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Braun, AC. [ANALISE DE MARCADORES SANGUINEOS EM PACIENTES
COM SARCOMAS DE PARTES MOLES E TUMOR DESMOIDE]. S&o

Paulo; 2022. [Tese de Doutorado-Fundacéao Antonio Prudente].

Introducédo: O tumor desmoide (TD) € uma neoplasia rara com altas taxas
de recorréncia local, composto por células fibroblasticas que se caracterizam
pela expressdo de moléculas-chave, incluindo o filamento intermediario
vimentina, ciclooxigenase-2 (COX-2) e B-catenina nuclear. Células tumorais
circulantes (CTCs) isoladas do sangue periférico de pacientes com
sarcomas e outras neoplasias podem ser utilizadas como biomarcadores
precoces de invasao e disseminacdo tumoral. A familia dos Receptores do
Fator de Crescimento Epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR) também podem influenciar no processo de invasdo das CTCs, na
formacdo de metastases e na recolonizacdo de seus tumores de origem por
meio de um processo de “auto-semeadura do tumor”. Objetivo: Nosso
objetivo foi identificar CTCs no sangue periférico de pacientes com TD ou
sarcomas e avaliar a expressao das proteinas B-catenina, TGF-BRI (do
Inglés, Transforming Growth Factor-8 Receptor I), COX-2 (Cyclooxygenase-
2), vimentina, GLUT-1 (Glucose Transporter 1), LGR5 (G-Protein Coupled
Receptor 5) e EGFR, e sua correlagdo com sobrevidas global (SG) e livre de
progressdo (SLP). Materiais e Meétodos: Foi realizado um estudo
prospectivo de pacientes com diagnostico inicial ou TD recidivado com
doenca mensuravel. Para sarcomas, utilizamos amostras coletadas de forma
prospectiva e retrospectiva. As amostras de sangue de cada paciente foram
processadas e filtradas pelo ISET® (Rarecells, Franca) para isolamento e
quantificacdo de CTCs. A expressdo das proteinas foi analisada por
imunocitoquimica (ICC). Para analise molecular das CTCs provenientes de
pacientes com TD foi padronizado o método de PCR digital. Resultados:
Foram incluidos 18 pacientes com TD, todos com CTCs detectaveis, com
niveis que variaram entre 0,5-13 CTCs/mL. Encontramos uma concordancia

da expresséo de 3-catenina em CTCs e tumores primarios de 42,8% (6/14)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5802812/

dos casos usando ICC e imunohistoquimica, respectivamente. NOos nossos
testes prévios de PCR digital, encontramos copias mutadas de S45Pro em 4
pacientes (40%) e de S45Phe em apenas um paciente (10%). Em contraste,
nao foram encontradas mutacbes Th4lAla. Nas amostras de sarcomas,
analisamos 30 amostras e encontramos CTCs em 93% dos pacientes e 0s
niveis variaram de 0-11,25 CTCs/mL. Observamos também que a SG dos
pacientes positivos para EGFR (p=0,027) eram inferiores as sobrevidas dos
pacientes negativos para as mesmas proteinas. Conclusfes: Nosso estudo
identificou alta prevaléncia de CTCs em pacientes com TD e sarcomas. A
concordanciada expressao de [(-catenina entre tumor primario e CTCs traz
novas perspectivas para avaliar a dinamica das CTCs no compartimento
sanguineo, abrindo novos caminhos para o estudo da biologia e
comportamento do TD. Este é o primeiro estudo a demonstrar a expressao
da proteina LGR5 em CTCs de pacientes com diferentes tipos de sarcomas,
0 que pode abrir novas oportunidades para futuras investigacdes. O proximo
passo é caracterizar CTCs em uma coorte maior de pacientes para entender
melhor o papel do LGR5 e das demais proteinas no processo de
metéstases tumorais em sarcomas. Além disso, esses resultados abrem a
possibilidade de usar CTCs para prever a dinamica do TD no momento da
progressdo da doenca e tratamento. Mais estudos com tamanhos de
amostra maiores sdo necessarios para validar nossos achados tanto em TD

CcOmo em Ssarcomas.



SUMMARY

Braun, AC. [ANALYSIS OF BLOOD MARKERS IN PATIENTS WITH SOFT
TISSUE SARCOMA AND DESMOID TUMOR]. Sao Paulo; 2022. [Tese de

Doutorado-Fundacéo Antdnio Prudente].

Introduction: Desmoid tumor (DT) is a rare neoplasm with high rates of local
recurrence, composed of fibroblast cells that are characterized by the
expression of key molecules, including the intermediate filament vimentin,
cyclooxygenase-2 (COX-2) and B-catenin. Circulating tumor cells (CTCs)
isolated from the peripheral blood of patients with sarcomas and other
neoplasms can be used as early biomarkers of tumor invasion and
dissemination. The Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) family can
also influence the process of CTC invasion, metastasis formation and
recolonization of their tumors of origin through a process of “tumor self-
seeding”. Objective: Our objective was to identify CTCs in the peripheral
blood of patients with TD or sarcomas and to evaluate the expression of -
catenin proteins, transforming growth factor receptor beta | (TGF-BRI), COX-2
(cyclooxygenase-2), vimentin, GLUT-1 (Glucose transporter 1), LGR5 (G-
protein coupled receptor 5) and EGFR and their relation with progression free
(PFS) and overall suvival (OS). Methods: We performed a prospective study
of patients with initial diagnosis or relapsed TD with measurable disease. For
sarcomas, we used samples collected prospectively and retrospectively.
Blood samples from each patient were processed and filtered by ISET®
(Rarecells, France) for isolation and quantification of CTCs. Protein
expression was analyzed by immunocytochemistry (ICC). For the molecular
analysis of CTCs from patients with TD, the digital PCR method was
standardized. Results: Eighteen TD patients were included, all with detectable
CTCs, with levels ranging from 0.5-13 CTCs/mL. We found a concordance of

B-catenin expression in CTCs and primary tumors of 42.8% (6/14) of cases



using ICC and immunohistochemistry, respectively. In our previous digital
PCR tests, we found mutated copies of S45Pro in 4 patients (40%) and of
S45Phe in only one patient (10%). In contrast, no Th41Ala mutations were
found. In the sarcoma samples, we analyzed 30 samples and found CTCs in
93% of the patients and the levels ranged from 0-11.25 CTCs/mL. We also
observed that the OS of EGFR positive patients (p=0.027) were lower than
the survival of negative patients for the same proteins. Conclusions: Our
study identified a high prevalence of CTCs in patients with TD and sarcomas.
The agreement of B-catenin expression between primary tumor and CTCs
brings new perspectives to evaluate the dynamics of CTCs in the blood
compartment, opening newavenues for the study of the biology and behavior
of TD. This is the first study to demonstrate the expression of LGRS protein in
CTCs from patients with different types of sarcomas, which may open new
opportunities for future investigations. The next step is to characterize CTCs
in a larger cohort of patients to better understand the role of LGR5 and other
proteins in the process of tumor metastases in sarcomas. Furthermore, these
results open up the possibility of using CTCs to predict the dynamics of TD at
the time of disease progression and treatment. More studies with larger

sample sizes areneeded to validate our findings in both TD and sarcomas.
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1  INTRODUCAO

1.1 TUMOR DESMOIDE

O tumor desmoide (TD) € um tipo raro de tumor, de baixo grau de malignidade
e alto potencial de recorréncia, geralmente in situ (25-77%), (MICHAEL. et al 1985;
ROCK et al. 1984). A incidéncia é de trés em cada 3,5 milhdes e tem uma
predisposicao feminina de 2:1 masculina (EASTLEY et al. 2016; KASPER et al.
2016; REITAMO et al. 1982).

O TD ocorre devido a uma mutacao no gene que codifica a B-catenina em
casos esporadicos ou nos genes APC em casos familiares, que geralmente estédo
associados a sindrome da polipose adenomatosa familiar (PAF) (Familial
Adenomatous Polyposis - FAP) (CHEON et al. 2002; FISHER e THWAY 2014;
HOWARD e POLLOCK 2016)

Casos esporadicos caracterizam-se por doenca localmente agressiva e estéo
mais comumente localizados nos membros, cintura escapular, tronco e pescogo
(BRIAND et al. 2014; FIORE et al. 2016; GRONCHI et al. 2014). Diferentemente dos
casos esporadicos, os casos familiares estdo normalmente localizados intra-
abdominalmente envolvendo mesentério e/ou a parede abdominal (CLARK et al.
2002; KASPER et al. 2017).

Conforme descrito por Sgrensen et al. 2002 e Teixeira et al. 2016, os TDs

possuem um periodo médio de recorrencia em torno de 14,1 meses, com taxas de
recorréncia local entre 15 e 77% (TEIXEIRA et al. 2016). Além disso, até dois tercos
das lesbes excisadas cirurgicamente foram relatadas como recorrecontes,
independente das margens de ressecc¢ao devido a natureza infiltrativa dos TDs, que
muitas vezes comprometem estruturas locais, como feixes neurovasculares ou
parénquima vizinho (COLANGELI et al. [s.d.]; PHILLIPS et al. 2004; SORENSEN et

al. 2002).



Apesar de ser um tumor incomum, benigno e sem potencial metastatico, alta
tendéncia a recorréncia local apos excisao e ter uma natureza agressiva (CHURCH
et al. 2008; GRONCHI et al. 2014), os TDs fazem parte de uma area de debate ativo
na literatura e geram curiosidade entre os estudiosos, pois 0 seu curso é
imprevisivel, uma vez que, pode ocorrer regressdo espontanea, doenca estavel de
longa duracdo e progressdo da doenca, além disso, faltam fatores preditivos

confiaveis e validados.

1.2 DIAGNOSTICO DO TUMOR DESMOIDE

Para caracterizar a extensdo inicial do TD e monitorar a evolugcdo, a
ressonancia magnética (RM) é considerada o método de imagem mais adequado
para caracterizar a extensao inicial do TD e monitorar a evolugcdo da doenca
(GOUNDER et al. 2011). Além disso, a biopsia por agulha grossa guiada por
imagem é necessaria para diagnosticar formalmente o TD.

Em 2016, um grupo de pesquisadores Franceses demonstrou que um terco
dos TDs sao diagnosticados erroneamente (PENEL et al. 2016), sendo assim, uma
segunda opinido de um patologista especialista de grande importancia, além da
andlise da surperexpressdo de B-catenina que acaba se tornando uma ferramenta
atil no momento do diagnéstico.

N&o ha consenso em relagéo a retocolonoscopia na investigagao inicial do TD.
Apesar do TD poder ser a primeira manifestacdo da FAP (mutacao inicial da linha
germinativa ou mutacao hereditaria ndo reconhecida em casos de FAP atenuada),
as mutacdoes APC e CTNNB1 parecem ser mutuamente exclusivas, nesses casos,
a retocolonoscopia pode ser evitada em casos de tumor desmoide com variacdes

somaticas de CTNNBL1.



1.3 TRATAMENTO DO TUMOR DESMOIDE

A cirurgia de grande porte ndo € mais considerada tratamento fundamental
para o TD, pois a taxa de recidiva excede 60% dos casos (CRAGO et al. 2013).
Além disso, a recidiva local pode ser maior que o tumor primario. Parametros
clinicos que podem estar associados a um alto risco de recidiva ap0s a cirurgia sao:
idade jovem (CRAGO et al. 2013; SALAS et al. 2011), tumores volumosos e
margens positivas (HUANG et al. 2014). Além desses fatores, diversos estudos
sugerem que a mutacdo S45F CTNNB1 é um importante fator de risco para
recorréncia local (COLOMBO et al. 2013; DOMONT et al. 2010; LAZAR et al. 2008;
MULLEN et al. 2013; VAN BROEKHOVEN et al. 2015).

Portanto, houve uma mudanc¢a para uma abordagem mais conservadora, € a
conduta de “watch and wait” (BONVALOT et al. 2008) tem sido aplicada,
principalmente porque atualmente os dados disponiveis sugerem que apenas uma
pequena porcentagem de TD € progressiva e que a maioria das progressdes é
observada dentro de 36 meses apés o diagnostico (COLOMBO et al. 2015; FIORE
et al. 2009). Essa conduta evita o tratamento inadequado para casos em que o TD
pode regredir espontaneamente.

A radioterapia raramente é utilizada no tratamento de TD. A radioterapia
adjuvante é proposta em casos especificos de resseccéo e em casos localizados em
sitios criticos. Porém, diferentes tipos de terapia sistémica podem ser usadas nos

casos de progresséo do TD (Tabela 1).



Tabela 1: Opc¢des de terapia sistémica em adultos com tumores desmoides (adaptado de PENEL et
al. 2017).

Tratamento Natureza do n Taxade Outros Referéncia
Estudo resposta endpoints
Sulindac Retrospectivo 1 57% Tsukada, et al. 1992
4
Toremifeno Retrospectivo 2 22% SLP de 6 Fiore et al. 2011
7 meses: 76%
Metotrexato- Fase Il 2  15% SLP de 10 Azzarelli et al. 2001
Vimblastina 7 anos: 67%
Doxorrubicina Retrospectivo 1 33% Constantinidou, et
4 al. 2009
Doxorrubicina + Retrospectivo 1 50% Patel et al. 1993
dacarbazina 2
Imatinibe (800 mg/dia) Fase Il 5 6% SLPdel Chugh et al. 2010
1 ano: 66%
Imatinibe (800 mg/dia) Fase Il 3 3% SLP de 6 Kasper et al. 2016
7 meses: 65%
Imatinibe (400 mg/dia) Fase Il 5 12% SLPdel Penel et al. 2011
0 ano: 67%
Sunitinibe Fase Il 1 26% SLPde1l Jo et al. 2014
9 ano: 80%
Sorafenibe Retrospectivo 2 26% Gounder et al. 2011
6

Legenda: SLP: Sobrevida livre de progressao.

Infelizmente, ndo existe uma ferramenta confiavel para a escolha do tratamento
sistémico do TD. No entanto, alguns estudos sugerem que TDs com mutacdes
CTNNB1 sao mais sensiveis ao Imatinibe do que os tumores desmadides sem estas
mutacBes (KASPER et al. 2016). Além disso, a mutacdo CTNNB1 S45F esta
associada a resisténcia aos antiinflamatorios ndo-esteroidais (AINES) (meloxicam)
em comparacao com outras mutagées ou a auséncia de mutacdes (HAMADA et al.
2014).

Novos ensaios clinicos sdo necessarios para identificar fatores preditivos e
avaliar adequadamente a atividade do tratamento usando ensaios randomizados e

ensaios usando dados de qualidade de vida.

1.4 VIA DE SINALIZACAO Wnt

A via de sinalizacdo da glicoproteina Wnt (wingless-type mouse mammary

tumor virus integration site member) participa da regulacédo da proliferacdo e do



desenvolvimento celular no periodo embrionario (KATOH e KATOH 2007; KLAUS e
BIRCHMEIER 2008).

Essa glicoproteina ativadora tem o seu nome derivado do gene Integration 1
(Int 1) e que foi primeiramente definido como um protooncogene relacionado ao
desenvolvimento de tumores de mama em ratos e do gene Wingless (Wg) que esta

relacionado ao desenvolvimento embrionario mutante de Drosophila melanogaster

com auséncia de asas.

O gene wg foi descrito em 1973, ja o gene int 1 foi descrito apenas em 1982,
sendo porteriormente observado que estes genes eram ortdlogos (entende-se como
genes ortdlogos os genes de diferentes espécies que sdo similares entre si por
serem derivados de um ancestral comum). A homemclatura Wnt deriva da juncéo
entre wg e int 1 (KLAUS e BIRCHMEIER 2008).

