente € especifico de cancer. A detec¢do € realizada por um método
espectrométrico

Fundamentos da invencio

Estudos de fatores de prognédstico de canceres identificam a
situagdo histologica dos linfonodos regionais como um dos prognosticadores
mais importantes de sobrevivéncia do paciente. O conceito de nodo sentinela,
primeiro introduzido por Raymond Cabanas (Cabanas et al., 1977), propde
que a drenagem linfatica de um tumor primario passa através de um linfonodo
regional particular - o nodo sentinela - e depois continua. O conceito de nodo
sentinela acarreta necessariamente a possibilidade de caminhos de drenagem
multiplos de partes diferentes do tumor primaério, assim um paciente pode ter
mais do que um nodo sentinela. O nodo sentinela € Unico para cada individuo.
A situagdo de tumor deste nodo reflete a situagcdo do campo linfatico regional
e tem um impacto forte sobre o prognéstico, como relatado em grandes
estudos de seguimento de melanoma maligno e cAncer mamario.

Foi relatado que a taxa de sobrevivéncia de 5 anos € tdo alta
quanto 89 % para pacientes com melanoma diagnosticados com um nodo
sentinela negativo em metastase de célula de tumor. Para pacientes

diagnosticados com nodo sentinela com met4stase, a sobrevivéncia de 5 anos
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€ reduzida para 70 % (Morton et al., 2003). Pode ser especulado que a
diminui¢éo de 11 % no grupo diagnosticado com nodos sentinelas isentos de
metastases foram de fato casos diagnosticados falso-negativos.

Devido a evidéncia forte da situagdo do nodo sentinela como
um fator de prognéstico, a bidpsia de nodo sentinela e eventual avaliacido da
presengca ou auséncia de células de tumor metastaticas tem se tornado
procedimento de rotina para a realizagdo de exames e testes em muitos paises.

O diagnéstico do nodo sentinela também tem impacto sobre a
estratégia de tratamento selecionada uma vez que o nodo sentinela é
diagnosticado. Se a situagdo do nodo sentinela pode ser rapidamente
determinada esta também pode fornecer informagéo valiosa para a tomada de
decisdes durante a cirurgia.

Presentemente, o procedimento de rotina de avaliagdo do
linfonodo sentinela é o exame histopatologico pds operativa de secdes
embutidas em parafina fixadas em formalina de diversos niveis do nodo.
Entretanto, as micrometastases localizadas entre as se¢des podem ser perdidas.
Um outro desenvolvimento € a investigagdo intraoperativa do nodo sentinela.
Neste método, se¢des congeladas finas (de cerca de 5 um de espessura) do
linfonodo sdo manchadas com hematoxilina e eosina. As se¢des congeladas sio
depois examinadas sob o microscOépio por um patologista. O resultado &
relatado de volta para o local da operagdo e decisbes podem ser feitas por
exemplo para prolongar a operagdo com a disseca¢do do linfonodo se o nodo
contém células de tumor. Pés-operativamente, os espécimes sio algumas vezes
também imuno-histoquimicamente manchados quanto a marcadores
especificos para o tipo de cancer examinado, o que facilita a deteccdo de
micrometistases. Os exemplos de marcadores alvejados sio HMB-45 para o
melanoma maligno e citoqueratina-20 para os cinceres coldnico e mamadrio.

Estes procedimentos de rotina de detec¢do de célula de tumor

sofrem de varias deficiéncias. Eles sdo consumidores de tempo, reduzindo a
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possibilidade de fornecer informac¢do importante durante a cirurgia do tumor
primario. Caso pior, também € a imprecisdo visto que apenas uma pequena
fragdo (fatias muito finas) do linfonodo é examinada e micrometastases fora
destas fatias inevitavelmente ni3o serdo detectadas. A probabilidade de
detectar uma metastase usando a triagem de rotina de se¢des congeladas
manchadas com citoqueratina-20 também € dependente do tamanho da
metastase. Em um estudo especifico com nodos sentinelas de cancer mamario
(Weaver et al., 2006), a probabilidade de perder uma metastase < 0,10 mm foi
descoberta ser de 61 %. Para as metastases < 0,05 mm e < 0,02 a
probabilidade de perder a presenga de células de tumor foi de 69 % e 75 %,
respectivamente. O método também conta com a habilidade individual do
patologista para detectar células de tumor. Um problema comum final com o
método corrente ¢ o encurtamento da habilidade pessoal na técnica em
laboratérios hospitalares, que tem implicagdes na disponibilidade e custo
destes procedimentos.

As metodologias alternativas de detec¢do também foram
relatadas, incluindo a reagdo da cadeia da polimerase na transcriptase reversa
(RT-PCR) e métodos de citométricos de fluxo. A metodologia da RT-PCR ¢é
mais sensivel do que o método histopatologico, mas também é consumidor de
tempo e o método foi descoberto produzir resultados falso-positivos (Merrie
et al., 1999; Noguchi et al., 1999). Além disso, o mRNA ¢ sensivel a
degradagdo, uma caracteristica que torna o manuseio e transporte do espécime
dificil em um cenario clinico de rotina.

Os métodos citométricos de fluxo foram relatados possuir
sensibilidade mais alta do que as técnicas convencionais (Leers et al., 2002).
Até agora, os métodos que envolvem a citometria de fluxo como uma
ferramenta de detectar células de tumor em linfonodos tém contado com o
manchamento com anticorpos monoclonais contra marcadores intracelulares

tais como citoqueratina-20, uma proteina produzida por varias células
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cancerosas (por exemplo cdncer mamario e coldnico) e DNA.

Confiar na citoqueratina-20 implica em um risco de um
diagnostico falso-positivo, visto que esta proteina nio & exclusivamente
expressada pelas células de tumor. Experimentos tém mostrado que esta
proteina também é expressada em células presentes no sangue periférico de
pacientes saudaveis. Consequentemente, uma necessidade surge para
determinar uma taxa de “corte” entre um diagndstico positivo e um negativo,
que inevitavelmente carrega com a mesma um risco de resultados falsos.

O uso de marcadores intracelulares como a citoqueratina-20 ou
HMB-45 também requer uma etapa extra no procedimento de manchamento
do anticorpo. As células devem ser permeabilizadas por exemplo com
saponina antes que os anticorpos monoclonais possam atingir os seus alvos
adicionando pelo menos 30 minutos ao procedimento.

Além disso, o padréo de expressdo varia dramaticamente entre
as c€lulas de tumor e usar apenas um Unico marcador implica em um risco de
produzir resultados falso-negativos.

Descricao da invencio

A presente invengdo diz respeito a um método para a detec¢do
de célula cancerosa ou elemento de células cancerosas em um exemplo
bioldgico, em que o método compreende a adi¢do de um painel de agentes
que se ligam a dois ou mais marcadores extracelulares e em que pelo menos
um agente € especifico de cancer. A detecgdo é realizada por um método
espectrométrico. A presente invengdo abrange assim um processo de uma
etapa pelo uso de um painel de agentes que € adicionado a dita amostra
biolégica e permitindo deste modo a detecgdo simultidnea direta de diversos
marcadores especificos de céncer, omitindo assim a etapa de dissecacdo do
nodo sentinela, manchamento da amostra de dissecagdo e a inspegio
subsequente por um patologista experimentado. Como uma consequéncia a

presente invengdo permite um método analitico consideravelmente mais
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rapido, robusto, padronizado com base nas caracteristicas fisicas n#o
subjetivas com especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade mais altas.

A presente invengdo tem varias aplica¢gdes. Em uma primeiro
aplicag¢do de diagndstico, 0 método pode ser usado para a detecgdo de célula
de tumor em nodos sentinelas, nodos metinel ou outros liﬁfonodos. Como
descritos acima, a detec¢do de célula de tumor em nodos sentinelas é um
procedimento comum para a realizagdo de exames e testes de cincer. Aplicar
um painel de agentes que se ligam a marcadores extracelulares que
identificam um certo tipo de tumor permite a detec¢ido de célula de tumor com
uma sensibilidade e especificidade muito alta. Um método similar pode ser
aplicado para a detecgdo de células cancerosas também em outros tecidos.

Em um segundo diagnoéstico de pedido, a presente invengio
pode ser usada para determinar o tipo de tumor primério em pacientes com
metastases de origem desconhecida. Pelo pedido de um painel ou painéis de
agentes que se ligam a marcadores extracelulares que sdo especificos para
certos tipos de cancer e/ou tipos de tecido, o método pode fornecer indicios
valiosos na pesquisa quanto ao sitio de tumor primaério.

Ja em um outro pedido da presente inveng¢do, o método pode
ser usado para o monitoramento de culturas de célula para a terapia de célula
contra o cancer (assim chamado imunoterapia adotiva). O uso de linfocitos de
nodo sentinela em imunoterapia adotiva requer a necessidade quanto a
deteccdo de células cancerosas em uma uUnica suspensdo de célula. Neste
pedido, um painel de agentes que se ligam a marcadores extracelulares
identificando o tipo de cancer que esta sendo tratado pode ser usado de modo
a verificar quais as células cancerosas estdo ausentes da cultura de célula
antes de administrar as células de volta para o paciente. Este pedido também
pode ser usado para o monitoramento de pacientes durante o tratamento e
pode ser usada como uma ferramenta para avaliar a eficacia de um regime de

tratamento assim como uma ferramenta decisiva para a sele¢do de terapia
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O uso da presente invencdo para o pedido na detecgdo de
célula de tumor pode ser obtido preparando-se uma suspensio de célula Ginica
de diferentes tipos de tecido. Em uma etapa seguinte, a suspensio de célula
unica ou uma amostra desta é incubada com um painel de anticorpos
monoclonais conjugados com fluoréforo que se liga a marcadores que
identificam o tipo de céncer que deve ser detectado. Depois do tempo de
incubagdo e lavagem, a amostra € analisada usando citometria de fluxo e os
resultados das analises sdo facilmente disponiveis.

Como mencionado, a suspensdo de célula Unica pode ser
preparada a partir de varias fontes, tais como, por exemplo, o sistema
linfatico, nodos sentinelas, nodos metinel, outros linfonodos, tecido de tumor,
outros tecidos, sangue e/ou plasma.

No segundo pedido em diagnéstico, a identificagdo de tumor
primario, uma suspensdo de célula tnica € preparada a partir de um linfonodo
drenando a metastase de origem desconhecida ou a partir de uma bidpsia da
metastase. Dependendo de onde no corpo a metastase foi encontrada, diversos
pain€is de anticorpos monoclonais conjugados a fluoréforo pode ser usado
para identificar tipos de tumor primério especificos que sdo frequentemente
com metastases para o 6rgdo ou tecido onde a metastase foi encontrada. A
suspensdo de célula Gnica pode necessitar ser dividida em diversas amostras,
todas incubadas com painéis diferentes de anticorpos, de modo a triar quanto
ao tipo de tumor que teve metdstase. As analises usando citometria de fluxo
sdo possiveis também neste pedido da presente invengio.

A verificagdo da auséncia de células de tumor em culturas de
cé€lula para a terapia de célula contra o cincer pode ser obtida usando um
método similar como a detecg¢do de células de tumor em linfonodos. Neste
pedido da presente inveng&o, a suspensdo de célula tnica é preparada a partir

de uma amostra da cultura de célula. Usando o mesmo tipo de painel de
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anticorpos monoclonais como para o pedido da detecg¢io de célula de tumor, a
suspensdo de célula unica € incubada, lavada e finalmente analisada usando a
citometria de fluxo.

Definigoes

O termo “agentes” como aqui usado refere-se a todos os
agentes capazes de se ligar ou interagir com um marcador extracelular,
abrangendo tanto os agentes ja conhecidos, tais como, por exemplo anticorpos
monoclonais comercialmente disponiveis quanto os agentes a serem gerados.
Os exemplos de agentes adequados sdo anticorpos monoclonais, anticorpos
policlonais, fragmentos Fab, fragmentos (Fab’),, fragmentos Fv, peptideos,
proteinas, moléculas de RNA, polissacarideos ou qualquer combina¢io dos
mesmos.