A via de sinalizacdo Wnt depende da quantidade citoplasmatica e nuclear de -
catenina para manter suas atividades. A cascata de sinalizacdo Wnt participa do
desenvolvimento embrionario e da manutencdo da homeostase de tecidos maduros
e regula processos celulares importantes (proliferagcdo, adesé&o, diferenciacao,
motilidade, sobrevivéncia e apoptose celular (KLAUS e BIRCHMEIER 2008;
TAKAHASHI-YANAGA e SASAGURI 2007) .

A via Wnt tem como seu principal efetor a B-catenina, que atua como um
cofator de ativacao transcricional e possui acao de proteina adaptadora estrutural e
liga as caderinas presentes na membrana citoplasméatica a actina do citoesqueleto
(KIM et al. 2013; NELSON e NUSSE 2004). Sendo assim, a B-catenina € uma
proteina que participa da adesividade celular e que pode também agir como ativador
transcricional (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo da localizagdo subcelular da B-catenina. Membrana celular: a B- catenina
participa da adeséo intercelular por meio da interagdo com a porgao intracitoplasmatica da caderina.
Citoplasma e/ou nucleo: a ativagdo da via Wnt inibe a degradagéo proteossémica da - catenina,
que se acumula no citoplasma, podendo migrar para o nucleo celular onde atua como coativador
transcricional.

Legenda: LRP5/6: receptor relacionado & lipoproteina de baixa densidade; Dvl: Disheveled; APC:
adenomatous polyposis coli; GSKB: quinase glicogénio sintase ; TCF: fator de células T (J
Pharmacol Sci 2007;104: 293-302) (Adaptado de: J Pharmacol Sci 2007;104: 293-302) (Biorender)

A B-catenina desempenha o seu papel de sinalizador por meio da ativacao de
genes especificos no ndcleo celular (ALENCAR et al. 2011). As concentracdes
reduzidas de B-catenina
citoplasmatica sdo mantidas por meio de sua continua degradacao, que é regulada
por um complexo de mdultiplas proteinas contendo axis inhibition protein (AXIN),
adenomatous poliposis coli
(APC), quinase glicogénio sintase-3 (GSK-3B) e caseina quinase-1 a (CK-1a)
(Figura 2A).

Quando ocorre a auséncia da ativacdo da sinalizacdo Wnt, a B-catenina
citoplasmatica forma um complexo com as proteinas de ancoragem APC-AXin,
facilitando a fosforilagéo de residuos de serina/treonina localizados na por¢éo amino-
terminal da B-catenina, o que causa sua destruicdo preteossémica. A ativacédo da via



Wnt estabiliza a B-catenina citoplasmatica. Esta via de sinalizacdo entdo é iniciada
pela ligacdo da proteina Wnt ao complexo formado por um receptor com 7 dominios
transmembrana denominado Frizzled (Fz) e um co-receptor, o receptor relacionado
a proteina de baixa
densidade (LRP 5 ou 6). A dimerizacdo do receptor ativa a proteina Disheveled (Dvl)
gue promove a inativacado da GSK-3 B e, em Ultima analise, impede a degradacédo da
B-catenina que migra para o nucleo celular, onde desempenha a funcéo de ativador

transcricional (Figura 2B) (TAKAHASHI-YANAGA e SASAGURI 2007).

P5
LRP5/6 Frizzled Wnt > Frizzled
= //\(-
@ Axin L)
Citoplasma . GSK-38
= Citoplasma
" :
>
B-catenina &
P
/ B-catenina
:.:.' Degradacg&o da
ool B-catenina /
Groucho > = —— Represséao P-catenina \gup —i Ativacdo
ED@EED @D D@D O
[ o e Nucleo aEeaEDC @D
Ntcleo Genes alvo da via Wnt Groucho Genes alvo da via Wnt

Figura 2: Cascata de sinalizagcao Wnt. A) Na auséncia da proteina Wnt, a 3-catenina ira ligar-se ao
complexo proteico formado pela Axin, APC, GSK-3B e CK-1a e sera fosforilada pela GSK-3 8 e CK-1a
na sua porgcdo amino-terminal, resultando em destruicdo. B) A proteina Wnt liga-se ao receptor Fze ao
co-receptor LRP5/6 e estes receptores medeiam a sinalizacdo intracelular. GSK-3 8 € inibida pela Dvl
ativada, impedindo a fosforilagdo da B-catenina. A - catenina acumula-se no citoplasma, migrando
para o nucleo. No nicleo celular a B-catenina ir4 liberar o fator repressor Groucho,liberando a
transcricdo de genes alvo.

Legenda: Fz: Frizzeled; LRP5/6: receptor relacionado a lipoproteina de baixa densidade; Dvl:
Disheveled; APC: adenomatous polyposis coli; GSK-3 B: quinase glicogénio sintase 3 B; CK-1a:
quinase caseina 1 a); TCF: fator de células T (J Pharmacol Sci 2007;104: 293-302.)



A cascata de sinalizacdo do Wnt é uma via muito importante de transducao de
sinal em canceres humanos, sendo dependente da quantidade de [B-catenina
citoplasmatica e nuclear (CROCE 2008; KATOH e KATOH 2007). Mutacdes
ativadoras no gene B-catenina (CTNNBL1) j& foram relatadas em diversos canceres
humanos como céancer de coélon, carcinoma hepatocelular, cancer gastrico,
melanoma, carcinoma adrenocortical, osteossarcomas (OS) e lipossarcomas
(HAYDON et al. 2002; HOANG et al. 2004; KATOH e KATOH 2007; OREN 2003;
SAKAMOTO et al. 2002; TAKAHASHI-YANAGA e SASAGURI 2007).

Nos TDs, a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina é muito estudada. Acredita-se
gue essa via seja crucial para a patogénese do TD pelo fato de a grande maioria
(85%) dos TDs abrigarem uma mutacédo no exon 3 do gene CTNNB1 (B-catenina),
tornando a proteina mais reistente & acéo proteolitica (DOMONT et al. 2010; LE
GUELLEC et al. 2012; TEJPAR et al. 1999).

As mutacBes de perda de funcdo no gene supressor de tumor APC, mais
comumente no contexto FAP, sdo menos frequentes. Em ambos os casos, a B-
catenina se transloca para o ndcleo ativando de forma aberrante os genes-alvo
(LIPS et al. 2009). Esse acumulo nuclear pode ser determinado por
imunoistoquimica (IHQ) e serve como uma ferramenta diagndstica que diferencia os
TDS de outros tumores 6sseos, de tecidos moles e fibrosos (NG et al. 2005).

O grupo de TDs de [B-catenina do tipo selvagem (WT) compreende cerca de
15% de todos os TDS e é definido como “sem mutacGes CTNNB1 no exon 3’
(CRAGO et al. 2015).

As mutagbes de B-catenina observadas em TDs sdo quase exclusivamente
confinadas aos residuos T41 e S45 que ativam a via fracamente (REBOUISSOU et
al. 2016). Aparentemente, essa ativacao fraca € ideal para o crescimento de TDs de
acordo com a hipotese de sinalizagao “just-right” que postula que cada tipo de tumor
seleciona um nivel ideal de sinalizagdo de B-catenina para a iniciacdo e progressao
do tumor (ALBUQUERQUE et al. 2011). Por outro lado, as proteinas mutantes de
APC observadas em TDs retém alguma funcionalidade na regulacdo dos niveis de
B-catenina. A mutacdo especifica da B-catenina pode ser de relevancia clinica, uma
vez que varios grupos relataram uma taxa de recorréncia maior em tumores
mutantes CTNNB1 S45F em comparagdo com outros tumores com variantes
CTNNB1 (T41A) e TD WT (Tumor desmoide “Wild Type”) (LAZAR et al. 2008;
TIMBERGEN et al. 2019; VAN BROEKHOVEN et al. 2015).



1.5 SARCOMAS DE PARTES MOLES

Os sarcomas de partes moles (SPM) compreendem ~70-80% de todos os
sarcomas com > 70 subtipos histolégicos heterogéneos (WHO Classification of
Tumours: Soft Tissue and Bone Tumours, 2020) (KALLEN e HORNICK 2021). Séao
tumores originados em tecidos conjuntivos embriologicamente derivados do
mesénquima. Suas dezenas de subtipos (Tabela 2) podem diferenciar-se de
diversos tipos celulares tais como tecido adiposo, muscular, cartilaginoso e fibroso
(DUCIMETIERE et al. 2011).

Tabela 2: Subtipos de SPM mais comuns (WHO Classification of Tumours: Soft Tissue and Bone
Tumours, 2020).

Tipo de tumor

Subtipo de tumor

Principais caracteristicas

Adiposo Lipoma - Benigno Localizacdo: Varidvel (mais comumente
Lipossarcoma bem no espaco retroperitoneal)
diferenciado - Maligno Histopatologia: Células cancerosas com
Lipossarcoma  Mixbéide - diferenciagdo adipocitica variavel e
Maligno morfologia heterogénea

Fibroso Fascite Nodular - Benigno Localizacao: tecidos moles profundos
Fibromatose/Tumor das extremidades, tronco e cabeca e
Desmoide - Benigno pescoco
Fibrossarcoma - Maligno Histopatologia: Composto por células
Fribrossarcoma Inflamatério - cancerigenas fibroblasticas
Maligno monomarficas em matriz colagenosa
Fribrossarcoma pés-radiagdo
- Maligno
Fibrossarcoma Cicatricial -
Maligno

Musculo Rabdomioma - Benigno Localizacao: Variavel

esquelético Rabdomiossarcoma alveolar Histopatologia: fenétipo mesenquimal

- Maligno

Rabdomiossarcoma

embrionério - Maligno

com diferenciagdo miogénica variavel
(geralmente positiva para miogenina e
MYOD)

Mdusculo liso

Leiomioma - Benigno

Leiomiossarcoma - Maligno

Leiomiossarcoma epitelidide
- Maligno

Localizacdo: Mais comumente detectado
no peritbnio e Utero (raramente no 0sso)
Histopatologia: Células mesenquimais

fusiformes com diferenciacéo de muasculo



liso (positividade SMA, desmina e h-
Caldesmon)

+ Cariotipos altamente complexos com
instabilidade genémica

Vascular Hemangioma - Benigno

Hemangioendotelioma -

Malignade intermediaria

Hemangiopericitoma -

Malignade intermediaria

Angiossarcoma - Maligno

Tumores Sarcoma sinovial - Maligno

sinoviais

Localizacdo: Principalmente em tecidos
moles profundos das extremidades
Histopatologia: células fusiformes com
diferenciagdo mesenquimal e/ou epitelial
variavel (ou seja, SS
monofasica/bifasica)

Oncogenes de fusdo SS18-SSX1/2/4

especificos do porto

Tumores Mixofibrossarcoma - Maligno

pleomdrficos Sarcoma pleomorfico

indiferenciado de alto grau -

Maligno
Sarcoma pleomérfico
indiferenciado com

inflamacgé&o proeminente -
Maligno

Localizacdo: Mais frequentemente nas
extremidades

Histopatologia: Células  cancerosas
indiferenciadas com alto grau de atipia

celular e pleomorfismo

10

Embora os SPM representem < 1% de todos os canceres, eles tém a maior

incidéncia entre as malignidades raras. No geral, a sobrevida de 5 anos para SPM é

estimada em ~57-62% e pode variar amplamente dependendo do estagio da doenca

e da interacdo complexa entre o local anatémico e o subtipo (LYU et al. 2018).

SPM ocorrem mais comumente nas extremidades, representando cerca de

40% de todos os casos de SPM. S&o predominantes nos membros inferiores (28%),

seguidos de membros superiores (12%). Em torno de 44% de todos os casos de

SPM de extremidades ocorre nas coxas.

Os fatores prognosticos adversos para os SPM séo: tamanho, idade avancada,

alto grau, metastase ao diagndstico, recorréncia local ao diagnéstico (apos excisao
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nao planejada), margem cirargica positiva, profundidade muscular e altos niveis de
necrose tumoral (ZAGARS et al. 2003).

Devido a heterogeneidade do SPM, ndo é possivel definir especificamente as
caracteristicas clinicas de um sarcoma apresentado. Por esse motivo, ndédulos de
tecidos moles que apresentem qualquer uma das seguintes caracteriticas clinicas
devem ser considerados malignos até que se prove o contrario: aumento de
tamanho tumoral > 5 cm, tumores que apresentem massa profunda e/ou dolorosa.
Quanto maior o niumero dessas caracteristicas clinicas presentes, maior o risco de
uma massa de tecidos moles ser maligna. Sendo assim, o aumento de tamanho da
massa tumoral acaba por ser o melhor indicador individual. O tempo de crescimento
€ individual e ndo ha relatos na literatura a respeito do tempo que esse crescimento
normalmente ocorre, portanto, o paciente deve ser acompanhado pelo médico
especialista (DANGOOR et al. 2016).

1.6 TRATAMENTO DOS SARCOMAS DE PARTES MOLES

Apesar da cirurgia ser uma opcao universal de tratamento para os SPM, a
qguimioterapia adjuvante auxilia um numero limitado de subtipos e muitas vees é
guiada pela histologia do tumor.

A guimioterapia é considerada uma parte essencial do tratamento padrao para
0os OS e Sarcoma de Ewing (SE) (GERRAND et al. 2016), mas 0 uso rotineiro em
SPM permanece em grande parte ndo comprovado (DANGOOR et al. 2016). O
tratamento padrdo geralmente inclui terapia combinada neoadjuvante sistémica pré-
operatoria, envolvendo quimioterapia, excisdo cirdrgica e quimioterapia adjuvante
pos-operatoria (CARRLE e BIELACK 2006).

A radioterapia tem um papel bem estabelecido no regime de tratamento dos
SPM, tanto na doenca localizada quanto na doenca metastética. Alguns ensaios
clinicos randomizados confirmaram que o tratamento combinado de cirugia e
radioterpia € o tratamento mais eficaz para a maioria dos SPM de alto grau
(PISTERS et al. 1996; ROSENBERG et al. 1982; YANG et al. 1998). Em 1982, um
ensaio realizado pelo National Cancer Institute (NCI), estabeleceu a cirurgia de

preservacdo de membros combinada com radioterapia como 0 novo padrdo de
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tratamento apds publicar que amputacéo ou cirurgia de preservacdo de membros
tinham taxas de sobrevida iguais (ROSENBERG et al. 1982).

O objetivo primario da radioterapia é inativar as extensdes microscopicas do
tumor que circundam a cépsula tumoral, reduzindo o potencial cirlrgico de
semeadura e margens histologicamente positivas, diminuindo posteriormente a taxa
de recorréncia local. Além disso, uma queda significativa na taxa de recorréncia local
para menos de 15% foi observada quando a radioterapia e a cirurgia combinadas
foram introduzidas (O’'CONNOR et al. 1993).