Pelo termo “painel de agentes” € intencionado significar um
painel contendo dois ou mais agentes, tais como, por exemplo, trés ou mais,
quatro ou mais, cinco ou mais, seis ou mais, sete ou mais, oito ou mais
agentes, nove ou mais ou dez ou mais agentes. O nimero de agentes
escolhidos pode depender do nimero de marcadores a serem triados e/ou a
capacidade do equipamento usado no método para quantificar o nimero de
células individuais, isto €, quantos agentes o equipamento € capaz de detectar
simultaneamente. O numero de agentes especificos de cincer no painel
depende do uso especifico, entretanto, um ou mais agentes especificos de
cancer estdo presentes, tais como, por exemplo, dois ou mais, trés ou mais,
quatro ou mais, cinco ou mais, seis ou mais, sete ou mais, oito ou mais
agentes, nove ou mais ou dez ou mais agentes. Preferivelmente muito mais
agentes especificos sdo utilizados tais como por exemplo pelo menos 20, pelo
menos 30, pelo menos 40, pelo menos 50, pelo menos 75 ou pelo menos 100
dependendo da disponibilidade dos agentes especificos de cancer. Os agentes
especificos de cancer em um painel podem ser todos especificos para um tipo

de cancer ou podem ter especificidades quanto a tipos de canceres diferentes.
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O termo “anticorpos” como aqui usado refere-se a todos os
tipos de imunoglobulinas, incluindo IgG, IgM, IgA, IgD, IgE e IgY. Os
anticorpos podem ser monoclonais ou policlonais e podem ser de qualquer
espécie de origem, incluindo (por exemplo) camundongo, rato, coelho,
cavalo, galinha ou ser humano ou podem ser anticorpos quiméricos. Os
anticorpos policlonais usados para realizar a presente inven¢do podem ser
produzidos pela imunizagio de um animal adequado (por exemplo, coelho,
cabra, etc.) com um antigeno, coletando o soro imune do animal e separando
os anticorpos policlonais do soro imune, de acordo com procedimentos
conhecidos.

Os anticorpos monoclonais usados para realizar a presente
invengdo podem ser produzidos em uma linhagem de célula de hibridoma de
acordo com as técnicas conhecidas.

“Fragmentos de anticorpo” incluidos dentro do escopo da
presente invengdo incluem, por exemplo, fragmentos Fab, F(ab’), e Fv e os
fragmentos correspondentes obtidos dos anticorpos outros que ndo IgG. Tais
fragmentos podem ser produzidos pelas técnicas conhecidas.

O termo “marcador extracelular” como aqui usado refere-se a
marcadores expressados na superficie de células.

O termo “marcador extracelular especifico de tecido” como
aqui usado refere-se a um marcador que é expressado na superficie de uma
célula pertencente a um certo tipo de tecido, por exemplo tecido de origem
epitelial ou mesenquimal.

O termo “marcador extracelular especifico de cdncer” refere-se a
um marcador expressado na superficie de células cancerosas, enquanto o termo
“marcador extracelular especifico do tipo de cancer” refere-se a um marcador
expressado na superficie de um certo tipo de célula cancerosa, isto €, na
superficie de uma célula cancerosa colénica, uma célula cancerosa mamaria, etc.

O termo “marcador extracelular especifico do subtipo de cancer” refere-se a um
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marcador expressado na superficie de células cancerosas, onde o marcador é
indicativo de uma caracteristica especifica das células cancerosas, tal como, por
exemplo agressividade, propriedades metastdticas, invasivibilidade, capacidade
de imunossupressdo, sensibilidade a quimioterapia e presenca de antigenos de
tumor relevantes para a imunoterapia.

Pelo termo “linfonodo sentinela” € intencionado a significar
o(s) primeiro(s) linfonodo(s) a receber(em) a drenagem linfatica de um tumor.
O termo “linfonodo metinel” refere-se ao(s) primeiro(s) linfonodo(s) a
receber(em) a drenagem linfatica de uma metdastase.

Pelo termo “positivos verdadeiros” € intencionado significar
uma amostra de teste corretamente testada positiva.

Pelo termo “falsos positivos” € intencionado significar uma
amostra de teste falsamente testada positiva.

Pelo termo “negativos verdadeiros” é intencionado significar
uma amostra de teste corretamente testada negativa.

Pelo termo “falsos negativos” é intencionado a significar uma
amostra de teste falsamente testada negativa.

Pelo termo “sensibilidade” é intencionado significar uma

medida que € calculada usando a seguinte formula:

oy o1 _ Positivos verdadeiros
Sensibilidade = — - : -
Positivos verdadeiros + Falsos negativos

Pelo termo “especificidade” € intencionado significar uma

medida que € calculada usando a seguinte formula:
Negativos verdadeiros
Negativos verdadeiros + Falsos positivos

Especificidade =

-

Pelo termo “valor prognosticado negativo (NPV)” ¢€
intencionado significar uma medida que €é calculada usando a seguinte

formula:
Negativos verdadeiros

NPV = - ; -
Negativos verdadeiros + Falsos negativos

Pelo termo “reprodutibilidade” € intencionada significar a
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capacidade de um teste para ser independentemente reproduzidos com o
mesmo resultado do teste, tal como, por exemplo, uma variabilidade inter- e
intra-ensaio menor do que 10 %.

Pelo termo “rotulagdo de agentes” € intencionado significar a
conjugacdo de um agente a uma molécula detectavel por um instrumento, tal
como, por exemplo, enzimas, moléculas fluorescentes, moléculas radioativas,
biotina, oligonucleotideos e/ou polissacarideos.

Pelo termo “valor de corte” é intencionada significar um valor
que € considerado ser um valor que d4 uma distin¢do apropriada entre casos
de pacientes positivos e negativos (situacio de saude).

O painel de agentes pode ser usado para detectar células
cancerosas presentes em um corpo humano ou animal, tal como, por exemplo
no sangue ou em tecidos. Entretanto, em uma forma de realizagdo especifica,
o pedido diz respeito ao uso de um painel de agentes que se ligam a
marcadores extracelulares, em que pelo menos um dos agentes € especifico de
cancer, para detectar células cancerosas disseminadas em tecidos.

Embora o painel de agentes possa ser usado para detectar
células cancerosas em qualquer lugar no corpo humano ou animal, o uso do
painel de agentes no que segue sera exemplificado e descrito em mais
detalhes para detectar células cancerosas no sistema linfatico, sem limitar a
inveng¢do de nenhum modo ao especificamente descrito.

Como mencionado acima, a avaliagdo da presenga ou auséncia
de células de tumor nos linfonodos sentinela ou metinel € muito importante
para a realizagdo de exames e testes do cancer e também tem impacto sobre a
estratégia de tratamento selecionada. Se a situa¢do do(s) nodo(s) sentinela ou
metinel pode ser rapidamente determinada isto pode fornecer também
informagdo valiosa para a tomada de decisdo durante a cirurgia.
Consequentemente, a invengdo diz respeito a um método para detectar uma

célula cancerosa ou elemento de célula cancerosa em uma amostra biolégica,
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o método compreendendo adicionar a dita amostra biolégica um painel de
agentes, que se ligam a dois ou mais marcadores extracelulares diferentes, em
que pelo menos um dos agentes € especifico de cancer. A detecgdo de células
ou elementos de célula cancerosos pode ser executada por um método
espectrométrico. O método espectrométrico pode ser, mas nio € limitado a,
ser capaz de detectar dispersdo avangada, dispersdo lateral e fluorescéncia f da
amostra. O método espectrométrico pode ser, mas nfo € limitado ao citdmetro
de fluxo.

Em uma forma de realizagdo preferida da inven¢do o método
espectroscopico € a citometria de fluxo.

Como mencionado acima, as técnicas conhecidas disponiveis
para detectar células cancerosas em linfonodos sentinela ou metinel tém
muitas desvantagens.

Vantagem: Sensibilidade mais alta

Nos métodos histopatologicos e imunoistoquimicos usados
presentemente para o exame de linfonodos, os linfonodos sdo cortados em
se¢Oes congeladas finas e manchados. Entretanto, visto que apenas uma
fragdo pequena do linfonodo é examinada, micro-metastase fora das seg¢des
escolhidas inevitavelmente ndo serdo detectadas. Também, mesmo se as
células de tumor estiverem presentes dentro da triagem manual das sec¢des
pelos métodos histopatolégicos e imunoistoquimicos frequentemente perde
metastases pequenas (< 0,10 mm) e células cancerosas individuais (Weaver et
al.).

Na presente invengdo, uma suspensdo de célula Unica de
células do(s) nodo(s) sentinela ou metinel € preparada depois que o(s)
linfonodo(s) sentinela ou metinel sdo removidos. As amostras da suspensio
de célula Unica sdo incubadas com um painel de agentes que alvejam
marcadores extracelulares e um alto numero de células, tal como, por

exemplo 100.000 células ou mais sdo depois analisadas por um método capaz
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de quantificar o niimero e propor¢do de células individuais que expressam
marcadores extracelulares especificos. Consequentemente, usando-se uma
suspensdo de células do um ou mais linfonodo(s) sentinela ou metinel uma
populacdo randomizada de células representativas para o um ou mais
linfonodo(s) inteiro é fornecida. Além disso, as analises de um nUmero
relativamente alto de células fornece evidéncia estatisticamente segura de
auséncia ou presenga de células de tumor.

Consequentemente, uma das vantagens que a presente
invengdo fornece em relagdo as técnicas conhecidas € uma sensibilidade
muito alta. Isto é, pelo uso de um painel de agentes como aqui descrito, as
células cancerosas podem ser detectadas com uma sensibilidade de 90 % ou
mais, tal como, por exemplo, 91 % ou mais, 92 % ou mais, 93 % ou mais, 94
% ou mais, 95 % ou mais, 96 % ou mais, 97 % ou mais, 98 % ou mais, 99 %
ou mais ou 100 %, significando que 90 % ou mais, tal como, por exemplo, 91
% ou mais, 92 % ou mais, 93 % ou mais, 94 % ou mais, 95 % ou mais, 96 %
ou mais, 97 % ou mais, 98 % ou mais ou 99 % ou mais ou 100 % de nodos
sentinela ou metinel contendo células cancerosas serdo corretamente
diagnosticados como positivos.

A vantagem da sensibilidade mais alta usando a presente
invengdo € crescentemente significante com tamanho diminuido de
metastases. Visto que a presente invengdo analisa um alto nimero de células
individuais, a probabilidade de detectar uma metastase € apenas dependente
do nimero total de células de tumor presentes no linfonodo. Para os métodos
convencionais, a probabilidade de detecgdo foi mostrada ser dependente
também do tamanho da metastase. Como um exemplo, a sensibilidade de
detecgdo pela imunoistoquimica anti-citoqueratina foi encontrada ser apenas
53 % para os nodos sentinelas do cincer mamario inicialmente classificado
como negativa pela triagem histopatoldgica. O risco de perder uma metdastase

foi descoberto aumentar com a diminui¢do do tamanho. A probabilidade de
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perder uma metastase < 0,10 mm foi descoberta ser 61 %. Para metastases <
0,05 mm e < 0,02 a probabilidade de perder a presenca de células de tumor foi
de 69 % e 75 %, respectivamente (Weaver et al.).

A sensibilidade global de histopatologia com manchamento
com hematoxilina e eosina é de aproximadamente 50 %. Para a triagem com
histopatologia seguida pela imunoistoquimica anti-citoqueratina a
sensibilidade global € de aproximadamente 80 %. Isto €, o presente método
fornece uma sensibilidade muito maior do que os métodos correntemente
usados de identificar células de tumor em uma amostra de linfonodo.

Vantagem: Especificidade mais alta

Uma outra vantagem da presente invengido é que pela analise
de diversos marcadores de uma vez, mais informac¢do detalhada a cerca de
cada amostra € obtida, reduzindo assim o risco de resultados falso-positivos
levando-se em conta variagdes individuais na expressdo de célula. O método
também ndo conta com a detec¢do de citoqueratina-20 que como descrito
mais no principio ndo é um marcador especifico de cancer, o que reduz mais
ainda o risco de um diagndstico falso-positivo.

Isto €, usando-se um painel de agentes como aqui descrito, as
cé€lulas cancerosas podem ser detectadas com uma especiﬁcidadé de 95 % ou
mais, tal como, por exemplo, 96 % ou mais, 97 % ou mais, 98 % ou mais ou
99 % ou mais ou 100 % significando que 95 % ou mais, tal como, por
exemplo, 96 % ou mais, 97 % ou mais, 98 % ou mais ou 99 % ou mais ou 100
% dos linfonodos sentinela ou metinel que estdo livres de células cancerosas
serdo corretamente diagnosticados como negativos.

Um outro caminho para expressar a sensibilidade e
especificidade melhoradas da presente invengdo é pelo valor prognosticado
negativo, isto €, a probabilidade de um nodo sentinela ou metinel
diagnosticado como livre de células cancerosas a serem corretamente

diagnosticados. Este valor reflete a sensibilidade e especificidade altas
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combinadas. Enquanto que outras técnicas conhecidas correntemente usadas
presentemente estio priorizando especificidade em rela¢do a sensibilidade, a
presente invengdo permite manter altos niveis de tanto da sensibilidade quanto
especificidade.

Consequentemente, na presente invengdo é possivel combinar
uma alta sensibilidade e especificidade, isto €, as células cancerosas podem
ser detectadas com um valor prognosticado negativo muito alto.

Consequentemente, a presente invengéo diz respeito a um use,
em que as células cancerosas podem ser detectadas com um valor
prognosticado negativo de 90 % ou mais, tal como, por exemplo, 91 % ou
mais, 92 % ou mais, 93 % ou mais, 94 % ou mais, 95 % ou mais, 96 % ou
mais, 97 % ou mais, 98 % ou mais ou 99 % ou mais ou 100 % significando
que se uma amostra € identificada como sendo negativa para as células
cancerosas pelo método aqui descrito, a probabilidade de que a amostra
verdadeiramente seja negativa é de 90 % ou mais, tal como, por exemplo, 91
% ou mais, 92 % ou mais, 93 % ou mais, 94 % ou mais, 95 % ou mais, 96 %
ou mais, 97 % ou mais, 98 % ou mais ou 99 % ou mais ou ainda 100 %.

Um valor prognosticado negativo alto é favoravel em um
método como aqui descrito visto que o risco do paciente ter removido
qualquer tecido saudavel durante a cirurgia é enormemente diminuido.

Vantagem: Reprodutibilidade mais alta

Uma outra vantagem da presente invenc¢do é que é facil
realizar com uma alta reprodutibilidade. Assim, os ensaios de inter- e intra-
variabilidade sdo menores do que 10 %, tal como, por exemplo, menores do
que 9 %, menores do que 8 %, menores do que 7 %, menores do que 6 %,
menores do que 5 %, menores do que 4 %, menores do que 3 %, menores do
que 2 % ou menores do que 1 %. Consequentemente, o procedimento pode
ser padronizado e executado por uma ampla faixa de profissionais, tais como,

por exemplo, cientistas biomédicos e cientistas de laboratério clinico. Em
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compara¢do, os métodos histopatoldgicos correntemente usados requerem a
presenga de um patologista habilitado, que também leva a uma avaliagio
muito mais subjetiva das amostras visto que pode haver até 30 a 35 % de
variabilidade entre as observagdes de dois patologistas diferentes.

Vantagem: Mais rapido

Uma outra vantagem da presente invencgdo € que as analises da
presenga ou auséncia de células cancerosas em uma amostra humana ou
animal podem ser realizada em tempo muito curto. Isto é especialmente
relevante se o0 método € usado para diagnostico intraoperativo de metastase e
micrometastase de linfonodo, permitindo que o diagndstico seja fornecido,
por exemplo, durante a cirurgia do tumor primario.

Consequentemente, na presente inveng¢do as células cancerosas
podem ser detectadas dentro de 25 minutos ou menos, tal como, por exemplo
dentro de 20 minutos ou menos, dentro de 15 minutos ou menos, dentro de 10
minutos ou menos.

Por comparagdo, a técnica conhecida de manchamento por
imunoistoquimica habitualmente requer varias horas para se completar.

O manchamento de células usando-se o marcador intracelular
citoqueratina-20 sofre das desvantagens de que as células devam ser
permeabilizadas com saponina para permitir que os agentes entrem nas
células, adicionando deste modo tempo ao procedimento. O tempo médio para
realizar uma andlise usando citoqueratina-20 € de cerca de 45 minutos.
Consequentemente, usando-se agentes que se ligam a marcadores
extracelulares o tempo das analises € significantemente reduzido.

As andlises histopatolégicas convencionais de se¢des de tecido
congelado pode permitir um diagnéstico rapido dentro talvez de 20 minutos,
mas a sensibilidade de tais método para detectar por exemplo micrometastase
€ muito mais baixa do que a sensibilidade do painel aqui descrito visto que

apenas uma pequena fracdo do linfonodo é examinada e a avalia¢do das
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amostras sdo subjetivas como descrito acima. Experimentos também foram
realizados usando RT-PCR para o diagnéstico de metastase de linfonodo,
levando a uma alta sensibilidade, entretanto a quantidade de tempo
habitualmente requerido para conduzir tais ensaios os tornam completamente
inadequados para se tomar decisdo intraoperativa. Em comparagdo com esse,
o uso de um painel de acordo com a presente invengdo fornece uma
sensibilidade e especificidade muito altas combinadas com um tempo de
analise curto.

Como mencionado acima, o painel de agentes para o uso na
presente invengdo pode ter uma composi¢do muito variavel dependendo do
uso especifico. Nos seguintes exemplos de usos especificos € composi¢des do
painel serdo dados de modo a melhor descrever a inven¢do. Entretanto, estes
ndo devem ser interpretados como limitantes da invengdo de nenhum modo.

Uso de painéis e selegdo de agentes

A deteccdo de células cancerosas pelas suas propriedades
fenotipicas podem seguir duas “estratégias” diferentes. A primeira estratégia ¢
observar quanto aos marcadores que mudam o nivel de expressdo quando a
célula se torna cancerosa. Com o suporte de dados mostrando que um certo
tipo de cancer frequentemente expressa um certo marcador enquanto que a
célula normal que se origina do mesmo tecido ndo, uma pessoa é capaz de
fazer a suposi¢do de que a célula € cancerosa. Neste caso, o marcador pode
ser chamado “especifico de cancer” ou “tipo especifico de cancer”.

A segunda estratégia € observar quanto as células ectodpicas,
isto é, observar quanto aos marcadores que normalmente nio devem ser
expressados no tecido onde as células analisadas foram coletadas. Com
suporte dos dados de que um certo marcador normalmente € expressado em
um tipo de tecido e ndo expressado no tecido onde a célula foi coletada, mais
uma vez uma pessoa € capaz de fazer suposi¢cdes de que a célula é cancerosa.

Neste caso, vocés estdo olhando para os “marcadores especificos de tecido”.
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Entretanto, a detecg¢do de células cancerosas de seu fendtipo
ndo € uma tarefa direta. As células cancerosas que se originam de células
normais, “saudaveis”, e naturalmente muitos dos marcadores de superficies
sdo compartilhados entre a célula normal e a célula cancerosa. Além disso, as
c€lulas cancerosas demonstram um fendtipo imaturo que expressa proteinas
desenvolventes, proteinas que nos estdgios de diferenciagdo iniciais sfo
compartilhados entre muitas células tronco comprometidas com a linhagem
celular. A diferenga frequentemente reside no nivel de expressdo de alguns
dos marcadores.

Também, visto que o evento de uma célula normal que se
torna uma célula cancerosa é causado pelas disfungdes genéticas, o perfil de
expressdo de uma célula cancerosa é Unico para cada individuo e pode mesmo
variar entre as células cancerosas da mesma origem.

Em conclusdo, o mesmo marcador pode em alguns casos
fornecer evidéncia de que uma célula que expressa aquele marcador é uma
célula cancerosa e em outros casos nido. Para designar um certo marcador um
“marcador de cancer” deve ser assim fabricado com informacfo adicional, tal
como, qual tipo de cdncer deve ser detectado, em qual frequéncia um certo
marcador € expressado por um certo tipo de cincer e em qual tecido a célula
que expressa o marcador foi encontrada.

A detecgdo de células cancerosas assim deve idealmente levar
em conta as variagdes individuais. Um certo marcador pode ser expressado
por muitas células de um certo tipo de clncer, mas nem todas as células. As
células cancerosas que se originam de um certo tecido podem perder a
expressdo de um certo marcador normalmente expressado por aquele tecido.

Ao contrario contar com apenas um marcador para a detec¢ido
de células cancerosas, o use de painéis de agentes que se ligam a diversos
marcadores reduz o risco of resultados tanto falso-positivos quanto falso-

negativos. O uso da presente invengdo permite a detecgio de diversos
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marcadores especifico de cancer, marcadores especificos do tipo de céncer e
marcadores especificos de tecido simultaneamente. A insuficiéncia de uma
célula cancerosa para expressar um certo marcador pode ser depois
compensada pela detec¢do de um outro marcador.

No pedido da presente invengio para a detec¢do de células
cancerosas em nodos sentinelas, nodos metinel ou outros linfonodos, também
¢ possivel usar o tumor primario como um controle positivo para verificar o
teste. Isto reduz ainda o risco de um resultado de teste falso.

Tumor primario conhecido: selegdo de agentes

Uma configuragdo em que o painel aqui descrito € muito uteis
¢ para a detec¢do da disseminagdo de céncer, isto €, a presenc¢a de metastase
incluindo micrometastase no sistema linféide, tal como nos linfonodos
sentinela e/ou metinel.

O painel para o uso em uma tal configuracdo deve
preferivelmente conter um ou mais agentes que se ligam a marcadores
extracelulares especificos de tecido gerais, tais como, por exemplo,
marcadores extracelulares epiteliais e/ou mesenquimais. Quase todas as
células cancerosas expressario pelo menos um destes marcadores visto que
sdo derivados de células epiteliais ou mesenquimais. Ao contrario, a maioria
das células presentes em um linfonodo saudével nio expressa normalmente
tais marcadores. Consequentemente, pela inclusdo de pelo menos um agente
que se liga a um marcador epitelial e/ou mesenquimal geral, é garantido que
qualquer célula ndo normalmente presente no linfonodo seja detectada.
Entretanto, visto que algumas células ndo cancerosas tendo marcadores
extracelulares especificos de tecido também podem estar presentes nos
linfonodos (por exemplo células de sinal de nascenca contendo marcadores
extracelulares mesenquimais) € importante incluir pelo menos um agente
especifico de cancer no painel.

Consequentemente, o painel deve conter um ou mais agentes
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que se liguem aos marcadores extracelulares especificos de céancer,
especificos do tipo de céncer e/ou especificos do subtipo de céncer. Em
principio, qualquer um de tais agentes ou marcadores pode ser usado que ja
seja identificado ou no presente desconhecido. No que segue, exemplos sdo
dados sem limitar a invenc¢io a estes.

Os marcadores que podem ser usados incluem marcadores
extracelulares especificos, marcadores epiteliais gerais, antigeno especifico
epitelial, fator de crescimento epidérmico, marcadores extracelulares
mesenquimais, marcadores especificos do tipo de cincer e marcadores
especificos do subtipo de céncer assim como marcadores para “tumores
so6lidos e outros tipos de tumores”, células cancerosas coldnicas, células
cancerosas da bexiga urindria, células de melanoma malignas, células
cancerosas mamdrias, células cancerosas pulmonares, células cancerosas
ovarianas, células cancerosas pulmonares. Os exemplos especificos de
marcadores sdo BC-10, antigeno de carboidrato 125 (CA125), antigeno de
carboidrato 15-3 (CA15-3), antigeno de carboidrato 19-9 (CA19-9), antigeno
de carboidrato 242 (CA242), antigeno carcino embrionario (CEA), Ep-CAM,
G250, MDR1, MDR2, MSH-R, NY-ESO-1, PRL-R, PSMA, RCAS1, STN,
TA-90 e Beta 2-microglobulina (B2M).

Os agentes que podem ser usados incluem agentes que se
ligam a marcadores extracelulares especificos de tecido, marcadores epiteliais
gerais, marcadores extracelulares mesenquimais, marcadores extracelulares
especificos do tipo de cancer e/ou especificos do subtipo de clncer e agentes
que se ligam aos marcadores extracelulares especificos do tipo de cancer
selecionados de marcadores para o cdncer mamario, ciAncer coldnico, cincer
esofagico, céncer renal, clncer hepatico, cancer pulmonar, melanoma
maligno, cancer ovariano, cincer pancreatico, cAncer prostatico, cincer retal,
cancer estomacal, cancer da tiredide ou qualquer combina¢io dos mesmos.