1.7 SARCOMAS DE PARTES MOLES E O MICROAMBIENTE

TUMORAL

As células de sarcoma evoluem em um ambiente permissivo favorecendo sua
quiescéncia e resisténcia a drogas ou a sua proliferacdo e agressividade. Este
comportamento se assemelha a teoria da “seed and soil” (semente e solo) descrita
para outras malignidades (PAGET 1889). As células dos sarcomas estao inseridas
em um contexto tecidual altamente heterogéneo composto por células imunes,
células endoteliais, células tronco mesenquimais, fibroblastos associados ao cancer
e fibras nervosas, podendo influenciar seu comportamento (ABARRATEGI et al.
2016; BROWN et al. 2017; FOURNEAUX et al. 2019; HATINA et al. 2019)

Alguns estudos clinicos e pré-clinicos ja relataram tratamentos capazes de
atingir o microambiente tumoral ou as células tronco cancerigenas em sarcomas
(ABARRATEGI et al. 2016; GENADRY et al. 2018; SCHIAVONE et al. 2019). A
analise de célula unica, por exemplo, como sequenciamento de DNA/RNA, podera
futuramente acelerar o estudo da heterogeneidade do tecido do sarcoma e
possivelmente levara a identificacdo de novos biomarcadores e/ou alvos

terapéuticos.
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1.8 NOVOS BIOMARCADORES PARA SARCOMAS

A avaliacdo histomorfolégica de amostras de sarcomas em conjunto com a
avaliacdo das caracteristicas clinicas e de imagem estabelecem o diagndstico
desses tumores. Além disso, o crescimento da busca pela identificacdo de produtos
de genes de fusdo ou oncogenes superexpressos po imunoistoquimica (IHQ)
enriqueceu a pratica clinica (CHOI e RO 2021) (WHO Classification of Tumours: Soft
Tissue and Bone Tumours, 2020). Porém, o0s sarcomas muitas vezes né&o
expressam marcadores de IHQ especificos (GRUNEWALD et al. 2020). Em
contraste a esse cenario, a descoberta de células tumorais circulantes (CTCs), DNA
tumoral circulante (cfDNA) e vesiculas extracelulares derivadas de tumores (Evs),
chamadas em conjunto de Bidpsia Liquida (Panabiere & Pantel, 2010) e o
crescimento de novas tecnologias para detectar, quantificar e analisar esses grupos
biolégicos no sangue periférico e outros fluidos bioldgicos, sdo uma grande
promessa para o0 desenvolvimento de métodos minimamente invasivos para
melhorar o atendimento ao paciente.

Embora os marcadores de IHQ continuem sendo a principal ferramenta para o
diagnéstico de sarcomas (WEI et al. 2017),sabemos que as bidpsias liquidas podem
permitir o0 monitoramento longitudinal da resposta ao tratamento, a detec¢éo precoce
de recaidas e a identificacdo de mutacdes.

1.9 OSTEOSSARCOMAS

O OS é a malignidade primaria do osso mais comum, apresentando-se
tipicamente na primeira ou segunda décadas de vida (HARRISON et al. 2018).
Infelizmente, os resultados clinicos para pacientes com osteossarcoma nao
melhoraram substancialmente em mais de 30 anos (MORROW e KHANNA 2015).

O OS é um tumor de origem mesenquimal raro que se caracteriza
histologicamente pela presenca de células mesenquimais malignas e pela producéo
de estroma 0&sseo. Subtipos histolégicos distintos foram definidos, incluindo

osteossarcomas osteoblasticos, condroblasticos, fibroblasticos e telangiectasicos
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(KLEIN e SIEGAL 2006), porém, o comportamento bioldgico e os tratamentos para
esses subtipos sdo semelhantes.

Nos Estados Unidos, ha aproximadamente 900 novos casos de osteossarcoma
relatados a cada ano. A biologia desse tumor € mais comumente caracterizada por
um tumor primario com alta taxa de metastase para os pulmdes (GELLER e
GORLICK 2010).

Considerado um tumor quimiorresistente, o OS foi tratado primariamente com
cirurgia até a década de 1970. Mesmo quando o controle local completo com
margens amplas da &rea afetada era possivel, 80-90% dos pacientes sofriam
metédstases pulmonares fatais dentro de um ano apds o diagndstico (CHOU e
GORLICK 2006). Isso demonstra a natureza maligna do osteossarcoma com a
provavel presenca de micrometastases indetectaveis ao diagnostico e indica a
necessidade da realizagdo de um tratamento sistémico além da cirurgia.

Posteriormente, a implantacdo da quimioterapia neoadjuvante e adjuvante nas
décadas de 1970 e 1980 melhorou a sobrevida global em pacientes com
osteossarcoma com doenca ndo metastatica ao diagndstico para 70% (LINK et al.
1986; ROSEN et al. 1982). No entanto, isso ndo melhorou drasticamente o resultado
para pacientes portadores de macrometastases no diagndéstico ou aqueles com
doenca recidivante, com ambos 0s grupos exibindo taxas de sobrevida de apenas
20% (HARRISON et al. 2018; STILLER et al. 2006).

O OS é uma doenca heterogénea caracterizada por um alto nivel de
instabilidade genémica (KUIJJER et al. 2013), uma ampla gama de aberracées
genéticas (CHEN et al. 2014a) e multiplas vias de sinalizacdo alteradas (KANSARA
et al. 2014). Fatores envolvidos em sua evolucdo e manutencao foram identificados
como decorrentes de vias envolvidas no desenvolvimento e regulacdo 6éssea,
microambiente tumoral, estabilidade gendmica, controle do ciclo e sinalizacdo
celulares.

A vasta instabilidade genbmica, a heterogeneidade e a alta incidéncia
metastatica do osteossarcoma requerem uma combinacdo altamente intensiva de
terapias. Embora a cirurgia (e as vezes radioterapia (BLATTMANN et al. 2010)) seja
critica para o controle local do osteossarcoma, o0 controle sistémico requer um
tratamento sistémico.

Biomarcadores adicionais na biopsia liquida s&o, atualmente, objeto de

investigagdo tanto para pesquisa quanto para viabilidade clinica em
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osteossarcomas. De fato, grande interesse tem sido direcionado nestes ultimos anos
em abordar varios biomarcadores na circulacdo de pacientes com cancer ao mesmo
tempo, porém, poucos estudos tem focado em pacientes com osteossarcomas,
devido a sua raridade e dificuldade de realizar as coletas antes do inicio do

tratamento.
1.10 CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES

Descritas pela primeira vez ha 152 anos por Thomas Ashworth, que notou
células com uma morfologia incomum no sangue de um paciente que havia morrido
de cancer (ASHWORTH 1869). Este médico considerou possivel que essas células
(devido as suas caracterisricas morfologicas semelhantes as células do tumor),

teriam se desprendido do sarcoma de térax (Figura 3).
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Figura 3: Esquema realizado por Thomas Ashworth para demonstrar as diferencas morfoldgicas
entre as células visualizadas em microscopia de campo claro em sangue saudavel (1), no tumor do
paciente (ll) e no sangue do paciente (lll). Nota-se que na ultima figura Thomas Ashworth ilustrou
células idénticas as células saudaveis e entre elas células identicas as do tumor.
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Figura 4: llustracdo do mecanismo de disseminagéo de
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o & )-;umor prmane Acredita-se que as CTCs sejam
@
o..‘ células que se desprendem do tumor

primério/metastético (Figura 4) e

(

passam por varias estruturas, ativa

MTC

v

ou passivamente, e atingem o lumen
da vasculatura préxima, e, portanto,
estdo intimamente relacionadas ao
processo metastatico do cancer
(SAN JUAN et al. 2019).

CTCs (Celulas Tumorais Circulantes) e MTCs Segundo Fischer et al, apenas
(Microémbolos Tumorais Circulantes). As CTCs e o0s

MTCs se desprendem do tumor primario e caem na 0,0000001% de todas as células
corrente sanguinea, podendo assim, atingir sitios ] 5 .
distantes e formar metastases. tumorais chegardo a corrente

sanguinea (1-10 células/Ml)
(FISCHER 2009).

Na literatura encontramos descritos diferentes mecanismos de disseminacao
das CTCs (KREBS et al. 2014). Alguns desses mecanismos ainda ndo sé&o
completamente compreendidos, mas avancos nas capacidades de deteccdo das
CTCs e estudos de “single cells” estdo gerando um grande avanco para a melhor
compreensdao do tema. Por exemplo, alguns estudos observam que quando
comparamos a disseminacdo de CTCs Unicas em comparacdo com MTCs
(microémbolos tumorais circulantes), a sobrevivéncia das CTCs na corrente
sanguinea é aumentada dentro de MTCs, que podem ser formados apenas por
células tumorais ou por células tumorais “clamufadas” entre células sanguineas
normais. A hipotese € de que a sobrevivencia das CTCs na corrente sanguinea é
aumentada dentro de MTCs (ACETO et al. 2014; HOU et al. 2012).

Se considerarmos que as CTCs e o tumor de onde provem sao considerados
“‘estranhos” para o sistema imune do hospedeiro, eles precisam escapar da resposta
imune. O escape ¢€ feito justamente pela habilidade de formar MTCs, que atingem
locais distantes dos de origem. Ja foi demonstrado que a formacéo de microémbolos
de 5-10 CTCs ocultas escapa do sistema imune, promovendo recrutamento de
fatores pré-angiogénicos a partir do microambiente local e expressdo de novos
marcadores de superficie (MUKAI 2005). Desta forma, os MTCs desempenham um

papel importante na cascata metastatica, uma vez que podem resistir a morte celular
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na circulacdo sanguinea, além de serem responsaveis por atingirem mais focos de
micrometastases quando comparados com as CTCs isoladas (CHEN et al. 2016).

Associando-se a estruturas de leucdcitos, fibroblastos, células endoteliais ou
plaquetas, os MTCs adicionam protecdo contra agentes externos e outras células
relacionadas ao sistema imunolégico na circulacdo sanguinea, adquirindo-se assim,
uma caracteristica mais agressiva (KREBS et al. 2014). Além disso, os MTCs
fornecem uma vantagem de adesao célula-célula na corrente sanguinea e ativam a
sinalizacdo anti-apoptose e protecao contra anoikis (entende-se por anoikis a morte
celular programada que ocorre em células dependentes de ancoragem quando as
mesmas se separam da matriz extracelular circundante) (HOU et al. 2012). Muitos
estudiosos tém focado no papel dos MTCs, e alguns estudos ja foram publicados
envolvendo diversos tumores (cancer de colon, prostata, rim e células ndo pequenas
células) (BRANDT et al. 1996; KATS-UGURLU et al. 2009; KNISELY e MAHALEY
1958; KREBS et al. 2012; MOLNAR et al. 2001). Outros estudos clinicos também
sugerem que a transicdo epitélio-mesénquima (TEM) (THIERY e LIM 2013) et al.
2002) e a cooperagao celular ocorrem (TSUJI et al. 2008) (Figura 5).
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Figura 5: A) As células tumorais do tumor epitelial primario sofrem TEM parcial ou completamente.
Essas células entdo sofrem o processo reverso da TEM em um local distante para formar a lesédo
metastéatica. B) As células mesenquimais invadem a vasculatura, permitindo que as células epiteliais
passem despercebidas (cooperacao celular). Ambos os tipos celulares séo necessarios para formar
metastases. C) MTC foram detectadas em muitos pacientes com tumores sélidos. MTC sao
considerados como tendo uma vantagem de sobrevivéncia sobre células individuais, que sao
suscetiveis a anoikis e ataque imunoldgico. Os MTCs podem se apresentar com apenas um tipo
celular, caracterizando um MTC homotipico. D) MTC heterotipico, com células acessorias, como
fibroblastos ou células endoteliais demonstram ter maior potencial para formar metastases distantes
do que MTC sem células acessérias. E) Células iniciadoras de tumor. Apenas uma minoria de
células circulantes (células iniciadoras de tumor ou células cancerigenas) tém a capacidade de
sobreviver na circulacdo e formar metéstases distantes. As células filhas podem nao ter esse
potencial e, por fim, sofrem apoptose, liberando DNA livre de células na circulacéo. F) E improvavel
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que os conceitos descritos em a—e sejam mutuamente exclusivos e sim, que todos contribuam
potencialmente para a metéstase.

Legenda: CTCs, células tumorais circulantes; MTC microémbolo tumoral circulante; TEM, transi¢éo
epitélio-mesénquima.

Adaptado de Krebs, M., Metcalf, R., Carter, L. et al. Molecular analysis of circulating tumour cells—
biology and biomarkers. Nat Rev Clin Oncol 11, 129-144 (2014).
https://doi.org/10.1038/nrclinonc.2013.253.

Nos ultimos anos tem sido proposto que as células transitam de estados
epiteliais para estados mesenquimais para migrar, mas revertem para um estado
epitelial em locais distantes pelo processo reverso, transicdo mesénquima-epitélio
(TME), como ocorre no desenvolvimento de 6rgédos (STARK et al. 1994). Dessa
forma, a dinamica do processo é dificil de definir através da analise apenas da
biépsia do tumor e, portanto, as CTCs tém o potencial de fornecer o elo perdido em
relagdo as propriedades das células itinerantes. Sendo assim, sistemas de captura
de CTCs ndo epiteliais sdo essenciais para isolar a populacdo de células
mesenquimais (KREBS et al. 2014).

As CTCs circulam lado a lado das células sanguineas normais, e por serem t&ao
raras, necessitam de um método com uma alta especificidade e sensibildade para
serem detectadas de uma maneira que reflitam a quantidade real de células na
circulacdo do paciente. Sendo assim, a sensibilidade da deteccdo de CTCs no
sangue periférico do paciente é dependente do método de deteccdo usado, pois
diferentes métodos provavelmente detectam diferentes subpopulagbes dessas
células (THIELE et al. 2021) (Figura 6).
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Figura 6: As CTCs no sangue podem ser enriquecidas usando técnicas dependentes de marcadores:
as CTCs podem ser selecionadas positivamente in vitro ou in vivo usando anticorpos para proteinas
epiteliais e/ou mesenquimais (como molécula de adesdo de células epiteliais (EPCAM) e/ou
citoqueratinas e vimentina mesenquimal ou N -caderina) ou selecionados negativamente por meio de
deplecédo de leucdcitos usando anticorpos anti-CD45. O enriquecimento positivo de CTCs também
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pode ser realizado in vitro usando ensaios baseados nas caracteristicas das CTCs, incluindo
tamanho, deformabilidade, densidade e carga elétrica. Apés o enriquecimento, as CTCs isoladas
podem ser identificadas usando ensaios imunocitolégicos, moleculares ou funcionais. Com
plataformas imunocitolégicas, as CTCs sdo identificadas por coloracdo de membrana e/ou
intracitoplasmatica com anticorpos para marcadores epiteliais, mesenquimais, especificos de tecido
ou associados a tumores. As tecnologias moleculares permitem a identificacdo de CTCs usando
ensaios baseados em RNA, como PCR de transcricAo reversa quantitativa (qRT-PCR),
sequenciamento de RNA ou hibridizagdo de RNA in situ. Ensaios funcionais podem ser usados para
detectar CTCs viaveis com base em suas atividades biolégicas, por exemplo, o ensaio fluoro-
Epithelial ImmunoSPOT (EPISPOT) para certas proteinas secretadas ou liberadas por CTCs e a
tecnologia EPISPOT in drop (EPIDROP) relacionada que permite a deteccdo de CTCs simples em
microgoticulas. As caracteristicas moleculares das CTCs podem ser mais exploradas no nivel de
DNA, RNA e proteina, e as propriedades funcionais das CTCs podem ser investigadas in vivo
injetando as células em camundongos imunodeficientes para formar modelos de xenoenxerto
derivados do paciente.

Adaptado de Pantel, K., Alix-Panabiéeres, C. Liquid biopsy and minimal residual disease — latest
advances and implications for cure. Nat Rev Clin Oncol 16, 409-424 (2019).
https://doi.org/10.1038/s41571-019-0187-3

A sensibilidade para cada método € geralmente determinada por experimentos
de spiking utilizando um numero pré-determinado de células de linhagem tumoral
inseridas no sangue de um doador saudavel, como descrito por Chinen et al. 2013,
em um estudo que realizou o teste spiking e demonstrou a sensibilidade da
metodologia ISET (Isolation by SizE of Tumor Cells — Rarecells/France) utilizando
células de origem mesenquimal (CHINEN et al. 2013).

Ao longo dos anos, as CTCs estdo sendo detectadas em diferentes tipos de
cancer e numerosos estudos mostram uma associacdo da presenca elevada de
CTCs com mau progndstico (sobrevida livre de progressao (SLP) e sobrevida global
(SG) ruins) (COHEN et al. 2009; CRISTOFANILLI et al. 2004; DE BONO et al. 2008;
TOL et al. 2010). Além disso, as CTCs também tém sido estudadas para fornecerem
dados preditivos, como os fornecidos por meio da anélise de expressédo protéica de
marcadores de resisténcia a tratamento, o que pode ser um fator determinante para
acompanhamento da recorréncia local e progressdo tumoral (GRADILONE et al.
2011).

Entre as diversas aplicacbes clinicas potenciais para as CTCs, podemos
também citar a deteccao precoce; prognostico e definicdo de tratamento com base
na contagem de CTCs; caracterizacdo molecular; monitoramento da eficacia dos
tratamentos; identificagdo dindminca de alvos terapéuticos e mecanismos de
resisténcia para a realizacdo de mudancas em tempo real no manejo clinico; além
de ser possivel acompanhar o surgimento de novas metastases (ACETO et al.
2014).
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Apesar de evidéncias clinicas mostrando que CTCs podem estar presentes no
sangue de pacientes com tumores de origem mesenquimal, poucos estudos tém
trabalhado com este tema. Realizando um levantamento breve utilizando as palavras
“circulating tumor cells” na base de dados MEDLINE (PubMed) encontramos em
torno de 13.000 artigos, mas ao acrescentarmos a palavra “mesenchymal” o numero
de estudos localizados pela plataforma é reduzido para 1.900 artigos, o que
representa cerca de apenas 15% dos estudos relacionados ao tema. Essa diferenca
discrepante pode estar relacionada ao tipo de método utilizado na deteccdo dessas
células (a maioria dos estudos é realizado com metodologias voltadas para a
identificacdo de células epiteliais, com o uso de marcadores especificos) e devido a
raridade desses tumores e a escassez de tratamentos voltados para esse tipo de
tumor.

Além disso, a maior parte dos trabalhos publicados utilizou a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) ou métodos baseados em anticorpos de proteinas da

superficie celular, incluindo a citometria de fluxo (Tabela 3).



Tabela 3: Estudos publicados envolvendo a detec¢do de CTCs em sarcomas.
Adaptado de Atlas of Liquid Biopsy Circulating Tumor Cells and Other Rare Cells in Cancer Patients’ Blood. Ludmilla T. D. Chinen. ISBN-13: 978-
3030698782 ISBN-10: 3030698
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Autor Ano de publicagéio Pacientes (n) Histologia Método de Detecgdio

Peter et al. 1995 36 Ewing's Sarcoma RT-PCR
Pfleiderer et al. 1995 16 Ewing's Sarcoma RT-PCR

Kelly et al. 1996 11 Rhabdomyosarcoma RT-PCR

West et al. 1997 16 Ewing's Sarcoma/PNET RT-PCR

Fagnou et al. 1998 62 Ewing's Sarcoma RT-PCR

Zoubek et al. 1998 35 Ewing's Sarcoma RT-PCR
Thomson et al. 1999 12 Alveolar rhabdomyosarcoma, Ewing’s sarcoma RT-PCR

Wong et al. 2000 11 Osteosarcoma RT-PCR

Burchill et al. 2001 49 Neuroblastoma RT-PCR
Schleiermacher et al. 2003 172 Ewing's Sarcoma RT-PCR

Avigad et al. 2004 26 Ewing's Sarcoma RT-PCR

Gallego et al. 2006 16 Rhabdomyosarcoma RT-PCR
Hoshino et al. 2009 1 Alveolar Sarcoma RT-PCR

Dubois et al. 2010 Ewing's Sarcoma Flow Cytometry
Chinen et al. 2013 11 Soft-Tissue Sarcomas ISET

Przybyl et al. 2014 38 Ewing's Sarcoma RT-PCR

Satelli et al. 2014 28 Ewing’s Flow Cytometry

sarcoma/Osteossarcoma/Leyomiosarcoma/Angiosarcoma
Braun et al. 2018 18 Soft-Tissue Sarcomas ISET
Mihaly et al. 2018 15 Synovial Sarcoma ddPCR
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Apesar de todos eles apresentarem resultados relevantes envolvendo
CTCs e tumores de origem mesenquimal, as abordagens possuem algumas
limitacdes envolvendo a sensibilidade e especificidade dos métodos, pois
nao permitirem a caracterizacdo morfolégica das CTCs, o estudo de
expressdo proteica e potencial de invasdo e nao detectam as células que
podem estar passando pelo processo de transicdo mesénquima-epitélio
(TME).

1.11 RECEPTOR 5 ACOPLADO A PROTEINA G (LGR5)

O receptor 5 acoplado a proteina G contém repeticao rica em leucina
(LGR5), um receptor de 7 transmembranas da familia de receptores
acoplados a proteina G relacionado & via Wnt. E considerado um marcador
de células-tronco e desempenha um papel importante no desenvolvimento
normal e no céancer. Esta envolvido na auto-renovacdo e no
desenvolvimento de células-tronco de tecidos, incluindo foliculos pilosos,
estbmago, intestino delgado e colon (BARKER et al. 2010).Foi
posteriormente relatado como um marcador de células-tronco em varios
tumores (CHOI et al. 2016; KOBAYASHI et al. 2012).

Estudos mostraram que o LGR5 pode promover a iniciacéo,
proliferacéo e invasado do tumor (BEIER et al. 2007; CHEN et al. 2014b; XI et
al. 2014). Além disso, o LGR5 demonstrou promover o crescimento e a
progressdo do tumor no carcinoma colorretal (AL-KHARUSI et al. 2013),
glioblastoma (MCCLANAHAN et al. 2006) e neuroblastoma (YAMAMOTO
2003). Além disso, o LGR5 é regulado positivamente no sarcoma de Ewing,
um tumor 0sseo maligno, e promove a progressdo do tumor através da
sinalizagdo Wnt/B-catenina (Figura 7) (ROT et al. 2011).
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Figura 7: Modelo proposto da promog¢éo mediada por LGR5 do crescimento do cancer do
por meio da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina. Uma vez ativada, a proteina LGR5 recruta o
complexo receptor LRP-Frizzled, que se liga aos ligantes Wnt e reforca a sinalizacdo Wnt
apos a fosforilagdo do LRP. Segue-se uma série de etapas, incluindo o acumulo de (-
catenina, que é translocada para o nlcleo e, juntamente com a familia de fatores de
transcricdo TCF/LEF, aumenta a expressé@o génica relacionada, levando a progressédo do
cancer.

1.12 CICLO-OXIGENASE-2 (COX-2)

A COX-2 é uma enzima que ¢é liberada no local da leséo tecidual para
produzir uma substancia semelhante a um horménio chamada
prostaglandina E2 (PGE2) que estimula a dor e a inflamacdo. A
prostaglandina derivada da COX-2 pode promover o crescimento do tumor
ligando-se a seus receptores e ativando vias de sinalizagdo que controlam a
proliferacéo celular (SHENG et al. 2001),angiogénese (BEN-AV et al. 1995;
TSUJI et al. 1998), inibbem a apoptose e aumentam o potencial
metastatico. Em células de cancer de mama, a expressdo de COX-2 altera a
estrutura e fungdo da matriz extracelular e o numero de fibroblastos
associados ao cancer (KRISHNAMACHARY et al. 2017). A expressao
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elevada de COX-2 é exibida em varios canceres, incluindo cancer gastrico,
hepético, esofagico, pancreético, cabeca e pescoc¢o, pulméo, mama, bexiga,
colo do utero, endométrio, pele e colorretal quando comparada com tecidos
nao malignos (KOKI et al. 2002).

1.13 VIA DO FATOR DE CRESCIMENTO TRANSFORMADOR
BETA (TGFB)

O fator de crescimento transformador-g (TGF() pertence a uma familia
de citocinas multifuncionais que exibem papéis importantes no
desenvolvimento embrionario, homeostase tecidual e regeneracdo, e seu
mau funcionamento tem sido implicado em cancer, fibrose, doencas
imunologicas e muitas outras patologias (DAVID e MASSAGUE 2018;
DERYNCK et al. 2021). Existem trés isoformas de TGFB de mamiferos
altamente relacionadas estruturalmente, ou seja, TGFB1, TGFB2 e TGFB3
(FLANDERS et al. 2016). TGFB1 é a isoforma mais abundante e estudada,
sendo particularmente altamente enriquecida em plaquetas e 0ssos
(SEYEDIN et al. 1986).

A sinalizacdo de TGFB possui numerosos papéis na regulacdo das
funcdes das células cancerigenas, incluindo progressdo do ciclo celular,
apoptose, ades&o e diferenciacdo (BATLLE e MASSAGUE 2019) (Figura 8).
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Figura 8: Fungdes bifasicas do TGFf durante a progresséo do tumor. O TGFB atua como
supressor tumoral no estagio inicial da progressdo tumoral, induzindo a parada do ciclo
celular e a apoptose de células epiteliais normais e pré-malignas. Apos ativacdo de
oncogenes e/ou inativagdo de genes supressores de tumor, as células tumorais tornam-se
insensiveis aos efeitos citostaticos induzidos por TGF e sofrem proliferacao descontrolada.
O TGFB produzido por células tumorais, fibroblastos, células imunes e endoteliais no
microambiente tumoral podem fazer com que as células cancerosas sofram uma transicao
epitélio-mesénquima (TEM). Assim, as células em estagio avancado adquirem a capacidade
de escapar do nicho primério, irem para a circulacdo, extravasar e se localizar em locais
distantes e progredir para formar metastases. A sinalizagao reciproca de TGFB entre as
células cancerigenas e a TEM contribuem para a progressdo do céancer, ativando
fibroblastos associados ao cancer, estimulando a angiogénese, promovendo a secre¢édo de
citocinas pro-tumorais, aumentando a deposicdo de matriz extracelular e evitando um
ataque imunoldgico. Nos sitios metastaticos, as células tumorais mesenquimais podem
sofrer uma transicdo mesénquima-epitélio e assim, mudar de volta para um fenoétipo
epitelial, que permite o rapido crescimento.

Liu S, Ren J, Ten Dijke P. Targeting TGFf signal transduction for cancer therapy. Signal
Transduct Target Ther. 2021;6(1):8. Published 2021 Jan 8. doi:10.1038/s41392-020-00436-
9.

Em diferentes tipos de células e/ou condi¢des, o TGFB pode ter efeitos
diferentes, até mesmo opostos (MASSAGUE 2012). Em células normais e
pré-malignas, o TGFf atua principalmente como supressor tumoral, inibindo
a proliferacédo celular, promovendo apoptose e mantendo a estabilidade do
genoma (YANG e MOSES 2008). Porém, as células tumorais podem se
adaptar ou ignorar seletivamente as fungdes supressoras do TGFf; eles
utilizam os papéis promocionais do TGFB para obter uma vantagem de
crescimento e passam por processos, como a transicdo epitélio-
mesénquima (TEM), que permite sua migracgdo, invasao, intravasamento e

extravasamento (HAO et al. 2019). O TGF[ pode criar um microambiente
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tumoral benéfico ao atuar de maneira parcrina para ativar fibroblastos
associados ao cancer (FACs), promover a angiogénese, produzir matriz
extracelular (MEC) e suprimir a reacao imune antitumoral para desencadear

a progresséao do cancer e promover metastase (COLAK e TEN DIJKE 2017).

1.14 RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO

EPIDERMICO (EGFR)

O receptor do fator de crescimento epidérmico (do inglés, Epidermal
Growth Factor Receptor, EGFR) € um membro da familia de receptores
ErbB, uma subfamilia de 4 receptores tirosina quinase muito proximos:
EGFR (ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), Her 3 (ErbB-3) e Her 4 (ErbB-4).
A sinalizacdo EGFR/ErbB esta envolvida na proliferacdo celular, migracao,
motilidade e invasdo de células malignas (EGLOFF e GRANDIS 2008). O
EGFR é superexpresso em muitos canceres, incluindo CCECP (Carcinoma
de Células Escamosas de Cabeca e Pescoco) e cancer de pulmao, bem
como em tumores gastrointestinais. Varios estudos avaliando a associacéo
entre a superexpressdo de EGFR e a taxa de sobrevida foram relatados,
demonstrando que o0 aumento da expressao tumoral da proteina EGFR esta
associado a reducdo da sobrevida em tumores sélidos (ADJEI e ROWINSKY
2003; GRANDIS et al. 1998; HYNES e LANE 2005)

A ativacdo do EGFR também desempenha um papel na resisténcia a
quimioterapia e ao tratamento de radioterapia em células tumorais. Nas
altimas duas décadas, muito esforco tem sido direcionado ao
desenvolvimento de agentes anticancerigenos que podem interferir na
atividade do EGFR. As abordagens farmacolégicas mais comuns para inibir
o EGFR tém sido desenvolver anticorpos monoclonais e inibidores de
pequenas moléculas. Os anticorpos monoclonais bloqueiam a ligacdo do
ligante ao dominio extracelular, enquanto os inibidores de pequenas

moléculas exercem seus efeitos na porcdo intracelular do receptor para
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evitar a fosforilagdo da tirosina quinase e a ativacao subsequente das vias
de transducéao de sinal (HERBST 2004) (Figura 9).
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FIGURA 9: Representacédo esquematica do EGFR na transmisséo de sinais que regulam o
crescimento tumoral e metastases. Ligantes como o EGF e o fator de crescimento
transformador-a ligam-se ao dominio extracelular. Isso ativa o receptor tirosina quinase, que
fosforila proteinas na via de transducéo de sinal, levando a ativagdo de genes que regulam
a proliferacdo celular, angiogénese, motilidade e metéstase. Harari PM, Huang SM.
Modulacédo de alvos moleculares para aumentar a radiacdo. Clin Cancer Res 2000:6:323—
325.

1.15 VIMENTINA

A vimentina € uma proteina de filamento intermediario cujo nome é
derivado da palavra latina vimentum, que significa vime (FRANKE et al.
1978). Franke et al. observaram por microscopia de imunofluorescéncia uma
complexa rede de fibras, diferente do ja conhecido sistema de queratina no
citoesqueleto de células epiteliais. No desenvolvimento de camundongos, a
vimentina surge inicialmente em um tipo de células altamente migratoria (ou

seja, quando o embrido ainda é um epitélio de duas camadas e as células
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ectodérmicas comecam a migrar para a recém-formada “fenda
mesodérmica”). Nessas primeiras células mesenquimais 0s genes da
queratina sdo desativados e o gene da vimentina é ativado (FRANKE et al.
1978). Além disso, foi observado precocemente que a vimentina é
significativamente expressa ha maioria dos tipos de células, principalmente
células tumorais de origem mesenquimal.

A regulacdo positiva da vimentina em células epiteliais cultivadas in
vitro (MAIER et al. 2016) e in vivo (WANG et al. 2018) correlaciona-se com a
TEM, um processo que ocorre durante o desenvolvimento, cicatrizagéo de
feridas e também na metéstase de cancer (HAY 1989).