Além disso, os agentes possiveis incluem anticorpos monoclonais ou
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fragmentos dos mesmos que se ligam a um ou mais dos marcadores
caracteristicos para o cancer colonico, células de melanoma malignas, células
cancerosas mamarias, células cancerosas pulmonares, células cancerosas
ovarianas, células cancerosas pulmonares. Os exemplos especificos de
agentes sjo anticorpos monoclonais para o antigeno carcino embrionario
(CEA), antigeno de carboidrato 15-3 (CA15-3), antigeno de carboidrato 125
(CA125), antigeno de carboidrato 19-9 (CA19-9), antigeno de carboidrato
242 (CA242), Ep-CAM, G250, RCASI1, STN, TA-90, BC-10, NYESO-1,
MSH-R, PRL-R e PSMA.

Como mencionado acima, os agentes que se ligam a
marcadores caracteristicos para um subtipo especifico de células cancerosas
(marcadores especificos do subtipo de céncer extracelulares) também podem
ser incluidos no painel. Os exemplos de tais marcadores podem ser
marcadores que indicam as seguintes caracteristicas do tumor/células de
tumor, a saber por exemplo agressividade, propriedades metastaticas,
invasivibilidade, capacidade de imunossupressdo, sensibilidade a
quimioterapia e presenga de antigenos de tumor relevantes para a
imunoterapia. Analisando-se quanto a presenca de tais marcadores, o
tratamento do cancer pode ser feito por encomenda com base no subtipo de
tumor especifico. E por exemplo conhecido que existe uma série de proteinas
de membrana chamadas de proteinas de Resisténcia a Multi Medicamento
(MDR) que podem ser expressadas em grande quantidade em células
cancerosas e sdo capazes de bombear agentes anticarcinogénicos para fora da
célula cancerosa, deixando as células cancerosas insensiveis ou menos
sensiveis as substéncias anticarcinogénicas. Pela inclusio de um ou mais
marcadores que se ligam a MDR € possivel determinar se as células
cancerosas serdo sensiveis ao tratamento com produtos quimioterapéuticos e
se assim o forem, administrar produtos quimioterapéuticos como parte do

mesmo regime de tratamento. Entretanto, se as células cancerosas mostram
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ser insensiveis aos produtos quimioterapéuticos, outros regimes de tratamento
podem ser montados imediatamente.

Tumor primario desconhecido: sele¢do de agentes

Um outro uso de um painel como aqui descrito é para
identificar a origem de uma metdstase cancerosa. Isto €, uma situacio onde
uma ou mais metdstases sfo identificadas em um paciente, entretanto, a
localizagdo do tumor primario que teve metdstase ndo € conhecida.

Teoricamente os tumor primarios se originam das células
presentes no 6rgdo ou tecido em que o tumor se desenvolve. Uma metastase
de um tumor primario € definida como um céncer que resulta da disseminacio
de um tumor primdrio. O processo de metastase depende das células
cancerosas adquirirem duas capacidades separadas - motilidade e capacidade
de invasdo aumentadas. As células que sofrem metastase sdo basicamente do
mesmo tipo como aquelas no tumor original. Se um cancer surge por exemplo
no colon e sofre metastase por exemplo para o figado, as células cancerosas
no figado sdo células cancerosas colonicas. Entretanto, as células adquiriram
motilidade aumentada e a capacidade para invadir um outro orgo.

Usando-se um painel de acordo com a inven¢do contendo um
ou mais agentes que se ligam aos marcadores extracelulares especificos do
tipo de céncer e/ou especificos do subtipo de cancer pode ser possivel
determinar a origem da metastase, isto €, determinar em qual tecido o tumor
primario se desenvolveu. |

O painel pode compreender ainda um ou mais agentes que se
ligam a marcadores extracelulares especificos de tecido, tais como, por
exemplo, marcadores extracelulares epiteliais e/ou mesenquimais gerais.

A metastase pode ser encontrada em qualquer lugar no corpo
humano ou animal, entretanto, os sitios mais comuns para encontrar uma
metastase € nos linfonodos, figado, pulmdes, esqueleto, cérebro, ovarios,

glandulas adrenais e cavidade abdominal.
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Consequentemente, o painel deve conter um ou mais agentes
que se ligam a marcadores extracelulares especificos de cancer, especificos do
tipo de cancer e/ou especificos do subtipo de cincer. Em principio, qualquer
um de tais agentes ou marcadores podem ser usados que ja sdo identificados
ou no presente desconhecidos. No que segue, exemplos sdo dados sem limitar
a invencio a estes.

Os marcadores que podem ser usados incluem marcadores
extracelulares especificos, marcadores epiteliais gerais, antigeno especifico
epitelial, fator de crescimento epidérmico, marcadores extracelulares
mesenquimais e marcadores especificos do tipo de cancer assim como
marcadores para as células cancerosas coldnicas, células cancerosas da bexiga
urinéria, células de melanoma malignas, células cancerosas mamarias, células
cancerosas pulmonares, células cancerosas ovarianas, células cancerosas
pulmonares. Os exemplos especificos de marcadores sdo BC-10, antigeno de
carboidrato 125 (CA125), antigeno de carboidrato 15-3 (CA15-3), antigeno
de carboidrato 19-9 (CA19-9), antigeno de carboidrato 242 (CA242),
antigeno carcino embrionario (CEA), Ep-CAM, G250, MDR1, MDR2, MSH-
R, NY-ESO-1, PRL-R, PSMA, RCASI, STN, TA-90 e Beta 2-microglobulina
(B2M).

Os agentes que podem ser usados incluem agentes que se
ligam a marcadores extracelulares especificos de tecido, marcadores epiteliais
gerais, marcadores extracelulares mesenquimais, marcadores extracelulares
especificos do tipo de céancer e/ou especificos do subtipo de cancer assim
como agentes que se ligam aos marcadores extracelulares especificos do tipo
de cancer selecionados de marcadores para o cincer mamdrio, cancer
colbnico, cancer esofagico, cancer renal, cAncer hepatico, cancer pulmonar,
melanoma maligno, céncer ovariano, cancer pancreatico, cincer prostatico,
céncer retal, cancer estomacal, cancer da tiredide ou qualquer combina¢io dos

mesmos. Além disso, os agentes possiveis incluem anticorpos monoclonais ou
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fragmentos dos mesmos que se ligam a um ou mais dos marcadores
caracteristicos para o cancer coldnico, células de melanoma malignas, células
cancerosas mamarias, células cancerosas pulmonares, células cancerosas
ovarianas e células cancerosas pulmonares. Os exemplos especificos de
agentes sdo anticorpos monoclonais para o antigeno carcino embrionario
(CEA), antigeno de carboidrato 15-3 (CA15-3), antigeno de carboidrato 125
(CA125), antigeno de carboidrato 19-9 (CA19-9), antigeno de carboidrato
242 (CA242), Ep-CAM, G250, RCASI1, STN, TA-90, BC-10, NY-ESO-1,
MSH-R, PRL-R e PSMA.

Rotulagdo de agentes

Como uma etapa importante no uso do painel aqui descrito
estd a identificagdo do numero de células que carregam marcadores
especificos, pode ser vantajoso rotular os agentes com um ou mais rétulos
detectaveis. Tais rotulos podem ser de enzimas, moléculas fluorescentes,
rotulos radioativos, biotina e/ou oligonucleotideos.

Em uma forma de realizagdo preferida da invenc¢do, os agentes
sdo rotulados com moléculas fluorescentes tais como, por exemplo corantes
especificos nucléicos, ficobiliproteinas, derivados de cianina, derivados de
fluoresceina e derivados de rodamina. Os agentes diferentes usados no painel
sdo preferivelmente rotulados com rétulos diferentes, de modo que eles
possam ser distinguidos um do outro. Quando moléculas fluorescentes sio
usadas para rotulagdo, o método pode ser preferivelmente realizado por um
instrumento de medi¢cdo da fluorescéncia, tal como, por exemplo um
citdbmetro de fluxo.

Procedimento tipico

Os linfonodos sentinela de um paciente com indicagdo de
cancer sdo obtidos por cirurgia. Em resumo, o nodo sentinela € identificado
durante a cirurgia pelas inje¢des peritumorais de uma substancia tragadora,

por exemplo corante azul patente, que segue a drenagem linfatica e colore os



10

15

20

25

24

primeiros linfonodos da drenagem de azul.

As suspensfes de célula Unica dos linfonodos sentinelas
inteiros a serem investigados sdo obtidos pela pressio suave dos linfonodos
usando um homogeneizador de vidro encaixe frouxo em 5 ml de PBS
suplementado com 2 % de soro de bezerro fetal e 0,05 % de Azida de Sédio
(tampdo de manchamento) ou em meio de cultura de célula tal como X-Vivo
15 ou Aim 5.

Amostras de 1 x 10° células sdo lavadas em 2 ml de tampéo de
manchamento.

As amostras de célula sdo depois rotuladas em 100 pl de
tampdo de manchamento com um painel de anticorpos conjugados a
fluor6foro selecionado de marcadores extracelulares especificos de tecido,
especificos do tipo de cancer e especificos do subtipo de cincer e incubados
na temperatura ambiente 15 a 30 minutos. A quantidade suficiente de
anticorpo usado € determinada pela titulagdo de cada anticorpo usando um
controle positivo. Tipicamente esta quantidade esta na faixa de 0,1 a 0,5 pg.
Para remover o anticorpo abundante, as amostras s8o lavadas com 2 ml de
tampdo de manchamento e recolocadas em suspensdo em 300 pl de tampdo de
manchamento antes da analise citométrica de fluxo.

A andlise ¢ realizada usando instrumentos tais como
FACSAria, FACSCanto (Becton Dickinson) ou Cytomics FC 500 (Beckman
Coulter). A analise citométrica de fluxo € realizada coletando 100.000 eventos
de cada amostra de célula.

Kits

De modo a facilitar o uso da presente invencdo, kits
especializados podem ser desenvolvidos para numerosas aplicagdes da
presente invengdo. Tais kits podem incluir todos os agentes, rétulos e fluidos
necessarios e instrugdes necessarias para realizar um certo teste. O kit também

pode incluir software para facilitar a interpretacio dos resultados de teste,
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com por exemplo taxas de corte pré-definidas entre um resultado de teste
positivo e negativo.

Em uma forma de realizagcdo preferida da presente invengao,
um kit incluiria um painel de anticorpos monoclonais rotulados, onde o painel
seria adequado para um certo tipo de teste. Além disso o kit incluiria fluidos
necessario para realizar o teste usando citometria de fluxo e software capaz de
interpretar confiavelmente os dados gerados a partir das analises.

Determinagdo de valores de corte, prevaléncia e uso de base de
dados

Uso de um software para a interpretacdo de dados gerados por
cada teste € dependente dos métodos estatisticos e dados de fundo confidveis
para encontrar o valor de corte 6timo para cada teste, visto que a sensibilidade
e a especificidade sdo variaveis conforme o valor de corte entre um resultado
de teste positivo e negativo varia.

Os dados de fundo podem ser obtidos realizando-se testes em
um grande numero de amostras com situagdo conhecida ou prevaléncia
conhecida na populagdo relevante da anormalidade pesquisada. Os dados
gerados por cada teste, por exemplo a proporgdo de eventos testados positivo
para cada marcador, sera coletada junto com a informag¢do para a
categorizagdo da populagdo a qual o objeto de teste pertence, por exemplo
sexo, idade, doencga, estagio de doenga, etc. Os dados gerados podem ser
usados para encontrar valores de corte 6timos.

Os walores de corte sdo necessarios visto que as amostras
negativas verdadeiras mostrardo graus varidveis de “positividade” devido as
razdes bioldgicas (graus variaveis de expressio de marcadores também em
estado normal) e técnicas (ruido de fundo).

No caso onde os dados de fundo foram gerados usando
amostras com situagdo conhecida (positiva ou negativa) as descobertas de

valores de corte 6timos ¢ relativamente simples e podem ser obtidos
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analisando-se como a sensibilidade e a especificidade do teste estdo
correlacionadas com o valor de corte.

Um método de escolha de corte € plotar a sensibilidade versus
(1 - especificidade) para cada valor de corte possivel, isto €, diversos valores
de corte diferentes sio primeiro arbitraria ou metodicamente escolhidos. A
curva obtida é conhecida como a curva de “Caracteristicas de Operagio
Receptor”, curva ROC. A precisdo do teste é medida pela drea sob a curva
ROC. Uma 4rea de 1 representa um “teste perfeito” e uma area de 0,5
representa um “teste sem valor”.

Se a tolerdncia de um resultado falso negativo ¢é igual aquele
de um resultado falso positivo, o valor de corte que maximiza a area sob a
curva ROC deve ser escolhida. Entretanto, em muitos casos o uso clinico de
um teste deve ser levado em conta quando da decisdo do valor de corte. Para
um teste de triagem, por exemplo, é importante minimizar o nimero de
resultados falso negativos e um nimero moderado de falsos positivos é
aceitavel e o valor de corte sera consequentemente ajustado, isto €, os valores
de corte podem ser escolhidos com respeito ao uso/propdsito clinico.

As curvas ROC néo podem ser usadas sozinhas para decidir os
valores de corte, visto que o método nio leva a prevaléncia da anormalidade
pesquisada em conta. Para otimizar a capacidade do teste para prognosticar o
estado de doenga verdadeiro, os dados de fundo na prevaléncia da
anormalidade a ser detectada sdo necessdrios. A sensibilidade e a
especificidade de um teste podem variar com a prevaléncia da condigio
pesquisada na populagdo a qual o objeto de teste pertence. Assim, pode ser
necessario decidir valores de corte diferentes para populagdes diferentes.

No <caso onde a situagdo verdadeira da amostra &
desconhecida, um método diferente para encontrar os valores de corte 6timos
deve ser usado. Intervalos de referéncia podem ser usados para este propdsito

se a prevaléncia da anormalidade em populagdes diferentes é conhecida.



10

15

20

25

27

O intervalo de referéncia ¢ a faixa estimada de valores que
inclui uma certa porcentagem dos valores entre uma populagio relevante. A
percentagem mais habitualmente usada € 95 %.

Dois intervalos de referéncia teriam que ser calculados para a
decisdo de valor de corte, um intervalo para as amostras assumidas negativas
e um intervalo para as amostras assumidas positivas. A categorizagio de cada
amostra seria feita com base na prevaléncia da anormalidade na populagdo de
onde a amostra foi coletada. O tamanho proporcional de cada grupo de
amostra deve se conformar com a prevaléncia da anormalidade na populagio.
Com base nos resultados de teste para cada nodo, cada amostra seria
categorizada em um grupo assumido negativo e um grupo assumido positivo.
Intervalos de referéncia podem ser gerados para cada grupo e o valor de corte
pode ser ajustado para minimizar a sobreposicio de um intervalo de
referéncia ao outro. O valor de corte também pode ser ajustado para
minimizar o risco por exemplo de um diagnodstico falso negativo.

Intervalos de referéncia podem ser calculados dois métodos
basicos. Se os dados gerados se conforma a uma fung¢io distribucional tal
como, por exemplo, a distribui¢do Normal, os intervalos de referéncia podem
ser calculados usando um método paramétrico significando que a distribuigéo
conforma-se com uma distribuigéo estatistica matematicamente definida, por
exemplo a distribuigio Normal. Usar métodos paramétricos é no geral
preferido visto que os intervalos de confidéncia de intervalos de referéncia
sdo no geral mais estreitos a menos que o tamanho da amostra seja muito
grande.

Se os dados gerados ndo se conformam com nenhuma
distribuigdo estatistica matematicamente definida, um método nio
paramétrico (isento de distribuigdo) teria que ser usado, em que as
distribui¢des estimadas sdo calculadas usando apenas os dados reais gerados

pelas andlises, de modo a atingir um valor de corte aceitavel. De modo a
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reduzir o intervalo de confidéncia um tamanho de amostra muito grande seria
necessario.

A prevaléncia da anormalidade a ser detectada pode variar por
exemplo com a idade, sexo e doenga/indica¢do. Consequentemente, acesso a
quantidades grandes de dados de fundo para determinar intervalos de
referéncia para cada populagdo relevante pode realgar ainda mais o
desempenho de diagndstico quando do uso da presente inven¢do para a
detecgdo de células de tumor.

Comparar os dados gerados por uma analise com os dados
mais no principio sobre as amostras positivas verdadeiras e negativas
verdadeiras pode otimizar a taxa de corte entre um resultado positivo e
negativo, permitindo desempenho ainda mais alto com respeito a
sensibilidade, especificidade e NPV.

Em uma forma de realizacédo preferida da presente invengdo, a
interpretac@o de cada teste € realizada pelo uso de um software ligado a uma
base de dados com dados de fundo para cada marcador testado em relagfio as
populagdes relevantes. O software também pode ser capaz de gerar dados para
0 uso na mesma base de dados, que permitiria a sintonia fina continua de
valores de corte para cada popula¢io de teste e relevante.

Consequentemente, em aspectos separados a inven¢do diz
respeito a uma base de dados que armazena os resultados obtidos pelo método
da citometria de fluxo aqui reivindicado e software para calcular e refinar
continuamente os valores de corte quando o material de dados aumenta. A
base de dados contém uma pluralidade de conjunto de dados, em que cada
conjunto de dados compreende dados para uma pluralidade de marcadores de
superficie extracelular e tipo ou tipos correspondentes de células cancerosas.
Além disso, a invencdo diz respeito a um método para identificar células
cancerosas como aqui reinvindicado compreendendo ainda uma etapa de

armazenar o conjunto de dados obtido do método de citometria de fluxo (por
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exemplo i) nimero de células que carregam um agente que se liga a um ou
mais marcadores extracelulares, ii) tipo de células cancerosas, iii) tipo de
tecido e outros). A etapa de armazenar os dados pode compreender ainda uma
etapa de introduzir dados de origem conhecida com o conjunto de dados
correspondente.

Além disso, em um outro aspecto a presente invenc¢io diz
respeito a um programa de software que quando rodado em um computador é
1) adaptado para receber o conjunto de dados da citometria de fluxo
compreendendo dados quanto aos marcadores extracelulares, ii) adaptado
para comparar os dados recebidos com os dados em uma base de dados e iii)
adaptado para fornecer uma saida indicando a) a presenga ou auséncia de
células cancerosas e opcionalmente b) o tipo ou tipos de células cancerosas.

O exemplo de como os marcadores extracelulares seriam
avaliados com proposito de comparagdo em uma base de dados é dado no
exemplo 4.

Legendas das Figuras

A Figura 1 ilustra a identificagdo pela citometria de fluxo de
células cancerosas colonicas em uma mistura de células cancerosas coldnicas
e leucocitos usando um Gnico agente para a identificagcdo. Varios nimeros de
células cancerosas coldnicas CCL221 (de 0 a 3 %) foram introduzidos em
leucocitos sanguineos periféricos purificados pelo Ficoll e manchados usando
anti CA19-9 conjugado direto como anticorpo de detec¢do de superficie
celular. A presenga de células de tumor foi detectada pela citometria de fluxo.
SSC, disperséo lateral, indica granulosidade de células.

A Figura 2 ilustra a identificagdo pela citometria de fluxo de
células cancerosas coldnicas em uma mistura de células cancerosas colénicas
e leucécitos usando um unico agente para identificagdo. Varios niameros de
células cancerosas colénicas CCL221 (de 0 a 3 %) foram introduzidas em

leucéceitos sanguineos periféricos purificados pela Ficoll e manchadas usando
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anticorpo tipo EpCAM conjugado direto para a detec¢do de superficie celular.
A presenga de células de tumor foi detectada pela citometria de fluxo. SSC,
dispersio lateral, indica a granulosidade das células.

A Figura 3 ilustra a identificagdo pela citometria de fluxo de
células cancerosas colénicas em uma mistura de células cancerosas colénicas
e leucocitos usando um painel de quatro agentes para a identificagdo. As
células cancerosas colonicas CCL221 10 % (A) ou 1 % (B) foram
introduzidas em leucécitos sanguineos periféricos purificados por Ficoll e
manchados usando anticorpos conjugados diretos para a detec¢do de quatro
cores simultdnea de marcadores de superficie celular CA19-9, epitopo CEA 5
e epitopo CEA 4 e STN. A presenca de células de tumor foi detectada pela
citometria de fluxo. As células positivas duplas reconhecidas por CA19-9 e
epitopo CEA 5 (painel esquerdo) foram eletronicamente ativadas e avaliadas
pelo segundo par de anticorpos STN e epitopo CEA 4 (painel direito).

A Figura 4 ilustra a identificacdo pela citometria de fluxo
de células cancerosas coldnicas em uma mistura de células cancerosas
colonicas e leucdcitos usando um painel de quatro agentes para a
identificagdo de células cancerosas colénicas CCL221 10 % (A) ou 1 %
(B) foram introduzidos em leucdécitos sanguineos periféricos purificados
por Ficoll e manchados usando anticorpos conjugados diretos para a
detec¢do de quatro cores simultinea de marcadores de superficie celular
CA19-9, CA242 e epitopo CEA 4 e STN. A presencga de células de tumor
foi detectada pela citometria de fluxo. As células positivas duplas
reconhecidas pelo CA19-9 e CA242 (painel esquerdo) foram
eletronicamente ativadas e avaliadas pelo segundo par de anticorpos STN
e epitopo CEA 4 (painel direito).

A Figura 5 ilustra a identificagdo pela citometria de fluxo de
células cancerosas colonicas em uma mistura de células cancerosas coldnicas

e leucécitos usando um painel de quatro agentes para a identificagdo. As
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células cancerosas colénicas CCL221 10 % (A) ou 1 % (B) foram
introduzidas em leucdcitos sanguineos periféricos purificados por Ficoll e
manchadas usando anticorpos conjugados diretos para a detec¢do de quatro
cores simultdnea de marcadores de superficie celular CA19-9, CA15-3, tipo
EpCAM e STN. A presenca de células de tumor foi detectada pela citometria
de fluxo. as células positivas duplas reconhecidas por CA19-9 ¢ CA15-3
(painel esquerdo) foram eletronicamente ativadas e avaliadas pelo segundo
par de anticorpos STN e tipo EpCAM (painel direito).

A Figura 6 ilustra a identificagdo pela citometria de fluxo de
células cancerosas col6nicas em uma suspensio de célula Unica de um
linfonodo sentinela de um paciente com cancer colénico. A andlise foi
realizada usando um painel de anticorpos que reconhecem quatro marcadores
col6nicos diferentes CA19-9, CEA, STN e proteina tipo EpCAM.

A Figura 7 ilustra o risco diminuido de um resultado falso-
negativo quando da analise de uma suspensio de célula Uinica obtida de um
linfonodo ao invés de analisar se¢Bes finas de um linfonodo pela
histoquimica. A ilustra uma situagdo onde uma metastase (indicada por um
grupo vermelho) reside fora das se¢des que sdo eventualmente manchadas e
avaliadas no microscopio. As células de tumor no linfonodo estario ausentes
das se¢Oes e as andlises produzirdo um resultado falso-negativo. B ilustra
como uma amostra de suspensd@o de célula unica obtida do linfonodo inteiro
representa a situacdo do linfonodo inteiro. A analise de um nimero de células
estatisticamente relevante produzird um resultado positivo verdadeiro.

A Figura 8 ilustra a avaliagdo de intervalos de referéncia para
marcadores EpCAM e CA19-9 em uma populagdo de pacientes com cancer
col6nico, como descrito no Exemplo 4. A ilustra resultados de manchamentos
de controle de isotipo realizados para cada nodo sentinela manchado. B ilustra
os resultados de manchamentos de nodos sentinelas SN1, SN2 e SN3 do

paciente 1. Resultados indicam niveis altos e moderados da presenca de
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ambos os marcadores SN1 e SN2, respectivamente, ao passo que a expressio
em SN3 estd préxima ao nivel de detecgdo. C ilustra os resultados de
manchamentos de nodos sentinelas SN1 e SN2 do paciente 2. Os resultados
indicam a presenca de ambos os marcadores em SN1. No SN2 a presenga esta
proxima ao nivel de detecgdo.

Fig. 9.

Detecgdo de células de tumor pela citometria de fluxo depois
do manchamento para CK20. Uma série de dilui¢do de PBMC refor¢ada com
células cancerosas colénicas DLD-1 foi manchada intracelularmente para o
marcador de célula epitelial CK20 e analisada usando citometria de fluxo
(1A). As descobertas de células positivas em CK20 em PBMC de um paciente
com céancer coldnico e um individuo saudavel sdo representadas (1B).

Fig. 10.