30

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Detectar células tumorais circulantes e microémbolos tumorais
circulantes no sangue periférico de pacientes com tumor desmdide e

sarcomas de partes moles.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

v' Avaliar a expressdo das proteinas B-catenina, receptor de fator do
crescimento transformador | (TGF-BRI), COX-2 e vimentina nas
amostras de tumor desmoide;

v' Avaliar a expressao das proteinas B-catenina, receptor de fator do
crescimento transformador | (TGF-BRI), EGFR, COX-2, GLUT-1 e
LGR5 nas amostras de sarcomas;

v' Estabelecer um protocolo e realizar analise molecular das amostras
de tumor desmoide utilizando PCR digital;

v’ Estabelecer um protocolo e coletar amostras de CTCs provenientes

de camundongos com SPM.
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto “Andlise de marcadores sanguineos em pacientes com
sarcomas de partes moles e tumor desmoide” foi submetido ao CEP desta
instituicdo e aprovado (n° 2427/17). Foi um estudo prospectivo realizado por
meio da coleta de sangue total de pacientes com sarcoma de partes moles e
tumor desmoide. Participaram da pesquisa apenas os individuos que
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo
1). Todo o procedimento de identificacdo foi realizado por codigos,
preservando a confidencialidade do paciente.

Foram coletados aproximadamente 10mL de sangue de cada paciente
(para contagem e filtracdo no equipamento ISET), além disso, utilizamos

como controle negativo do sistema, o sangue de individuos sadios.

3.1 CRITERIOS GERAIS DE INCLUSAO

Foram incluidos nesse estudo os pacientes que preencheram o0s
seguintes critérios:

. Idade igual ou superior a 18 anos;

. Pacientes que apresentaram sarcomas dos tipos:
leiomiossarcoma, sarcoma pleomorfico, sarcoma  sinovial,
lipossarcoma e rabdomiossarcoma ou tumor desmoide.

. Extensdo da doenca determinada por exame fisico e por

imagem;
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. Doenca mensuravel pelos critérios RECIST (Response

Evaluation Criteria in Solid Tumors).

3.2 CRITERIOS GERAIS DE EXCLUSAO

Foram excluidos desse estudo pacientes que apresentaram as
seguintes caracteristicas:
. Terapia prévia nas ultimas trés semanas;

. Histdria prévia de outros tumores nos ultimos dois anos.

3.3 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE CTCS

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de EDTA (10 mL) e
foram processadas dentro de 4 horas. O sangue foi diluido 1:10 em tampéo
de lise de eritrocitos e filtrado no sistema ISET (Isolation by SizE of Tumor
Cells — Rarecells/France) (Figura 10). Essa metodologia baseia-se no fato
de que a maioria dos leucdcitos do sangue periférico (linfécitos e neutrofilos)
sao as menores células do corpo, com um tamanho que varia de 8 a 11 pm.
Desta forma, estas células podem ser eliminadas por filtracdo do sangue
através de uma membrana de policarbonato com poros calibrados de 8 um.
Sendo assim, as células tumorais que possuem tamanho nuclear igual ou
maior que 16pum (KREBS et al. 2012), ficam retidas na membrana para

posterior analise.
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Figura 10: Demonstracdo do fluxo de trabalho utilizando a metodologia ISET. Laget S,
Broncy L, Hormigos K, Dhingra DM, BenMohamed F, Capiod T, et al. (2017) Technical
Insights into Highly Sensitive Isolation and Molecular Characterization of Fixed and Live
Circulating Tumor Cells for Early Detection of Tumor Invasion. PLoS ONE 12(1): e0169427.

Apods a filtragem e fixacdo das CTCs nas membranas, as mesmas
foram lavadas com PBS, secas a temperatura ambiente, protegidas da luz e

estocadas a -20°C até o momento da analise.

3.4 IMUNOCITOQUIMICA NAS MEMBRANAS ISET

Para a realizagcdo da imunocitoquimica e para analise de expressao
proteica, os spots das membranas foram cortados e colocados em placas de
24 pocos. Cada spot foi hidratado com Tris Buffered Saline (TBS) por 20

minutos. As células foram permeabilizadas com TBS 0.2% Triton X-100 por
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5 min & temperatura ambiente. Apés uma nova lavagem com TBS, as
membranas foram incubadas por 15 minutos, no escuro e a temperatura
ambiente, com uma solucdo a 3% de perdxido de hidrogénio, e lavadas
novamente com TBS. Em seguida o primeiro anticorpo primario a ser
pesquisado foi aplicado aos spots e incubado por uma hora. Para o controle
negativo utilizamos linhagens que sabidamente n&o expressam 0sS
anticorpos a serem analisados, e para os controles positivos, escolhemos
linhagens de células tumorais que expressam o anticorpo a ser analisado. A
escolha das linhagens foi baseada no The Human Protein Atlas

(https://www.proteinatlas.org/) (Tabela 4).

A revelacdo foi feita com Dual long system HRP (Dako™) e pelo
cromégeno Diaminobenzidina 3,3' (DAB) (Dako™). Apd6s a utilizacdo do
DAB, realizamos uma incubacédo de uma hora com o segundo anticorpo
primario, seguida por outra incubacdo de 20 minutos com o Rabbit/Mouse
(LINK) (Kit Envision™ G/2 System/AP). Apés lavagem com TBS, o spot foi
incubado por 30 minutos com AP Enzyme (Enhancer). O segundo anticorpo
foi revelado por Permanent Red.

Para finalizar, o spot foi corado com hematoxilina. Com o anticorpo
anti-CD45 foi realizada uma marcacdo nos leucécitos, excluindo a
possibilidade de reacao inespecifica e confirmando que as células marcadas
pelos anticorpos pesquisados ndo eram leucdcitos. Para leitura, 0s spots
foram corados com hematoxilina por 1 minuto, aderidos a lamina com meio
de montagem aquoso e posteriormente estocados em temperatura entre -

2°C e -8°C.


https://www.proteinatlas.org/
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As CTCs e os CTMs (os CTMs foram considerados quando observadas
3 ou mais CTCs agrupadas) foram caracterizados de acordo com o0s
seguintes critérios: tamanho nuclear igual ou maior que 16um, irregularidade
do contorno nuclear, presenca de citoplasma visivel, alta propor¢cédo nuacleo-
citoplasma (> 0,8), de acordo com o descrito por KREBS et al. (2012). Na
auséncia de qualquer um dos critérios descritos, as ceélulas foram
classificadas como atipicas. Os resultados foram dados em numero de
CTCs por mL de sangue. As laminas foram lidas em microscépio 6ptico
Research System Microscope BX61 — Olympus, acoplado a uma camera

digital (SC100 — Olympus, Téquio, Japao).

3.5 ANTICORPOS PADRONIZADOS NA

IMUNOCITOQUIMICA (ICC)

Tabela 4: Descri¢éo dos anticorpos utilizados e suas respectivas diluicbes padronizadas.

Anticorpo Marca Diluicao Controle Controle
positivo negativo

(linhagem) | (linhagem)

B-Catenina Abcam (ab16051) 1:500 SiHa SK-BR3
Anti-EGFR Abcam (ab52894) 1:500 A-549 MCF7
Anti -TGF 3 Receptor 1| Abcam (ab92486) 1:500 SK-BR3 HT-1080
COX-2 Invitrogen (MA5-14930) 1:200 u-87 MCF7
VEGFR Abcam (ab1316) 1:500 u-87 HEK-293

LGR5 Invitorgen 1:500 HEK-293 SK-BR3
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Tabela 5: Descricdo da escolha de cada anticorpo para a analise de expresséo proteica.

Anticorpo Justificativa

B-Catenina A B-catenina é uma proteina codificada pelo gene CTNNB1. Mutacdes
e a super expressdo estdo associados a diversos tipos de cancer. E
amplamente utilizada no diagndstico de tumor desmoaide.

Anti-EGFR E o receptor celular de membrana para os membros da familia
dos fatores de crescimento epidérmico. Sua expressao é amplamente
encontrada em diversos tipos tumores epiteliais, porém observamos
sua expressdo em tumores mesenquimais (Braun et al., 2018).

Anti -TGF 3 O Fator de transformacdo do crescimento beta € uma proteina que
controla a proliferacdo, diferenciacdo celular e outras fungbes na

Receptor 1 . , , . - -
maioria das células, além de estar envolvido na transi¢cdo na transi¢do
epitélio-mesénquima.

COX-2 Esté associada a fendmenos de inflamacéo.
LGR5 O LGR5 é expresso em diversos tecidos e é basicamente utilizado

como um biomarcador de células-tronco adultas em certos tecidos.

3.6 EXTRACAO DE DNA E RNA DAS CTCs

Para a realizacdo das extracdes utilizamos 4 spots da membrana de

policarbonato obtidos pela técnica ISET (apds a quantificacdo de CTCs) e

armazenamos em RNA later. As extracbes foram realizadas com o Kit
QIAmp DNA Micro Kit (Qiagen, Valéncia, CA, EUA). Os 4 spots foram entéo

cortados em pequenos pedacos, 0s quais posteriormente foram transferidos

para o tampao de lise e proteinase K fornecido pelo Kit. As extra¢cdes foram

realizadas de acordo com as orienta¢des do fabricante. Apds a extracao, as

amostras de DNA ficaram armazenadas em freezer -20°C até o momento da

realizacdo do ddPCR e as amostras de RNA ficaram armazenadas em

freezer -80°C para futuras pesquisas.
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3.7 QUANTIFICACAO FLUOROMETRICA QUBIT

Para a realizacdo da quantificagdo de DNA utilizamos a quantificacao
fluorométrica Qubit. A metodologia utiliza corantes fluorescentes para
determinar a concentracdo de acidos nucléicos ou proteinas na amostra. A
quantificacdo de DNA das amostras foi realizada conforme orientacdes do
fabricante (Thermo Fisher Scientific).

Sendo assim, diluimos 1pl do fluoréforo (IQuant Reagent) em 199ul do
diluente (iQuant Buffer) e posteriormente acrescentamos 1ul do DNA ja
eluido. Esse processo foi realizado para cada amostra a ser quantificada,
gerando um volume final de 200pl por amostra. A leitura das amostras foi

realizada no aparelho Qubit 4 Fluorometer.

3.8 ddPCR (Droplet Digital Polymerase Chain Reaction)

Os experimentos de ddPCR foram realizados conforme
recomendacdes do fornecedor (Bio-Rad). Realizamos a padronizacdo das
mutacdes EGFR para amostras de sarcomas e para tumor desmoéide as
mutacOes CTNNBL.

Primeiramente, montamos a placa de ddPCR no fluxo, onde inserimos
a amostra, o master mix e as probes que foram padronizadas. Apos a
homogeneizacédo, a mistura de reacdo da PCR e o 6leo de geracao de gotas
para sondas foram carregados em um cartuxo gerador de goticulas de 8
canais (Bio-Rad Laboratories). As misturas da reacdo de PCR foram
divididas em uma emulsdo de aproximadamente 20.000 gotas (~ 1 nL por
gota) que foram transferidos manualmente para uma placa de PCR de 96
pocos. A placa foi selada (180°C) e colocada no termociclador destinado
para ddPCR (Bio-Rad) seguindo as temperaturas descritas pelo fabricante.

Depois, a placa foi carregada num leitor de gotas QX100 (Bio-Rad
Laboratories) e a analise de dados ddPCR foi realizada com QuantaSoft

software (Verséo 1.7.4.0917) que analisa cada goticula individualmente
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usando um sistema de deteccdo de duas cores (definido para detectar
Corantes FAM ou HEX). A quantificacdo absoluta de DNA dependeu
diretamente do numero de goticulas aceitas (positivas e negativas) e da

quantidade de DNA analisada.

3.9 COLETA DE CTCs de CAMUNDONGOS

Estabelecemos uma parceria dentro da nossa instituicio com o Dr.
Tiago GoOss dos Santos e coletamos amostras de camundongos
xenotransplantados com sarcomas de partes moles para verificarmos a
presenca de CTCs nesses animais. Os camundongos utilizados para a
realizacdo desse experimento fazem parte de um projeto previamente
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (082/18)
dessa instituicdo. Para o isolamento e purificacdo de CTCs nds coletamos o
sangue de camundongos que seriam descartados apdés a retirada do
xenotransplante para analise. Para isso, coletamos 0 sangue por puncao
intracardiaca e utilizamos a metodologia ScreenCell (Figura 11). A
metodologia consiste basicamente em diluir a quantidade de sangue em um
tampéo de lise e posteriormente filtrar utilizando um dispositivo fornecido

pelo fabricante.
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ANTICANCER RESEARCH 31: 427-442 (2011). Disponivel em: https://www.screencell.com/wp-
content/uploads/2014/01/Desitter-et-al-2011.pdf
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desse estudo foram divididos em quatro partes:
4.1 Tumor desmoide: apresentados em formato de artigo;
4.2 Sarcomas: descritos nos itens resultados e discusséao.

4.3 Isolamento e purificacdo de ctcs obtidas de camundongos

4.4 ddPCR em tumor desmoide

4.1 TUMOR DESMOIDE

Realizamos um estudo prospectivo de pacientes com diagnéstico inicial
ou recidivado de tumor desmoide com doenca mensuravel. As amostras de
sangue de cada paciente foram processadas e filtradas pelo ISET © para
isolamento e quantificacdo de CTCs. A expressado de B-catenina, COX-2,
TGF-BRI e vimentina foi analisada por imunocitoquimica (ICC) nessas
células. Um total de 18 pacientes foram incluidos e todos tinham CTCs
detectaveis. Encontramos uma concordancia da expressao de [-catenina
tanto em CTCs quanto em tumores primarios de 42,8% (6/14 dos casos)
usando ICC e imunoistoquimica (IHQ)*, respectivamente.

Os dados obtidos por meio desse estudo foram publicados sob o titulo
“Circulating Tumor Cells in Desmoid Tumors: New Perspectives”, na revista

“Frontiers in Oncology”, IF: 6.244.

e Braun AC, Campos FAB, Abdallah EA, et al. Circulating Tumor Cells
in Desmoid Tumors: New Perspectives. Front Oncol. 2021;11:622626.
Published 2021 Sep 14. doi:10.3389/fonc.2021.622626. (Anexo 1).
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*A metodologia utilizada para a IHQ n&o esta descrita no item “3 — Metodologia”, pois essa
reacdo foi realizada na rotina do A.C. Camargo Cancer Center e coletamos as informacgfes
do banco de dados Tasy, onde ficam armazenados os prontuarios eletrénicos dos pacientes
atendidos na instituig&o.

4.2 SARCOMAS

4.2.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS

E PATOLOGICAS

Amostras de sangue foram coletadas de 14 pacientes com diagndstico
de sarcoma de partes moles e osteossarcoma de forma prospectiva
(Aprovacdo CEP: 2427/17) (Anexo 2). As coletas foram realizadas no
periodo de 04/02/2018 a 14/04/2021. Realizamos também a analise
retrospectiva de amostras de 16 pacientes, de 02/02/2016 a 18/01/2017
(Aprovacdo CEP: 2081/15). Um banco de dados com as caracteristicas
clinico-patoldgicas dos individuos participantes da pesquisa para analise foi
construido na plataforma RedCap (PID 587). Todos os pacientes incluidos
no estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice 1).

Dos 30 pacientes incluidos, 18 (60%) eram homens e 12 (40%)
mulheres, com a idade mediana de 46 anos (18-72) ao diagnéstico. As
contagens de CTCs de todos os pacientes foram realizadas.