Detecg¢do citométrica de fluxo de células de tumor pelo
manchamento para os marcadores de superficie celular associados com
tumor EpCAM e CA19-9. A linhagem de célula cancerosa de célon DLD-1
foi diluida em PBMC em uma faixa de série de dilui¢do de 0,012 a 9 % de
células de tumor adicionadas, apenas PBMC sendo usado como controle
negativo. A expressdo de EpCAM foi analisada e plotada versus as
propriedades de SSC; o nimero indica a porcentagem de eventos de
EpCAM" (2A). A andlise da expressio de CA19-9 plotada versus as
propriedades de SSC, o numero indicando a porcentagem de eventos
positivos para CA19-9 (2B). A co-expressdo dos marcadores de tumor foi
examinada plotando-se EpCAM versus CA19-9, os nimeros na plotagem
indicando a porcentagem de eventos nos respectivos quadrantes (2C). Nas
colunas a direita de Fig. 2C o nimero total de células detectadas, isto é, a
soma de células EpCAM'CA19-9, EpCAM'CA19-9" ¢ EpCAM'CA19-9",
sédo apresentadas assim como a porcentagem esperada do nliimero de células

de tumor adicionadas.
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Fig. 11.

Andlise de inter-ensaio que correlaciona duas investiga¢des
individuais. PBMC reforgadas com a linhagem de célula cancerosa do célon
DLD-1 na faixa baixa de células de tumor adicionadas (0, 0,012, 0,037 ¢ 0,11
respectivamente), foram analisadas quanto a variabilidade inter-ensaio coletando
10° eventos. As amostras foram manchadas com anticorpos contra EpCAM e
CA19-9 e analisadas pela citometria de fluxo. A analise de regressdo foi realizada
comparando os testes 1 e 2 quanto a expressdo de EpCAM (3A), expressdo de
CA19—9 (3B) € a expressdo de EpCAM/CA19-9 (3C).

Fig. 12.

Correlagdo entre os nameros de células de tumor detectados
e esperados. As amostras de PBMCs reforgadas com a linhagem de célula
cancerosa do célon DLD-1 (0,037, 0,11, 0,33, 1 e 3 %, respectivamente) e
uma amostra apenas com PBMCs, foram divididas em 10 aliquotas para a
avaliagdo da variabilidade intra-ensaio. As amostras foram manchadas
com anticorpos especificos para EpCAM e CA19-9 e analisadas pela
citometria de fluxo. A andlise de regressio foi realizada para a
porcentagem de expressdo de EpCAM plotada versus as caracteristicas de
SSC (4A) e para a expressdo de CA19-9 plotado versus as caracteristicas
de SSC (4B). A presenga total de células positivas tnicas e duplas, isto &,
a soma de células EpCAM'CA19-9°, EpCAMCA19-9" ¢ EpCAM'CA19-
9", como evidente em uma plotagem de pontos de EpCAM versus CA19-9
foi examinada (4C). Os dados estio apresentados como porcentagem
média (tSD) de células de tumor detectadas no eixo y e o nuimero de
células esperadas indicado no eixo x.

Fig. 13.

Presenga de metastases de cincer coldénico em nodos
sentinelas.

Quatorze nodos sentinelas de sete pacientes diagnosticados com



10

15

20

25

34

cancer colénico foram intracelularmente manchadas em paralelo para CK20 ou
extracelularmente para EpCAM e CA19-9, antes da andlise citométrica de fluxo.
Para cada nodo sentinela manchamentos com controles de isotipos relevantes
foram realizados, aqui exemplificado com o manchamento de SN1 a partir do
paciente 5 (5A). No paciente um, trés nodos sentinelas foram identificados. A
presenca de células metastaticas foi detectada em SN1 e SN2 ao passo que SN3
apenas conteve um numero baixo de eventos positivos proximos ao nivel de
detecgdo e foi considerado livre de metastases (5B). A analise citométrica de
fluxo dos dois nodos sentinelas obtidos do paciente dois indica disseminagio
metastatica para SN1; em SN2 o niimero de eventos positivos foi préximo ao
limite de detec¢do e SN2 foi assim considerado negativo (5C).

Exemplos

Exemplo 1

deteccio citométrica de fluxo de células cancerosas
colonicas em uma mistura de leucécitos e células cancerosas coldnicas

Resultados

De modo a avaliar a citometria de fluxo célula tinica de células de
tumor manchadas na superficie da célula nodos adicionamos um niimero de
células cancerosas col6nicas conhecidos da linhagem de célula cancerosa do célon
CCL221 aos leucdcitos sanguineos periféricos. Assim, nodos imitamos a situagcdo
em um linfonodo contendo uma metastase pequena. Primeiro nodos usamos o
marcador de tumor CA19-9, conhecido ser expressado na superficie de células
cancerosas colonicas. A andlise da amostra foi melhor realizada usando a
dispersdo lateral (SSC) quanto ao tamanho e granulosidade e FL-1 refletindo as
células manchadas conjugadas a FITC. As células positivas duplas com respeito a
um SSC aumentado e uma alta fluorescéncia foi identificada como exemplificado
na Figura 1. Mesmo tdo baixo quanto 0,33 % de células CCL221 adicionadas foi
facilmente detectado. Entretanto, um pequeno numero de manchamento ndo

especifico foi observado mesmo quando as células de tumor nio estavam
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presentes na amostra, indicando uma pequena fragdo de células falso positivas. De
modo a melhora o ensaio o experimento foi realizado usando um anticorpo que
reconhece uma molécula de superficie celular tipo EpCAM expressada nas células
de colon adicionando de 0,0122 a 3 % de células de tumor ao PBL. Mais uma vez,
a populacdo de tumor foi facilmente detectada como um grupo de células que
expressam alta quantidade da proteina tipo EpCAM e um SSC aumentado (Figura
2). Mesmo tdo pouco quanto 0,0122 % de células foi detectado como uma
populagdo distinguida de células (Figura 2). Ndo houve nenhum problema em
células falso positivas usando a proteina tipo EpCAM como um marcador de
superficie de célula alvejada visto que nenhum evento foi registrado como duplo
positivo quando nenhuma das células de tumor foram adicionadas. Visto que €
bem conhecido que as células de tumor podem perder a expressio de moléculas
com a sua perda de maturagdo, nodos desejamos combinar um conjunto de
moléculas de superficie celular para melhorar a precisdo do diagnédstico do ensaio
sem o risco de perder as células de tumor que perderam a expressido de uma certa
molécula de superficie celular. Nodos portanto testamos combinagdes de quatro
marcadores de superficie celular diferentes. A combina¢do de CA19-9 e dois
epitopos de CEA e STN detectaram a vasta maioria de células que sdo quadruplo
positivas (Figura 3A, painel direito). Nodos mencionamos que uma pequena
maioria, menos do que 1 % foi triplo positiva (Figura 3A, painel direito, Q1)
sugerindo que umas poucas células na verdade perderam a expressdo de um dos
epitopos de CEA. Quando menos células (1 %) foram adicionadas aos PBLs o
mesmo resultado foi obtido (Figura 3B). Nodos depois testamos uma combinagio
diferente de quatro proteinas de superficie celular expressadas nas células
cancerosas colonicas CA19-9, CA242, STN e epitopo CEA 4. Esta combinagio
quadripolar comportou-se em uma maneira similar quando do reconhecimento da
presen¢a da linhagem de célula CCL221 em PBLs (Figura 4). Mais uma vez, a
maioria das células foram positivas para todos os 4 marcadores CA19-9, CA242,

STN e epitopo CEA 4 (Figura 4A, painel direito, Q2) e o resultado foi idéntico
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quando menos células CCL221 foram adicionadas (Figura 4B, painel direito, Q2).
Uma terceira combinagdo de superficie celular foi testada CA19-9, CA15-3,
proteina tipo EpCAM e STN foram testados com resultados similares (Figura 5A
e B). Quando o sistema foi testado em um nodo sentinela derivado de um paciente
com céancer colénico nodos pudemos facilmente detectar a presenga de células
cancerosas coldnicas pela citometria de fluxo. Usando marcadores CA19-9 e CEA
identificamos 33 % das células no nodo sentinela como células que carregam
marcadores de célula cancerosa do colon (Figura 6). Além disso, as células CA19-
9" CEA" eletronicamente ativadas e analisando quanto ao STN e a expressdo tipo
EpCAM revelaram que 24 % das células pareceram quadruplo positivas
expressando todos os marcadores testados CA19-9" CEA" STN+ tipo EpCAM+.
Entretanto, 1,7 % das células sfo triplo positivas para a combinagio CA19-9"
CEA" STN' e 7,7 % positivas quanto a CA19-9° CEA"' tipo EpCAM",
demonstrando que as células cancerosas colénicas podem perder a expressdo de
alguns marcadores de superficie celular em varios graus.
Tabela 1

Anticorpos contra marcadores de superficie em células

cancerosas coldnicas

Nome [Fluoréforo |Antigeno

B Alexa647 CEA

C Alexa488 CA242

D IPerCP CA19-9

E PE STN

F IAlexa488 CA15-3

G Alexa647 tipo EpCAM
Exemplo 2

Deteccdo citométrica de fluxo de células cancerosas
coldonicas metastaticas em linfonodos

Materiais e Métodos

Preparacdo de células

Leucoécitos de sangue periférico foram obtidos por Ficoll

paque. A linhagem de célula cancerosa de colon CCL221 foi cultivada como
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sugerido pelo fornecedor (ATCC). Um linfonodo sentinela de um paciente
que € diagnosticado com cancer coldnico foi obtido por cirurgia. A suspensio
de células vinicas dos linfonodos sentinelas inteiros a serem investigados foi
obtida pela pressdo suave dos linfonodos usando um homogeneizador de
vidro de encaixe frouxo.

Citometria de fluxo

Amostras de 1 x 10° células foram lavadas em PBS
suplementado com 2 % de soro de bezerro fetal e 0,05 % de Azida de sédio
(FACS-tampdo). As amostras de célula foram depois manchadas com um
painel de anticorpos conjugados a fluor6foro selecionado de marcadores
extracelulares especificos de tecido, especifica do tipo de cincer e especificos
do subtipo de cancer (ver os exemplos de marcadores adequados na Tabela 1
acima) e incubados na temperatura ambiente de 15 a 30 minutos. Para
remover o anticorpo abundante, as amostras foram lavadas com tampdo de
FACS antes das andlises citométricas de fluxo. Os resultados das analises
foram imediatamente disponiveis. O linfonodo investigado foi mostrado
conter uma carga pesada de células metastaticas visto que uma grande
proporg¢do conteve células quadruplo positivas (Figura 6).

Exemplo 3

Deteccio citométrica de fluxo de células cancerosas
colonicas em amostras de célula inica e desempenho/robustez de ensaio

A suspensdo de células unicas de linfécitos do nodo sentinela,
c€lulas de tumor e PBMC foram analisadas a partir dos pacientes investigados.
Para permitir a quantificagdo de células cancerosas colOnicas, amostras de
PBMC de voluntarios saudaveis, refor¢adas com a linhagem de célula cancerosa
de cdlon DLD-1, foram também investigadas. Uma série de diluicio em série de
3 vezes em sete etapas, com uma concentragdo de partida de 9 % de células de
tumor resultou nas concentragdes de 9 %, 3 %, 1 %, 0,33 %, 0,11 %, 0,037 % e

0,012 %. Uma amostra de PBMC sozinha foi adicionada a série.
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Para o manchamento intracelular do marcador de célula epitelial,
as c€lulas CK20 foram primeiro lavadas em PBS suplementado com 2 % de BGS
e 0,05 % (p/v) de Azida de sédio (tampdo de manchamento) e em seguida tratados
com Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Em seguida as células foram retidas em tampdo de manchamento
suplementado com 0,3 % de saponina (p/v) (Sigma). O manchamento primario foi
realizado com anticorpo CK20 anti-ser humano de camundongo
(Dakocytomation) ou controle de isotipo IgG2a (Dakocytomation) por 30 min. As
células foram lavadas e incubadas por 30 min com um anticorpo anti-camundongo
de cabra conjugado com aloficocianina (APC) (Jackson Immunoresearch) ou um
anticorpo anti-camundongo de burro conjugado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Jackson Immunoresearch).