Os pacientes incluidos em sua maioria apresentaram tumor primario ao
diagnéstico 19 (63%) enquanto 11 (37 %) ja eram metastaticos ao
diagnéstico. Dos 30 pacientes incluidos no estudo, 13 (43%) vieram a 6bito,
sendo que desses, 5 (38%) jA eram metastaticos ao diagndstico.

Vinte e quatro pacientes metastizaram apos a coleta de CTCs e o
tempo mediano de surgimento de metastase apos a coleta das CTCs foi de

trés meses (1 més — 11 meses).
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Em relag&o ao tipo histolégico, 29 pacientes foram diagnosticados com
sarcomas de partes moles e apenas um paciente com osteossarcoma. O
subtipo histolégico mais predominante foi o sarcoma sinovial (n=11; 37%),
seguido pelo diagnostico de leiomiossarcoma (n=7; 24%), sarcoma
pleomdrfico (n=4; 13%) e lipossarcoma (n=4; 13%), rabdomiossarcoma

(n=3; 10%) e osteossarcoma (n=1; 3%).

4.2.2 ANALISE DE CTCS

Os spots dos 30 pacientes foram submetidos a imunocitoquimica com
os marcadores LGR5, EGFR, TGFf, GLUT-1 e VEGF (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular) conforme mencionado no item metodologia. Cada spot
foi analisado quanto a presenca de CTCs marcadas e ndo marcadas para o

marcador utilizado na reacao (Figura 12).
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Figura 12: A e B) Exemplos de CTCs negativas para as proteinas testadas isoladas de
paciente com sarcoma de partes moles com caracteristicas citomorfologicas (tamanho
do ndcleo = 12 ym, nucleo hipercromatico e irregular, presencga visivel de citoplasma e
uma alta propor¢do nucleo-citoplasma. C e D) Exemplos de CTCs positivas para a
proteina LGR5 isoladas de paciente com sarcomas de partes moles. E e F)
Microémbolos tumorais circulantes isolados de pacientes com sarcomas positivos para
LGRS.

Todos os pacientes foram analisados quanto a presenca de CTCs e
MTCs (Microémbolos Tumorais Circulantes). Os niveis variaram de 0 a
11,25 CTCs/ml de sangue e a mediana foi de 2 CTCs/mL de sangue.

Realizamos andlises de Sobrevida Global (SG) e Sobrevida Livre de
porgressdo (SLP) e observamos que a sobrevida SLP em relagédo ao sexo
dos pacientes analisados foi inferior no sexo masculino (p=0,016) (Figura
13).
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Figura 13: Grafico de sobrevida livre de progressao (SLP) em relagdo ao sexo
dos pacientes de sarcomas.

Estabelecemos também um cut-off (1.25 CTCs/MI) para a andlise de

sobrevida dos pacientes em relacdo a quantidade de CTCs e observamos

gue os pacientes que possuiam mais que 1,5 CTCs/mL de sangue possuiam

uma sobrevida menor a daqueles que tinham menos CTCs na circulacao (p=
0,013) (Figura 14).
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Figura 14: Grafico de sobrevida livre de progressao (SLP) de acordo com a
guantificacéo de CTCs.
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Analisamos a proteina LGR5 nos 30 pacientes incluidos no estudo,
sendo que 7 deles ndo tinham CTCs presentes no spot analisado. Dos 23
pacientes com CTCs nos spots analisados para LGR5, 12 (52%) foram
positivos. Além disso, detectamos MTCs positivos para proteina em trés
pacientes (13%). A analise de SG e SLP néo apresentou significancia
estatistica.

O LGRS é essencial para o desenvolvimento embrionario normal e tem
sido utilizado como um novo marcador de células-tronco adultas em varios
orgaos e tecidos (KUMAR et al. 2014; LIU et al. 2014b). Diversos estudos
tém demonstrado que o LGR5 promove o crescimento e sobrevivéncia de
carcinoma colorretal e basocelular, glioblastoma e neuroblastoma
(MCCLANAHAN et al. 2006; NAKATA et al. 2013; TANESE et al. 2008). Foi
demonstrado que o LGRS contribui funcionalmente para a biologia normal e
maligna em tecidos de origem epitelial e neural. Para determinar se niveis
elevados de LGR5 estdo associados a um curso clinico mais agressivo,
alguns estudos retrospectivos foram realizados e mostraram sobrevida
diminuida em pacientes com carcinoma gastrointestinal e glioblastoma cujos
tumores expressavam niveis elevados de LGR5 (BECKER et al. 2010;
NAKATA et al. 2013; WU et al. 2012).

Os MTCs desempenham um papel importante na cascata metastatica,
uma vez que podem resistir & morte celular na circulagdo sanguinea, além
de serem responsaveis por atingirem mais focos de micrometastases
guando comparados com CTCs isoladas (CHEN et al. 2016).

Associando-se a estruturas de leucécitos, fibroblastos, células
endoteliais ou plaguetas, os microémbolos adicionam protecdo contra
agentes externos e outras células relacionadas ao sistema imunolégico na
circulagdo sanguinea, adquirindo-se assim, uma caracteristica mais
agressiva (KREBS et al. 2014). Muitos pesquisadores tém focado no papel
dos microémbolos e alguns estudos ja foram publicados envolvendo
diversos tumores (cancer de colon, préstata, rim e células ndo pequenas
células) (BRANDT et al. 1996; HOU et al. 2012; KATS-UGURLU et al. 2009;
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KNISELY e MAHALEY 1958; KREBS et al. 2012; LIU et al. 2014a; MOLNAR
et al. 2001). A literatura atual tem relacionado a presenca de microémbolos
com pior prognéstico e com maior resisténcia a resposta imune (HOU et al.
2012).

Apesar de evidéncias clinicas mostrando que as CTCs podem estar
presentes no sangue de pacientes com sarcoma, poucos estudos tém
trabalhado com este tema em pacientes com este tipo de tumor, justamente
pelo fato das metodologias para a deteccdo dessas células estarem
geralmente ligadas a marcacdes epiteliais. Nossa equipe demonstrou o uso
de uma tecnologia independente de marcacdo para identificacdo de CTCs
provenientes de pacientes com sarcoma metastatico ou localmente
avancado (CHINEN et al. 2014).

Por meio deste estudo demonstramos que todos os pacientes incluidos
apresentaram CTCs, e o0s niveis variaram de 2 a 48 CTCs em 8mL de
sangue. Nosso grupo foi o primeiro a demonstrar que o ISET (Isolation by
Size of Epithelial Tumors; Rarecells, France), uma tecnologia desenvolvida
inicialmente para detectar CTCs de carcinomas, e baseada em filtracdo, é
capaz de detectar CTCs no sangue de pacientes com sarcoma sem O uso
de reagdo em cadeia de polimerase (PCR).

Contudo, neste nosso estudo pioneiro nenhum paciente com
leiomiossarcoma de alto grau foi incluido e a proteina LGR5 né&o foi
analisada. Acreditamos que o estudo da expresséo da proteina LGR5 pode
abrir novas perspectivas de tratamento para os pacientes de SPM e OS.

Pensando nisso, nossa equipe deu continuidade aos estudos com
sarcomas e CTCs, o qual foi o tema da minha dissertacdo de mestrado
intitulada “Detec¢do de Células Tumorais Circulantes em Pacientes com
Sarcomas”, submetido ao CEP desta instituicdo e aprovado (n° 2081/15).
Conseguimos elevar nosso numero amostral e incluimos pacientes com
diferentes tipos de sarcomas de partes moles.

A proteina EGFR foi analisada nos 30 pacientes e a positividade para
EGFR nas CTCs foi observada em 22 (73%) dos pacientes. Curiosamente,

ao realizarmos a andlise de SG encontramos significancia estatistica
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(p=0,027), demonstrando que quando o indice de positividade para EGFR
nessas células era superior ou igual a 0,5 (50% das células positivas) a
sobrevida dos pacientes era menor (Figura 15). N&o encontramos

significancia estatistica ao analisar a SLP.
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Figura 15: Grafico de sobrevida global (SG) em pacientes com diferentes tipos
de sarcomas de acordo com a expressao da proteina EGFR.

Esses dados fortalecem nossos achados anteriores. Em 2018, nossa
equipe deu continuidade aos estudos com sarcomas e CTCs, o qual foi o
tema da minha dissertacdo de mestrado, como mencionado anteriormente.
Neste estudo do meu Mestrado, observamos positividade para EGFR nas
CTCs em 93,75% dos pacientes que possuiam CTCs na circulacdo
sanguinea. Além disso, estabelecemos um cutoff para a positividade do
EGFR e conseguimos demonstrar que aqueles pacientes que tiveram uma
expressao de EGFR superior a 83% demonstraram uma sobrevida livre de
progressao inferior a daqueles pacientes com a expressdo de EGFR abaixo
de 83% (BRAUN et al. 2018).

Em outros tipos de cancer, a expressdo de EGFR em CTCs esta

associada com mau prognaostico e pior sobrevida global. Vila et al., relataram
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uma correlacdo positiva entre o numero de CTCs que expressaram EGFR e
pior prognostico e sobrevida global em cancer de prostata, mama e pulméo
(VILA et al. 2016).

Em relacdo aos demais marcadores, analisamos a expressao de
GLUT-1 em 14 amostras, e a expressao da proteina foi observada em 8
casos (36%). Ao realizarmos a andlise de SLP encontramos significancia
estatistica (p=0,064), demonstrando que quando o indice de positividade
para GLUT-1 nessas células era superior ou igual a 0,14 a sobrevida dos

pacientes era maior (Figura 16).
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Figura 16: Grafico de sobrevida livre de progressdo em pacientes com
diferentes tipos de sarcomas de acordo com a expressao da proteina GLUT-
1.

GLUT-1 é uma proteina transmembrana que catalisa a entrada de
glicose nas células (OLSON e PESSIN 1996) e garante fisiologicamente o
nivel basal de glicose necessario para sua sobrevivéncia (MUECKLER et al.
1985). E superexpressa em muitos canceres, incluindo cancer de pulméo,
es6fago e mama e carcinoma hepatocelular. Um estudo realizado por Taha

et al., demonstrou que a insulina regula positivamente a proteina GLUT-1
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(TAHA et al. 1999). A insulina leva a um aumento na traducdo do mRNA que
codifica GLUT-1. A translocagdo do transportador GLUT-1 para a
membrana, seu local de acdo, induz aumento da glicose intracelular
(CIFUENTES et al. 2011).

A principal funcdo da GLUT-1 é catalisar a entrada de glicose nas
células (OLSON e PESSIN 1996), e desempenha um papel fundamental no
metabolismo energético, fornecendo transporte basal de glicose nas
células. Portanto, a GLUT-1 é fisiologicamente expressa em todos o0s
tecidos. Neste estudo, observamos que GLUT-1 foi expressa em 36% dos
casos analisados. Acreditamos que essa expressdo esta correlacionada
com alto grau histolégico dos sarcomas, alto indice de proliferacédo e tipos
moleculares mais agressivos. No entanto, ndo encontramos relevancia
estatistica nas analises de SG e SLP para essa proteina.

As proteinas B-catenina e COX-2 foram analisadas em 10 amostras e
as expressOes dessas proteinas foram observadas em 5 (50%) e 2 (20%)
dos casos. As expressdes das proteinas VEGF e TGF- BRI foram analisadas
em 23 e 30 casos respectivamente. As positividades das proteinas foram
observadas em 8 (27%) dos casos analisados para TGF- BRI e dois (9%)
dos casos analisados para VEGF (Figura 17).
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Figura 17: A, B, C) Imunocitoquimica de CTC com anticorpo anti-EGFR, TGF-BRI e R-
catenina contra- coradas com DAB, respectivamente. D) Exemplo de CTC isolada de
paciente com tumor desmoéide com caracteristicas citopatolégicas (tamanho do ndcleo =
12 pum, nucleo hipercromatico e irregular, presenca visivel de citoplasma e alta razao
nucleo-citoplasma).
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Embora na literatura o papel da via WNT/B-catenina tenha sido
amplamente descrito em canceres colorretais, bem como em outras
neoplasias de origem epitelial, pouco se sabe sobre o envolvimento desta
via nos casos de SPM e OS. A via da WNT/B-catenina interage para regular
diversos processos complexos de forma coordenada, como desenvolvimento
embrionério, manutencdo de células-tronco, homeostase tecidual ou
cicatrizacdo de feridas, e sua regulacdo alterada estd associada a
tumorigénese, metastase e outras doencas (DUCHARTRE et al. 2016).

Em SPM, Martinez et al., 2020, observaram que regular negativamente
a expressdo do gene alvo WNT CDC25A (que € altamente expresso em
amostras de pacientes SPM), induz a morte celular ou parada do ciclo
celular. Esses resultados sdo uma base para futuros ensaios clinicos
avaliando inibidores de interagdes [B-catenina-coativador em pacientes SPM
com uma via de sinalizacdo Wnt ativada, sendo este Gltimo um novo critério
de selecdo que pode ser incluido no recrutamento de pacientes
(MARTINEZ-FONT et al. 2020).

Como descrito anteriormente, a expressado da proteina COX-2 pode
promover o crescimento do tumor ligando-se a seus receptores e ativando
vias de sinalizacdo que controlam a proliferacdo celular (SHENG et al. 2001)
promovem a angiogénese (BEN-AV et al. 1995; TSUJI et al. 1998), inibem a
apoptose e aumentam o potencial metastatico. Em células de cancer de
mama, a expressdo de COX-2 altera a estrutura e funcdo da matriz
extracelular e o numero de fibroblastos associados ao céancer
(KRISHNAMACHARY et al. 2017). A expresséao elevada de COX-2 é exibida
em varios canceres, incluindo cancer gastrico, hepatico, esofagico,
pancreatico, cabeca e pescoc¢o, pulm&o, mama, bexiga, colo do Utero,
endométrio, pele e colorretal quando comparado com tecido ndo maligno
(KOKI e MASFERRER 2002).

O processo das CTCs se apresentarem como MTCs tem sido

associado a superexpressao do fator de crescimento epidérmico vascular
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(VEGF) por células tumorais; VEGF pode induzir a liberacdo de CTM na
vasculatura (KATS-UGURLU et al. 2009).

O VEGF é um ligante especifico da familia do receptor do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR) (SHIBUYA 2011). E um fator de
crescimento e sobrevivéncia para as células endoteliais e, portanto, regula a
angiogénese, que também é considerada um importante processo para
carcinogénese e metastase. Além disso, a superexpressdo de VEGF tem
sido intimamente associada ao estadiamento clinico, metastase linfonodal e
recorréncia (LIU 2001).

4.3 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE CTCS

OBTIDAS DE CAMUNDONGOS

Inicialmente coletamos o sangue de 8 camundongos NGS com sarcoma de
pénis, sarcoma pleomoérfico e leiomiossarcoma. Noés filtramos as amostras
utilizando a metodologia ScreenCell e constatamos que 0s animais também
possuem CTCs na circulacdo. Apds, realizamos imunocitoquimica dupla
marcacdo (EGFR+CD45) nessas amostras e visualizamos a expressdo da
proteina em microscopio de campo claro (Figura 18).
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Figura 18: A) CTCs positivas para EGFR, coletadas de camundongo NSG com tumor
xenotransplantado de paciente com sarcoma pleomérfico. B) Microémbolo positivo para
EGFR coletado de camundongo NSG com tumor xenotransplantado de paciente com
sarcoma pleomorfico.
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Curiosamente, encontramos as CTCs em agrupamentos celulares (MTCs).
Como descrito anteriormente, os MTCs séo clusters de duas ou mais células
tumorais que podem resistir a morte celular e atingir mais focos de
micrometastases quando comparados com CTCs isoladas. Os MTCs também
estdo associados a leucdcitos, fibroblastos, células endoteliais ou plaquetas, que
podem adicionar protecdo contra células NK e outras células relacionadas ao
ataque do sistema imune. Poucos estudos estudaram CTCs provenientes de
camundongos, nossos testes iniciais abrem novas portas para o estudo no

mecanismo de disseminacdo das CTCs e analise proteica.

4.4 ddPCR EM TUMOR DESMOIDE

Em relacdo a parte pesquisa de mutacdes nas CTCs provenientesde
pacientes com TDs, realizamos extracdo de DNA e RNA de todas amostras
e padronizamos 0s reagentes e a metodologia. Porém, tivemos algumas
intercorréncias com 0 nNOSSO equipamento e preferimos aguardar para
refazer os testes nas amostras. Estabelecemos uma parceria com a Dra.
Fabiana Bettoni do Hospital Sirio Libanés e ap6s analise dos nossos
resultados resolvemos aguardar os reparos do equipamento.

Inicialmente realizamos ddPCR em 10 amostras para deteccao da
mutacdo CTNNBL1 (beta-catenina). Encontramos cOpias mutadas de S45Pro
em 4 pacientes (40%) e de S45Phe em apenas um paciente (10%). Em
contraste, ndo foram encontradas mutacfes Th41Ala conforme descrito na
Tabela 6.
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Tabela 6 : Descricdo das mutacfes encontradas nos pacientes com tumor desmaéide.

Paciente/Mutacdo | S45P S45Phe S45Ala
1 Pos Neg Neg
2 Pos Neg Neg
3 Pos Pos Neg
4 Pos Neg Neg
5 Neg Neg Neg
6 Neg Neg Neg
7 Neg Neg Neg
8 Neg Neg Neg
9 Neg Neg Neg

10 Neg Neg Neg

Para a realizacdo dos experimentos envolvendo ddPCR, realizamos
controles positivos e negativos para cada amostra, além de dois pocos NTC
(branco: sem amostra mutada ou selvagem).

Curiosamente, nos tumores desmoides esporadicos, apenas trés
mutacdes pontuais em dois cédons diferentes (41 e 45) sdo quase sempre
identificados nos pacientes com mutacdo para o gene CTNNB1: ACC para
GCC no cédon 41 (T41A; substituicdo de treonina por alanina); TCT para
TTT no cédon 45 (S45F; substituicdo de serina por fenilalanina) e a TCT
para CCT no codon 45 (S45P; substituicdo de serina por prolina) (LAZAR et
al. 2008). Em nossos pacientes, observamos uma frequéncia da mutacéo
S45P significante (40% dos casos). Porém, a literatura sugere que mutacgdes
no gene CTNNB1 (que codifica para [-catenina) normalmente sé&o
identificadas com uma prevaléncia elevada, de aproximadamente 85%, nos
tumores desmoides esporadicos (AMARY et al. 2007). O nivel baixo de
mutacgdes encontradas nas nossas amostras pode ser explicado pelo baixo

namero amostral (apenas 10 pacientes), pela dificuldade na padronizagéo
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da metodologia para as CTCs e pelo baixo nimero de CTCs nos spots das
membranas de ISET. Pretendemos futuramente repetir os testes de ddPCR
para validar nossos achados.

A desregulacdo da via B-catenina, juntamente com a estabilidade
gendmica encontrada nos tumores desmaides, sugere que esta via tem um
papel fundamental na tumorigénese desses tumores. Uma vez que 0S
tumores desmoides, em alguns aspectos se assemelham a um processo de
cicatrizacdo descontrolada e que a via de Wnt desempenha um papel
fisiologico importante na cicatrizacdo de feridas, supde-se que a
desregulacdo desta via € de extrema importancia na tumorigénese dos
tumores desmoides (KIKUCHI 2003).

5 CONCLUSAO

Tumor desmdide:

e Com o presente trabalho, foi possivel verificar a deteccao de CTCs
em pacientes de tumor desmdéide, o que torna nosso estudo pioneiro
no tema.

e A expressdo de [-catenina, COX-2, TGF-BRI e vimentina foi
analisada por imunocitoquimica (ICC) nessas células. Encontramos
uma concordancia da expressao de B-catenina tanto em CTCs quanto
em tumores primarios de 42,8% (6/14) dos casos usando ICC e IHQ*,
respectivamente.

e Nossos resultados abrem a perspectiva de usar CTCs para prever a
dindmica do tumor desmodide ao longo do curso da doenca. Além
disso, demonstramos que DTs liberam CTCs, abrindo novos
caminhos para estudar a biologia deste tumor e melhorar nossa
compreensao sobre suas altas taxas de recaidas locais sem
metéstase. Estudos adicionais com tamanhos de amostra maiores e
com analises de mutacdes devem ser conduzidos para validar nossos
achados e explorar o mecanismo de desenvolvimento e progressao
do TD.
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Sarcomas:

e Com a coorte de Sarcomas demonstramos que as CTCs e os MTCs
estdo presentes na circulacdo de pacientes com diferentes tipos de
sarcomas (leiomiossarcoma, lipossarcoma, sarcoma sinovial,
sarcoma pleomoérfico e rabdmiossarcoma). A expressao das proteinas
EGFR, GLUT-1, B-Catenina, COX-2 VEGF e TGFbeta em CTCs de
pacientes com tumor de origem mesenquimal foi demonstrada.
Nossos achados abrem novos caminhos para pesquisas futuras na
area, além de melhor entendimento da biologia desses tumores. Mais

estudos e aumento do niumero amostral sdo necessarios.

Xenotransplantes e ddPCR:
¢ Nossos achados envolvendo xenotransplantes e ddPCR sé&o pioneiros
na area e abrem novas perspectivas para 0 entendimento da
disseminacéao tumoral e detec¢do de mutacdes com o uso de bidpsias
liquidas. Estudos adicionais sdo necessarios para melhorar a
metodologia que estd sendo padronizada e trazer novas

oportunidades de compreenséo e estudo da disseminacgao tumoral.
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Introduction: Desmoid tumor (DT) is a rare neoplasm with high local recurrence rates,
composed of fibroblastic cells that are characterized by the expression of key molecules,
including the intermediate filament vimentin, cyclooxygenase-2 (COX-2), and nuclear b-
catenin, and lack of epithelial markers. Circulating tumor cells (CTCs) isolated from the
peripheral blood of patients with sarcomas and other neoplasms can be used as early
biomarkers of tumor invasion and dissemination. Moreover, CTCs can also re-colonize
their tumors of origin through a process of “tumor self-seeding.”

Obijectives: We aimed to identify CTCs in the peripheral blood of patients with DT and
evaluate their expression of b-catenin, transforming growth factor receptor I (TGF-bRI),
COX-2, and vimentin proteins.

Material and Methods: We conducted a prospective study of patients with initial
diagnosis or relapsed DT with measurable disease. Blood samples from each patient
were processed and filtered by ISET® (Rarecells, France) for CTC isolation and
quantification. The CTC expression of b-catenin, COX-2, TGF-bRI, and vimentin was
analyzed by immunocytochemistry (ICC).

Results: A total of 18 patients were included, and all had detectable CTCs. We found a
concordance of b-catenin expression in both CTCs and primary tumors in 42.8% (6/14) of
cases by using ICC and immunohistochemistry, respectively.

Conclusions: Our study identified a high prevalence of CTCs in DT patients.
Concordance of b-catenin expression between primary tumor and CTCs brings new
perspectives to assess the dynamics of CTCs in the blood compartment, opening new
avenues for studying the biology and behavior of DT. In addition, these results open the
possibility of using CTCs to predict DT dynamics at the time of disease progression and
treatment. Further studies with larger sample sizes are needed to validate our findings.

Keywords: circulating tumor cells, desmoid tumor, beta catenin expression, vimentin expression, TGF-bRI expression
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INTRODUCTION

Desmoid tumor (DT) is a rare non-metastasizing mesenchymal
neoplasm that can show aggressive local behavior and thereby
can impact the functionality and quality of life of the patients
(1, 2). DTs are typically diagnosed in adults (35-40 years) and are
more common in women of reproductive age (3, 4). They can
affect any anatomic site but are commonly localized in the
extremities, abdominal wall, and abdominal mesentery (5). The
clinical outcomes of DTs are unpredictable, with some
progressing to large-sized tumors with infiltration and
destruction of adjacent vital structures, and others showing
spontaneous regression (6). Nevertheless, reliable and validated
predictive factors regarding DT evolution are still lacking (7).

The initial management of asymptomatic patients with non-
life-threatening DTs is often watch-and-wait, as up to 20% will
regress spontaneously (8). If treatment is indicated, options
include surgery, radiation, or systemic therapy with tyrosine-
kinase inhibitors or chemotherapy (6, 8). Due to the infiltrative
nature of the disease, post-surgical recurrence rates can exceed
50% of cases, especially for extra-abdominal desmoids, which
reinforce observation as an adequate strategy (9).

Histologically, DTs are composed of fibroblastic cells
characterized on immunohistochemistry (IHC) by the
expression of intermediate filament vimentin, along with
cyclooxygenase-2 (COX-2) and nuclear b-catenin, and lack of
epithelial markers expression (1, 10, 11). Approximately 90% of
DTs are sporadic, while the remaining cases are usually related to
familial adenomatous polyposis (FAP), specifically Gardner
syndrome (12). In both cases, mutations that activate the Wnt/
b-catenin signaling pathway are likely to play a significant role in
tumorigenesis (13). Wnt/b-catenin signaling is involved in
numerous processes, such as the control of gene expression
and regulation of cell adhesion and polarity (14). In addition,
approximately 85% of DTs are related to mutations in the exon 3
of the beta-catenin encoding gene CTNNB1 (15). CTNNB1
mutations of DTs generally occur at codons 41 or 45, with
p.T41A (threonine to alanine), p.S45F (serine to phenylalaning),
and p.S45P (serine to proline) being the most frequent ones (15-
21).

Used as a new tool for diagnosing and monitoring cancer,
liquid biopsies have received increasing attention. Using a simple
blood test has enormous implications for the diagnosis of cancer,
so it is possible to avoid invasive tissue biopsies in the future and
obtain a similar result from the circulating tumor cell (CTC)
test (22).

CTCs play a central role on tumor dissemination and
metastasis, which are ultimately responsible for most cancer
deaths. Cancer cells can enter circulation years before a tumor
is diagnosed. The majority of cells die, and only a minor fraction
contains viable metastatic precursors that infiltrate organs and
survive for eventual relapse (23-25). The presence of CTCs and/
or circulating tumor microemboli (CTMs) in the peripheral
blood of patients can be early markers of tumor invasion and
spread (26). The dissemination of cancer cells from a primary
tumor is conventionally viewed as a unidirectional process that
culminates with the metastatic colonization of distant organs.

CTCs and CTMs are associated with poor prognosis in several
carcinomas. Furthermore, CTCs can colonize their tumors of
origin through a process of “tumor self-seeding” (27). In contrast
to carcinomas, few studies have examined CTCs and CTMs in
mesenchymal tumor patients (28), and to the best of our
knowledge, there are no reports of CTC detection in cases of DT.
Therefore, the aims of this study were to determine whether
CTCs could be detected in DT patients and analyze their
expression of mesenchymal proteins [vimentin, transforming
growth factor receptor | (TGF-bRI)], as well as b-catenin and
COX-2.

METHODS

Patients and Samples

This was a prospective and descriptive study, conducted with DT
patients treated at the A.C. Camargo Cancer Center, S&o Paulo,
Brazil, between June 2017 and October 2019. Peripheral blood
samples were obtained after written informed consent. CTCs
were analyzed by ISET® assay (Rarecells Diagnostics, Paris,
France). This study was approved by the local Research Ethics
Board (REB protocol 2427/17). Inclusion criteria were age >18
years, diagnosis of DT, presence of measurable disease, and a
negative medical history of recent surgical procedures or trauma.
Patients with FAP were excluded.

ISET® Assay

Blood samples (8 ml) were drawn in EDTA tubes (BD
Vacutainer®) with immediate gentle agitation after blood
collection. If samples were not processed immediately after
phlebotomy, the tubes were left on a blood homogenizer at
room temperature for up to 4 h. The isolation by size of epithelial
tumor cells (ISET) assay was performed as described previously
(29). The samples were processed on the platform according to
the manufacturer’s instructions. Eight milliliter of whole blood (1
ml per spot) was topped up to 80 ml with erythrocyte lysis buffer
containing 0.02% formaldehyde, incubated for 10 min at room
temperature, and filtered through an 8-um pore membrane. To
preserve cell integrity, filtration pressure was optimized at —10
kPa. The membrane was then washed once with phosphate-
buffered saline 1x. After processing, membranes were dried,
wrapped in aluminum foil, and stored at —20°C until use.

Immunocytochemistry

The spot membranes were subjected to immunocytochemistry
(ICC) in 24-well plates to evaluate protein expression. We made
single [one protein analyzed, stained with DAB (Dako"")] or
double (two proteins analyzed, stained with DAB and magenta
chromogen) ICC assays. Before ICC reactions, antigen retrieval
was performed using Antigen Retrieval Solution (Dako™™). Cells
in the ISET spots were then hydrated with tris-buffered saline
(TBS) 1x for 20 min and permeabilized with TBS + Triton X-100
for 5 min. Endogenous peroxides were blocked with 3%
hydrogen peroxide and kept in the dark for 15 min. The spots
were incubated with antibodies diluted in TBS supplemented
with 10% fetal calf serum. For single staining, antibody staining
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was visualized with DAB (Dako™). To amplify the antibody
signal for double staining, the spots were incubated with
Envision G/2 Doublestain System, Rabbit/Mouse (Dako™"),
followed by a 10-min incubation with magenta chromogen to

visualize the second antibody. Cells were stained with
hematoxylin and analyzed by light microscopy (BX61-Olympus).

Negative and positive controls were added for each ICC
staining. For positive controls, blood from healthy subjects was
spiked with A549 and U-87 cell lines. According to the Human
Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/), the A549 cell line
expresses both b-catenin and TGF-bRI, whereas the U-87 cell

line expresses both COX-2 and vimentin. These cell lines

were acquired from ATCC® HTB-43™. For negative controls,
A549 and U-87 cell lines spiked in healthy blood were not
incubated with the primary antibody, to avoid cross-reactivity
(Supplementary Figure 1). For protein expression analysis, cells
were classified according to their staining characteristics. The
absence of staining was considered negative, while staining of the
nucleus or cytoplasm was classified as positive, as expected for
each antibody. We did not perform statistical analysis to evaluate
protein expression, progression-free survival, or overall survival
due to the rarity of events in these patients and the short follow-
up interval.

RESULTS

Detection of CTCs and Protein

Expression Analysis

Recently, it was shown that the limit of detection of ISET is 1
CTC/10 ml of whole blood and that despite its high sensitivity,
the distribution of CTCs in membrane spots is not uniform (30).
Thus, we tested all eight spots fixed with 0.02% formaldehyde to
ensure the observation of all isolated CTCs.

Eighteen patients were enrolled in this study, including two
males and 16 females, with median age at the time of recruitment
of 43.5 years (18-65 years). DTs were diagnosed in the lower
extremities of 27.7% of patients. Clinical and pathological
characteristics were obtained from medical records and are
summarized in Table 1.