O manchamento quanto aos marcadores de superficie celular
foi realizado em tampdo de manchamento. As células foram lavadas e depois
incubadas por 30 min com marcador de adesfo anti-célula epitelial (EpCAM)
e Antigeno anti-carboidrato 19-9 (CA19-9) (Fujirebio diagnostics), conjugado
com Alexa fluor 488 (AF488) (Molecular probes Invitrogen) ou complexo de
Peridinina-clorofila-proteina (PerCP) (Prozyme), respectivamente, de acordo
com as descri¢gdes do fabricante. Os controles de isotipo usados foram IgG2a
(clone G155-178) conjugado com AF488 e IgGl (clone MOPC-21)
conjugado com PerCP (Becton Dickinson). A aquisi¢cdo de 100.000 eventos
(Tabela 2, Tabela 4) ou 1.000.000 de eventos (Tabela 3), respectivamente, de
cada amostra foi conduzida usando um FACSAria (Becton Dickinson) e os
dados coletados foram analisados usando o software FACSDiva. Os eventos
positivos foram identificados pela respectiva plotagem de fluorescéncia na
escala log contra as dispersdes laterais lineares (SSC) caracteristicas. Os
quadrantes superiores esquerdo e direito foram ajustados para excluir as
células mortas e fragmentos celulares inicialmente testados com PL As

amostras manchadas tanto para EpCAM quanto CA19-9 também foram
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analisadas usando plotagens de pontos com log da fluorescéncia verde
(AF488) versus log da fluorescéncia vermelha (PerCP)
Tabela 2. Variabilidade Intra-ensaio

EpCAM'CA19-9"

numeros de  EpCAM" CA19- EpCAM'CA19-9
5 +

célula (eo;’p)erados ‘ 9 EpCAM CA19-9*
Média SD Ccv Média SD [$\Y% Média  SD Ccv
(n=10) (%) (n=10) (%) (n=10) (%)
3 2,8 0,129 4,6 2,0 0,080 4,0 2,9 0,107 3,7
1 0,93 0,066 7,2 0,71 0,057 8,0 1,0 0,072 72
0,33 0,32 0,018 58 0,27 0,019 6,9 0,39 0,015 4,0
0,11 0,11 0,011 10,7 0,11 0,015 12,9 0,17 0,016 94
0,037 0,041 0,006 15,5 0,067 0,007 10,4 0,093 0,009 9.8
0 0,002 0,002 90,0 0,036 0,006 16,1 0,047 0,005 9.8

Tabela 3. Variabilidade intra- e inter-ensaio

nameros de  EpCAM" EpCAM"
célula 1? 2% aquisi¢@o
esperados (%) aquisigio
Média SD Ccv Média SD CcvV
(n=10) () n=10) (%)
0,11 0,096 0,005 5,15 0,093 0,005 5,75
0,037 0,036 0,003 7,09 0,037 0,004 9,83
0,012 0,013 0,001 6,19 0,012 0,001 8,11
0 0,004 0,001 2,84 0,003 0,001 23,80
nameros de  EpCAM" EpCAM"
célula 1# 27 aquisi¢do
esperados (%) aquisi¢do
Média SD CV Média SD (OAY
(n=10) (%) (n=10) (o)
0,11 0,124 0,015 12,23 0,085 0,006 6,53
0,037 0,089 0,016 17,87 0,072 0,011 14,82
0,012 0,018 0,002 8,70 0,017 0,001 4,29
0 0,020 0,002 11,07 0,013 0,001 10,07
nameros de  EpCAM'CA19-9* EpCAM'CA19-9*
célula EpCAM'CA19-9 EpCAM'CA19-9
esperados EpCAMCA19-9" EpCAM CA19-9
(%) EpCAM* EpCAM*
1* aquisi¢do 2? aquisicdo
Média SD CV Média SD CvV
(n=10) (%) n=10) (%)
0,11 0,097 0,007 6,91 0,092 0,005 5.64
0,037 0,038 0,004 9,85 0,039 0,005 11,89
0,012 0,016 0,002 13,54 0,016 0,002 11,13

0 0,004 0,001 31,34 0,002 0,001 41,70
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Tabela 4. Investigacdo de nodos sentinelas de pacientes com

cancer coldnico

CK20+ EpCAM+ CA19-9+ EpCAM+CA19-9*
Pat nodo (%) (%O (%) EpCAM+CA19-9
no: sentinela no: EpCAM-CA19-9*
' (%)
1 SN1 5,6 1,9 5,6 11
1 SN 2 0,57 0,18 0,72 2,6
1 SN 3 0,17 0,051 0,093 0,41
2 SN 1 0,69 1,3 0,42 2,6
2 SN2 0,13 0,15 0,13 1,0
3 SN 0,099 0,038 0,042 0,75
4 SN 1 0,17 0,088 0,024 0,90
4 SN2 3,1 2,8 24,7 29
5 SN 1 1,9 0,79 1,7 3,9
5 SN 2 1,9 1,3 2,4 6,2
6 SN 1 0,20 0,26 0,078 1,1
6 SN2 0,30 0,55 0,27 1,6
7 SN 1 0,18 0,069 1,3 1,4
7 SN 2 0,18 0,064 0,65 0,76

Desempenho de Ensaio, Robustez

A variabilidade intra-ensaio para as analises citométricas de
fluxo de marcadores de superficie de tumor foi testada dividindo-se uma
amostra em dez aliquotas antes da analise citométrica de fluxo. A partir das
amostras da série de dilui¢do com 0,037 %, 0,11 %, 0,33 %, 1 % e 3 % de
células de tumor DLD-1 adicionadas e amostras de PBMC sozinhas foram
examinadas. Para EpCAM e CA19-9, quando apresentados separadamente, o
nimero de eventos positivos foi determinado em plotagens de pontos da
respectiva fluorescéncia na escala log versus as propriedades SSC lineares. A
analise do niumero total de células detectadas foi realizada plotando-se o log
da fluorescéncia verde versus o log da fluorescéncia vermelha e os eventos
registrados como EpCAM ' CA19-9", EpCAM CA19-9" ou EpCAM'CA19-9"
foram acumulados. A detec¢do média resultante de células cancerosas
coldnicas, o desvio padrdo e o coeficiente de variac¢do sdo listados na Tabela
2.

Os valores médios de células de tumor detectadas com a
expressdo de EpCAM foram préximas daquelas esperadas, indicando que

quase todas as células DLD-1 expressaram EpCAM (Tabela 2). Os
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valores CV obtidos a partir das amostras com 0,11, 0,33, 1 ¢ 3 % de
c€lulas cancerosas colénicas DLD-1 adicionados foram na faixa de 4,6 a
10,7 %, indicando variabilidade intra-ensaio muito baixa. O numero
médio de células detectadas para 0,037 % de células adicionadas foi 0,041
% (faixa de 0,035 a 0,055 %) e para as PBMC sem nenhuma adi¢do de
células de tumor 0,002 (faixa de 0 a 0,004 %) (Tabela 2). Quando a
expressdo de CA19-9 foi investigada os valores médios de recuperacio de
célula de tumor foram mais baixos do que os numeros esperados, mais
uma vez indicando que nem todas as células de tumor expressam CA19-9
(Tabela 2). O manchamento de fundo médio nas PBMCs foi de 0,036 %, o
que interfere com a detec¢do de células de tumor nas concentragdes
baixas, mas para 0,33, 1 e 3 % células adicionadas 67, 71 e 82 %,
respectivamente, parecem expressar CA19-9. Para a faixa de 0,037 a 3 %
cé€lulas adicionadas o CV médio para a detec¢do de CA19-9 foi de 8,4 %,
indicando baixa variabilidade intra-ensaio.

Quando a expressdo de EpCAM ' CA19-9", EpCAM CA19-9" ¢
EpCAM'CA19-9" foi examinada os meios resultantes estio proximos aos
numeros esperados de células (Tabela 2). Além disso, 10° células/amostra
foram coletadas para validar ainda mais o método em numeros de célula
proximos ao limiar (Tabela 3). Os desvios padrdo para as medi¢des foram
baixos (faixa de 0,001 a 0,016), demonstrando variabilidade intra-ensaio
baixa quando do teste de 10 amostras. As CVs para a deteccdo de células
EpCAM" e CA19-9" para a faixa inteira de células adicionadas (0a0,11 %)
foram no geral baixas, indicando também a estabilidade de ensaio. Entretanto,
quando da medi¢do de nimeros de célula proximos a zero, o coeficiente de
variagdo € matematicamente sensivel as pequenas mudangas no desvio
padrdo, limitando a sua utilidade para cilculos com respeito ao nimero de
células baixo. A comparagdo do desempenho do teste 1 e teste 2 para a

detecgdo de célula de tumor usando os anticorpos EpCAM, CA19-9 e
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EpCAM/CA19-9 foram em boa conformidade com os coeficientes de
regressdo proximos a 1 (Fig. 11A-C).

A faixa dindmica de 0 a 3 % de células foi testada realizando-
se a andlise de regressdo (Fig. 12A-C). O coeficiente de amostra da
determinagdo foi 1 para EpCAM" (Fig. 12A), CA19-9" (Fig. 12B) e para as
c€lulas duplo positivas. (Fig. 12C), demonstrando um desempenho estavel e
confidvel dentro da faixa investigada. A correlagdo entre os numeros
observados e os numeros esperados de células de tumor para EpCAM’ (Fig.
12A) e para a soma das células EpCAM'CA19-9°, EpCAM'CA19-9" e
EpCAM'CA19-9" (Fig. 12C) foi préxima aquela que ¢ esperada do numero
tedrico de células adicionadas. CA19-9 parece ser expressada em
aproximadamente 73 % das células de tumor DLD-1.

Exemplo 4

Avaliagdo de marcadores em nodos sentinelas de pacientes
com céncer colénico

Materiais e métodos

Linfonodos sentinelas de 7 pacientes foram identificados
durante a cirurgia pelas inje¢des peritumorais de uma substancia tragcadora. As
suspensdes de célula unica de cada linfonodo foram preparadas usando um
homogeneizador de vidro de encaixe frouxo. O manchamento para os
marcadores extracelulares foi realizado em tampio de manchamento. As
células foram lavadas e incubadas por 30 minutos com anti-EpCAM e anti-
CA19-9 conjugados com Alexa488 e PerCP, respectivamente.

Os controles de isotipo foram realizados para cada nodo
sentinela manchado, exemplificado pelo manchamento de SN1 do paciente 5
(figura 8 A).

A analise foi realizada pela aquisi¢do de 100.000 eventos de
cada amostra usando um citdémetro de fluxo FACSAria.

Os resultados das andlises foram apresentados como indicado
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nas Figuras 8 B e 8 C (pacientes 1 e 2, respectivamente).

Os resultados da andlise sdo apresentados na Tabela 2 abaixo:

. EpCAM-+ CAI19-9+
Pat no: nodo sentinela no: . (% de eventos
(% de eventos totais) .
totais)
1 SN1 1,9 5,6
1 SN 2 0,18 0,72
1 SN 3 0,051 0,093
2 SN 1 1,3 0,42
2 SN 2 0,15 0,13
3 SN1 0,038 0,042
4 SN 1 0,088 0,024
4 SN 2 2,8 24,7
5 SN 1 0,79 1,7
5 SN2 1,3 2,4
6 SN 1 0,26 0,078
6 SN2 0,55 0,27
7 SN 1 0,069 1,3
7 SN 2 0,064 0,65

Os dados tais como aqueles apresentados na tabela acima
podem ser usados para as descobertas de valores de corte 6timos para cada
marcador e marcadores em combina¢do. De modo a descobrir valores de corte
confidveis, entretanto, o tamanho da amostra precisaria ser muito maior.

No caso a situagdo verdadeira de cada amostra foi conhecida, a
sensibilidade e a especificidade para valores de corte diferentes podem ser
facilmente calculadas. Um valor de corte 6timo para cada populagio pode ser
entdo gerado usando, por exemplo curvas ROC, como apresentadas acima.

No caso da situagédo verdadeira ser desconhecida, a prevaléncia
das células cancerosas col6nicas em linfonodos sentinela em uma populagdo
de paciente relevante teria que ser conhecida. Com base no teste, os resultados
para cada nodo, cada amostra pode ser categorizada em um grupo assumido
negativo e um grupo assumido positivo onde o tamanho proporcional de cada
grupo pode se igualar com a prevaléncia na populagdo de paciente relevante.
O intervalo de referéncias pode ser entdo calculado para ambos os grupos.

Se os dados gerados conformam uma fung¢io distributiva tal
como, por exemplo, a distribuigdo Normal, os intervalos de referéncia podem

ser calculados usando um método paramétrico. Usar métodos paramétricos &
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no geral preferido visto que os intervalos de confidéncia dos intervalos de
referéncia € no geral mais estreito a menos que o tamanho da amostra seja
muito grande.

Se os dados gerados ndo se conformam com nenhuma fung¢io
distributiva, um método nfo paramétrico teria que ser usado. De modo a
reduzir o intervalo de confidéncia, um tamanho de amostra muito grande seria
necessario.

A comparagdo dos intervalos de referéncia para ambos os
grupos de amostras (assumidos positivos e assumidos negativos) pode ser
usada para ajustar um valor de corte apropriado. O valor de corte seria
ajustado, por exemplo, para minimizar a sobreposi¢do dos intervalos ou para
minimizar o risco de um diagndstico de falso-negativo.

Exemplo 5

Manchamento intracelular para CK20 em uma linhagem de
célula cancerosa do célon. Experimento de Referéncia. O método padrio para
a detecgdo de metastases em linfonodos de cincer colénico é o manchamento
imunoistoquimica usando anticorpos CK20. De modo a avaliar este marcador
para a deteccdo de metastases pela citometria de fluxo intracelular o
manchamento de CK20 e detecgdo com um anticorpo secundario conjugado a
APC foi realizado.

Para o teste inicial nimeros decrescentes da linhagem de
c€lula cancerosa de cdlon DLD-1 foram adicionados as PBMCs. Partindo
com uma concentragdo de 9 % de células de tumor adicionadas foi
determinado que todas as células positivas em CK20 foram detectadas (Fig.
9A, painel de topo). Usando uma série de diluigdo de trés vezes foi possivel
detectar células de tumor positivas em CK20 abaixo de uma concentragdo de
0,037 % de células adicionadas (Fig. 9A). O manchamento de fundo em
PBMC sem a adigdo de células DLD-1 foi de 0,009 % de células positivas em

CK20 (Fig. 9A, painel de fundo) e o controle de isotipo deu um manchamento
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nédo especifico com uma média de 0,011 % de células positivas (dados nio
mostrados), indicando um nimero baixo de eventos falso positivos. As células
positivas em CK20 foram descritas em PBMCs de individuos saudaveis,
sugerindo uma existéncia transitoria normal de células epiteliais positivas em
citoqueratina no sangue. Quando nodos manchamos intracelularmente
PBMCs quanto a CK20 fomos capazes de detectar 0,19 % e 0,16 % de células
positivas em CK20 como exemplificado em um paciente com cancer colénico
com doenga metastitica e um individuo saudavel, respectivamente (Fig. 9B,
painéis a esquerda). Ao contrério, 0,03 % e 0,02 % de positividade foram
detectados quando um controle de isotipo foi usado (Fig. 9B, painéis a
direita). Assim as células epiteliais positivas em CK20 foram observadas estar
presentes no sangue em um nivel baixo em individuos sauddveis.

Exemplo 6

Manchamento de marcadores de superficic em uma
linhagem de célula cancerosa de c6lon

Visto que as células positivas em CK20 foram identificadas
em niveis baixos mesmo em individuos saudaveis e o manchamento
intracelular € mais embaragoso, a utilidade de anticorpos diretamente
conjugados que reconhecem os marcadores de superficie de célula cancerosa
do coélon foi investigada. A série de diluicdo de células de tumor
suplementadas com DLD-1 foi portanto manchada com anticorpos especificos
para os dois antigenos de superficie associados a tumor EpCAM e CA19-9,
conjugados com os fluoréforos AF488 e PerCP, respectivamente.

EpCAM foi expressado em quase todas as células cancerosas
colénicas DLD-1 (Fig. 9A). O nimero de células detectadas correlaciona-se
bem com o manchamento para CK20. A deteccdo do nuiimero de células de
tumor mais baixo adicionado (0,012 % de células DLD-1) foi identificado
como 0,014 % de células positivas em EpCAM (Fig. 9A). Visto que o

manchamento de fundo usando apenas PBMCs foi de 0,004 % de eventos
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detectados, nodos concluimos que as células positivas em EpCAM podem ser
detectadas com boa precisdo dentro de amostras pequenas de células.

O antigeno CA19-9 ¢ expressado em aproximadamente 80 %
das células de tumor DLD-1 (Fig. 10B). A razdo média entre CA19-9" e o
numero de células adicionado para a s 5 concentracdes mais altas foi de 0,80
(faixa de 0,73 a 0,91). O manchamento de fundo nas PBMCs sem nenhuma
c€lula cancerosa coldnica adicionada foi levemente mais alto para CA19-9 do
que para EpCAM, com 0,017 % das células sendo positivas em CA19-9 (Fig.
10B, painel de fundo), comparado com 0,004 % sendo positiva EpCAM (Fig.
10A, painel de fundo). A presengca de células de tumor foi facilmente
detectavel em concentragdes tio baixas quanto 0,11 % de células adicionadas
sem interferir com o manchamento de fundo. Assim embora o fundo seja
levemente mais alto do que aquele para o manchamento com EpCAM, CA19-
9 parece ser um marcador util para a detecg¢do de células cancerosas coldnicas
pela citometria de fluxo.

A co-expressdo dos dois marcadores associados a tumor foi
avaliada pelas andlises da expressio de EpCAM versus CA19-9, usando
plotagens de pontos com o log da fluorescéncia verde (AF488) versus o log
da fluorescéncia vermelha (PerCP). Houve uma boa correlagio com o niimero
de células detectadas de 9 % abaixo para 0,11 % de células adicionadas (Fig.
10C). Em média, 84 % das células adicionadas foram duplo positivas para a
expressdo de EpCAM e CA19-9 (Fig. 10C, quadrante direito superior), de
acordo com os dados de manchamento unico por meio do qual CA19-9 foi
expressado em 80 % das células (Fig. 10B). Uma média de 24 % das células
foi EpCAM CA19-9" na série de dilui¢do (Fig. 10C, quadrantes direitos
inferiores). Os numeros de células positivas tnicas CA19-9 foram muito
baixos (média 0,5 %) (Fig. 10C, quadrante esquerdo superior). Assim a vasta
maioria de células DLD-1 CA19-9" concorrentemente expressam EpCAM. O

uso de fluorescéncia em ambos os eixos aumentou o manchamento de fundo
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em PBMCs para 0,087 % (Fig. 10C, painel de fundo). Visto que a maior parte
destes eventos (0,079 %) foram confinados ao quadrante esquerdo superior, o
fundo aumentado € devido a um numero mais alto de eventos CA19-9 falso
positivos. Nenhum dos controles de isotipo, (IgG2a AF488 ou IgG1 PerCP)
deu qualquer manchamento nfo especifico significante (dados nio incluidos).
A deteccdo de células de tumor em PBMCs refor¢adas com a linhagem de
c€lula cancerosa de coélon DLD-1 pode ser portanto facilitada pelo
manchamento quanto aos marcadores de superficie celular multiplos.

Exemplo 7

Detecgao de células de tumor em nodos sentinelas

Para verificar a utilidade dos anticorpos diretamente
conjugados especificos para EpCAM e CA19-9 em pacientes com céancer
colénico, a suspensdo de células unicas recém recuperadas de 14 nodos
sentinelas de 7 pacientes foi analisada (Tabela 4). As células foram
intracelularmente manchadas em paralelo para CK20 para possibilitar a
comparagdo. Os controles de isotipo para citoqueratina 20, EpCAM e CA19-9
foram usados para determinar a presenca de células positivas (Fig 13A). Em
média, 0,32, 0,21 e 0,16 % células foram manchadas positivas quando
controles de isotipo para CK20, EpCAM e CA19-9 foram usados,
respectivamente.

No paciente 1 trés nodos sentinelas foram identificados (SN1-
3). No SN1 houve uma clara presenga de células cancerosas col6nicas
metastaticas, das quais 5,6 % foram positivas em CK20 e a mesma fragdo de
c€lulas foi identificada como sendo positiva em CA19-9 (Fig. 13A). EpCAM
pareceu ser expressada em um terco (34 %) das células metastaticas (ou 1,9 %
de eventos totais). As células metastaticas foram também presentes em SN2,
0,57 % das células sendo positivas em CK20 e 0,72 % sendo positivas para
CA19-9. A expressdo de EpCAM foi de 0,18 %, que em comparagio com a

expressdo de citoqueratina representa 32 % das células metastaticas e 25 %
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comparado com as células positivas em CA19-9. Entretanto, o nimero de
c€lulas positivas em EpCAM detectadas estd proximo ao nivel de controle de
isotipo. A investigagdo de SN3 revelou apenas muito poucos eventos
positivos para CK20, EpCAM ou CA19-9, préoximos aos niveis de detecc¢ido
determinados pelos controles de isotipo e assim SN3 foi considerado como
sendo negativo quanto a presenga de células cancerosas coldnicas
metastaticas.

Dois nodos  sentinelas foram  identificados intra-
operativamente no paciente 2 (Fig 13B). Em SN1 os manchamentos de CK20
e CA19-9 foram comparaveis com 0,69 % e 0,42 % das células metastaticas
detectadas, ao passo que 1,3 % dos eventos detectados foram EpCAM". Mais
uma vez em SN2 o numero detectado de eventos positivos usando todos os
trés marcadores foi préoximo ao limite de detecgdo, como determinado pelos
controles de isotipo e SN2 foi assim considerado livre de metastases.
Comparado com o sistema de teste com PBMCs refor¢adas com células de
tumor (Fig 10), as amostras de tecido de linfonodo foram menos homogéneas,
resultando em um fundo mais alto.

Discussio

Apresenta-se um novo método por multiplexagdo para a
detecgdo rapida e reprodutivel de células metastaticas em linfonodos. Até
agora, a detecgdo de metastases estda fundamentada na investigagdo
microscopica de umas poucas se¢des de material de linfonodo avaliadas por
um patologista. O método é consumidor de tempo, intensivo em trabalho, caro
e subjetivo a avaliagdo do patologista individual. Por exemplo a pressdo sobre
o patologista para avaliar uma se¢do congelada tirada da sala de operagdo,
com um cirurgido esperando o veredicto se continua ou nido e expande o
procedimento cirurgico, causa uma situagdo com o risco de resultados falso
positivos. Além disso, o procedimento permite apenas a analise de uma sec¢éo

de uns poucos 6 um criando uma situagdo onde os resultados falso negativos
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sdo provaveis visto que partes do linfonodo ndo foram ainda investigadas.
Para desviar estes obstaculos e permitir um método rapido, objetivo para a
avalia¢do de células metastaticas em linfonodos nodos montamos um sistema
que investiga uma amostra estatisticamente relevante do linfonodo como um
todo onde a presenca de células metastaticas € confiavelmente identificada
pelo manchamento por multiplexa¢do de moléculas de superficie celular
presentes nas c€lulas de célon (Figura 6), as células que sob as condi¢des
normais ndo estdo presentes no linfonodo. A combina¢io de pelo menos
quatro marcadores aumenta a sensibilidade e especificidade do ensaio pela
diminui¢do do nuimero de amostras falso positivas e falso negativas. Assim,
os resultados da investigagdo terdo valores prognosticados positivos e
negativos aumentados comparado com a avaliagdo microscopica, permitir que
o cirurgifio planeje com mais confianga a extensfo da cirurgia de investigacio
de linfonodo. Além disso, visto que a extracdo de células unicas dos
linfonodos € um procedimento facil e eficiente e que os anticorpos com altas
afinidades e taxas de ligacdo altas (k,,) sdo usados, a ligacdo de reagentes de
detec¢do € rapida permitindo tempos de incubacfio curtos e uma leitura
objetiva dentro de uns poucos minutos pela citometria de fluxo. O uso de
citometria de fluxo para a analise permite um grau mais alto de padronizacio

e simplifica o trabalho do controle de qualidade pelo uso de padrdes.
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RESUMO

“METODO DE UMA ETAPA PARA DETECCAO DIRETA OU
SIMULTANEA DE UMA CELULA CANCEROSA OU ELEMENTO DE
CELULA CANCEROSA EM UMA AMOSTRA BIOLOGICA, KIT PARA USO
EM UM METODO, BASE DE DADOS, METODO PARA IDENTIFICAR
CELULAS CANCEROSAS, E, USO DE UMA BASE DE DADOS”

A presente invengdo diz respeito a detecg¢do pela citometria de
fluxo de uma célula cancerosa ou elemento de célula cancerosa pela ligagdo
de dois ou mais agentes aos marcadores extracelulares, em que pelo menos

um agente € especifico de cancer.
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