CTCs were detected in all patients. Eight spots were tested for
each patient. Two spots were tested for b-catenin and vimentin
expression (double staining), two were single-stained for either
COX-2 or TGFb-RI, and the last spots were stained with
hematoxylin for CTC visualization. In addition, the estimated
CTC count was made considering the average count of the eight
spots evaluated. The average number of CTCs detected by ISET®
was 2.6 CTC/ml (0.5-13 CTCs/ml). One CTM, a cluster of three
or more CTCs, was found in one patient. Quantification and
characterization of CTCs are presented in Table 2, Figure 1, and
Supplementary Figure 2.

CTCs of 11 patients (61.1%) expressed b-catenin.
Immunohistochemical analysis of primary tumors revealed
that 11 patients were positive for b-catenin (Figure 2) and
three were negative, and the results of four patients were not
reported. Five patients expressed b-catenin in both CTCs and
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TABLE 1 | Clinical characteristics of the patients.

Variable No. %

Total number of patients 18 100
Age at recruitment, years

Median (range) 43.5 (18-65)

Gender

Male 2 11
Female 16 89
Tumor location

Lower limbs 5 28
Upper limbs 2 11
Supraclavicular 2 11
Abdominal wall 3 18
Scapular region 1 5
Retroperitoneum 1 5
Gluteal region 2 11
Paravertebral 2 11
Relapse

Yes 12 67
No 6 33

primary tumors, and one who tested negative in the primary
tumor also tested negative in CTCs. Two patients were positive
for b-catenin expression in CTCs and negative in primary
tumors (Table 2). Because i) IHC is the gold standard method
for b-catenin detection in primary tumors and ii) primary tumor
b-catenin expression was available in the medical records of only
14 patients, we found a concordance rate between primary
tumors and CTCs of 42.8% (6 concordant/14 samples). As
concordance, we considered simultaneous positive or negative
expression of a given protein in both CTCs and primary tumors.
Among the 18 patients evaluated for protein expression in CTCs,
vimentin was observed in five patients (27.7%) (Figure 3), while nine
were positive for TGFb-RI (50%) and seven for COX-2 (38.8%).

DISCUSSION

Although it was our first study with DT, we have extensive
experience with ISET, as we have been working with this method
for a long time, with many published papers (29, 32-40)
including two with sarcomas (29, 41). In the first paper with
sarcoma (29), we tested the sensitivity of the method, as we were
the first group to test ISET for non-solid tumors, and we proved,
with cell line, that its sensitivity was high, even for mesenchymal
cells. After spiking 25, 50, 100, and 150 HT1080 cells (derived
from human fibrosarcoma), in triplicate, in 1 ml of blood from
healthy donors and filtering the blood using ISET, we found
mean numbers of 25, 54, 100, and 155 cells, respectively. The
numbers found were not identical to the numbers of cells spiked
because tumor cells were counted in a counting chamber, by
dilution, and not one by one. In this study, we also filtered blood
samples from 30 healthy donors in ISET and found no CTCs.
Since DTs do not metastasize, it is apparently counterintuitive
to find CTCs in the bloodstream of these patients. However, our
study showed that CTCs can be detected and isolated from DT
patients even from relatively low volumes of blood samples. This
finding suggests that CTCs might be playing a different role on
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TABLE 2 | CTC counting and characterization.

Patient  b-Catenin expression in Number of Number of TGFb-RI-positive =~ Number of vimentin-positive =~ Number of COX-2-positive CTC/
D the primary tumor b-catenin- CTCs in 5 ml of blood CTCs in 5 ml of blood CTCs in 5 ml of blood 1ml
positive CTCs in
5 ml of blood

1 Negative 1 0 0 1 1
2 Positive 4 0 0 1 1.8
3 Positive 0 2 2 0 3.8
4 Positive 0 1 0 2 1
5 Positive 4 0 2 2 2.6
6 Positive 0 0 0 0 0.8
7 Positive 0 4 0 8 13
8 Positive 2 1 0 0 4.8
9 Positive 0 0 0 0 2.6
10 Positive 5 8 1 0 5
11 - 2 7 2 0 4.75
12 Negative 0 0 0 0 0.5
13 - 4 2 0 0 1.75
14 Negative 1 3 0 0 10.5
15 - 3 0 0 1 5
16 - 1 0 0 0 1.25
17 Positive 6* 0 9% 1 8
18 Positive 0 1 0 0 1

CTC, circulating tumor cell; COX-2, cyclooxygenase-2.
*Patient with positive circulating tumor microemboli (CTMs) for b-catenin and vimentin.

FIGURE 1 | (A-F) CTCs isolated from patients with DTs. Cells visualized with hematoxylin. We can observe pleomorphic desmoid tumor CTCs with all cytopathological
features: nucleus size > 12 um, hyperchromatic and irregular nucleus, visible presence of cytoplasm, and a high nucleus-cytoplasm ratio (31). White asterisk: leukocytes.
Black asterisk: membrane spots. Images were taken at x600 magnification using a light microscope (Research System Microscope BX61—Olympus, Tokyo, Japan)
coupled to a digital camera (SC100—Olympus, Tokyo, Japan). CTCs, circulating tumor cells; DTs, desmoid tumors.

the DT biology. That allowed us to hypothesize that CTCs can be
working as vehicles that reseed the primary tumor, which could
potentiate its aggressiveness. CTCs are characterized by
cytomorphological features that include nucleus size 212 um;
hyperchromatic and irregular nuclei; visible presence of
cytoplasm; and a high nucleus-cytoplasm ratio (31).

We defined CTCs as cells displaying all the aforementioned
characteristics, and we also observed CTC pleomorphism
(Figure 1 and Supplementary Figure 2). Morphologic changes
resulting in more rounded or “fibroblastoid” CTCs were most
likely acquired during in vitro cell handling or by the filtering
process. In Supplementary Figure 3, examples of macrophages
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FIGURE 2 | (A) Immunocytochemistry of CTC with b-catenin antibody counterstaining with DAB. (B-F) Immunocytochemistry of CTC with b-catenin antibody and

counterstaining with magenta chromogen. We can observe different degrees of staining. (A, B) b-Catenin highly positive staining in a patient. (C, D) b-Catenin middle
staining in a patient. (E, F) b-Catenin weakly positive staining in a patient. Black asterisk: membrane spots. Black arrows: b-catenin. CTC, circulating tumor cell.

isolated from the blood of patients with DT can be appreciated,
demonstrating the morphological differences between CTCs
and macrophages.

The high prevalence of CTCs in our patient population might
be explained by the self-seeding hypothesis. It has been proposed
that self-seeding can accelerate tumor growth, angiogenesis, and

stromal recruitment through seed-derived factors (27).
Therefore, tumor self-seeding might explain the relationships
among anaplasia, tumor size, vascularity, and prognosis and also

suggests that local recurrences may result from seeding of
disseminated cells following complete tumor excision (1, 42, 43).
CTMs were isolated from a single patient (Figure 3 and
Table 2) and were positive for b-catenin and vimentin

expressions. Interestingly, it was in a 57-year-old woman
whose diagnosis was in 2013 with the blood collection in this
study made in September 2019 and who has not yet progressed.
She has received only one treatment line (tamoxifen + celecoxib).
Knowledge regarding CTMs, also called CTC clusters, has
evolved over the last decade, and increasing evidence suggests
that they play an essential role on the pathophysiology of
metastasis (44). Preclinical and clinical studies exploiting other
cancers have demonstrated that CTMs are associated with
increased metastatic potential and poor prognosis (36, 45-48).
Hayashi et al. detected CTMs in sarcoma patients using
CellSieve™, a low-pressure microfiltration device. Our group
previously isolated CTMs in sarcoma patients using ISET® but
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FIGURE 3 | Immunocytochemistry for vimentin. (A, B) Immunocytochemistry of CTC with vimentin antibody and counterstaining with DAB. (A) High staining. (B) Weak
staining. (C) Desmoid tumor CTMs observed in the blood filtered using the ISET, stained with vimentin and counterstained with DAB chromogen. (D) Leukocytes from
desmoid tumor patient. Black asterisk: membrane spots. Black arrows: vimentin expression. White asterisk: leukocytes. Keys: size comparison between a leukocyte and
a spot. CTC, circulating tumor cell; CTMs, circulating tumor microemboli; ISET, isolation by size of epithelial tumor cells.

did not address DTs (41). Taking this into account, together with
our current data, it is reasonable to hypothesize that the inability
of DTs to metastasize can be explained in part by their failure to
generate CTMs (as we rarely found CTMs in our cohort of 18
patients). However, this hypothesis needs to be interpreted
cautiously, due to the small sample size of our cohort.
b-Catenin is broadly used for DT diagnosis. In line with this,
we thought that this protein could also be expressed in CTCs.
Analysis of b-catenin protein expression in CTCs showed 35.7%
of concordance with primary tumors (considering both i)
patients from whom reports of the primary tumor were
available and ii) those patients in whom the spots analyzed for
b-catenin did not present CTCs). b-Catenin is encoded by the
CTNNBL1 gene in humans and is involved in cell signaling, acting
primarily as a transcription factor. It has an essential role on
developmental biology and cell adhesion. Mutations and
overexpression of this gene are associated with several types of
cancers, such as lung, breast, ovarian, endometrial,
hepatocellular, and colorectal carcinomas (19-21, 49). We also
identified vimentin expression in the CTCs of five patients
(27.7%). Vimentin is required for plasticity of mesenchymal
cells under normal physiological conditions and migration of
cancer cells that have undergone epithelial/mesenchymal
transition. In a previous study of sarcoma CTCs conducted by

our group, we detected vimentin in CTCs of three patients in a
cohort of 11 (29).

TGF-b is a secreted cytokine that regulates cell migration,
differentiation, and proliferation (50). Depending on its
expression level, TGF-b has both proangiogenic and
antiangiogenic  properties. Angiogenic factors (vascular
endothelial growth factor and basic fibroblast growth factor)
increase TGF-b expression when its levels are low. At high levels,
TGF-b rebuilds basement membrane and inhibits the growth of
endothelial cells and smooth muscle cells (51, 52). In this study,
curiously, nine patients (50%) were positive for TGFb-RI
expression in CTCs. In another study by our group (37), TGF-
bRI expression was associated with poor prognosis of locally
advanced head and neck cancer. The identification of TGF-bRI
in CTCs opens paths for the comprehensive exploitation of this
pathway in DT.

COX enzymes play important roles on human physiology and
various pathological conditions (53, 54). There is evidence for the
critical involvement of COX-2 in many pathologies, including
cancer (55, 56). Here, we also found a high frequency of DT
patients expressing COX-2 in CTCs. Considering that DTs do
not form metastases but show aggressive local invasion, it is
possible that COX-2 plays an essential role on this process, which
needs to be further investigated.
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In general, we found that b-catenin was highly expressed in
CTCs. Except for patient #6, we also found that at least one
marker was expressed by CTCs across the whole cohort analyzed
in this study, suggesting that evolution of protein expression in
CTCs might be used as a biomarker that allows the non-invasive
diagnosis of DT patients.

In this study, we showed that CTCs are composed of
highly heterogeneous cell populations with very different
phenotypes. This difference in phenotypes makes the
identification of CTCs challenging, due to their similarities
with other cells of the immune system, such as giant
monocytes and micromegakaryocytes. However, training in
analysis with the help of cytopathological criteria can
overcome these difficulties. Laget et al. (30) described results
that consistently show the feasibility of isolating live and fixed
tumor cells with a lower limit of detection (LLOD) of a cancer
cell per 10 ml of blood and an LLOD sensitivity ranging from
83% to 100%. Those results demonstrated that ISET® allows
highly sensitive and impartial isolation of fixed tumor cells from
blood for reliable identification of CTCs, as well as the
development of immuno-molecular studies. Here, we were able
to demonstrate the expression of mesenchymal proteins in CTCs
by ICC, which are probably involved in tumorigenesis process.

To conclude, our study opens the prospect of using CTCs to
predict desmoid dynamics throughout the course of the disease.
In addition, it demonstrates that DTs release CTCs, opening new
avenues for studying the biology of this tumor and improving
our understanding of its high local relapse rates without distant
metastasis. Additional studies with larger sample sizes should be
conducted to validate our findings and explore the mechanism of
DT development and progression.
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A.C.Camargo
Cancer Center

Centro Integrado de hagndsiseo,
Tratamento, Ensno @ Pesguisa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Andlise de Marcadores Sanguineos em Pacientes com Osteossarcoma,
Sarcomas de Partes Moles e Tumor Desmoide

Investigador Responsavel: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen
Co-Investigador: Dr. Celso A. L. Mello

Nome do (a) participante da pesquisa:

RGH:

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa.

Por favor, leia cuidadosamente este formuldrio, pois ele informa o que vocé necessita saber
sobre os objetivos deste estudo. Se concordar em tomar parte neste estudo, devera assinar e datar
este formuldrio. A sua assinatura significa que recebeu as informacdes necessarias e que deseja
participar deste estudo.

OBIJETIVOS DO ESTUDO

Usar um equipamento laboratorial novo no mercado para detectar células tumorais
circulantes (CTCs) (sdo células que se desprendem do tumor) no sangue periférico e correlacionar
seus niveis com:

- Marcadores tumorais sanguineos (substancias que podem ser encontradas no corpo,
normalmente no sangue ou na urina, quando o cdncer esta presente), observados pelo exame de
sangue que vocé faz a pedido do seu médico;

- Resposta ao tratamento (verificaremos se ha diminui¢do dos niveis dessas células durante
e apos o seu tratamento);

- Resisténcia a drogas;

- Tempo de vida apés o tratamento;

- Avaliar mutagdes encontradas nas CTCs e correlaciond-las com mutag8es encontradas no
tumor primario; (entende-se por mutagdo qualquer mudanca no material genético)

- Avaliar a proporg¢do neutrdfilo/linfocito (células de defesa do organismo) e correlacionar
com as contagens de CTCs;

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Ao concordar em participar deste estudo, vocé sera submetido a duas coletas de sangue
(aproximadamente 12 ml na primeira e 10 ml na segunda) nos seguintes momentos: antes do
tratamento sistémico e no final.

Vocé também se compromete a trazer seus exames de imagem (caso ndo os tenha realizado
aqui neste hospital) para que possamos tomar nota das medidas do seu tumor e tentar
correlaciond-las com nossos achados de célula tumoral circulante.

A identificacdo do seu material sera feita por codigos para preservar sua confidencialidade.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente o mesmo, caso vocé participe ou ndo deste estudo.
Nenhum dano imediato ou tardio, que comprometa a sua saude, podera ser decorrente deste
estudo.
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Os riscos a que vocé estara sujeito sao os riscos inerentes a qualquer pung¢ao venosa como:
dor local no ato da puncdo, sangramento no local, hematoma e raramente flebite (infeccdo na veia
puncionada), mas isto sera evitado pela limpeza adequada do local de puncdo e realizacdo do
procedimento por profissional capacitado. Apesar de raro, pode ser que ocorra equimose (quando
0 sangue sai para a pele, resultando em uma mancha azul ou purpura, redonda nao elevada ou
irregular) apds a coleta de sangue. Caso isso acontega com vocé, ndo ha nada a ser feito, a ndo ser
esperar que desapareca (desaparece em até 7 dias).

Os exames realizados em seu sangue ndo implicardo em nenhuma mudanga em seu
tratamento ou qualquer conduta médica que esteja sendo realizada ou venha a ser realizada no
seu seguimento, uma vez que a pesquisa de CTCs no Brasil ainda é experimental, ndo havendo
nenhum prejuizo para o sucesso das condutas médicas outras aos quais vocé esteja se submetendo.

BENEFICIOS

N3do haverd beneficios de qualquer espécie para os voluntdrios, apenas a importancia de
contribuir para uma pesquisa cientifica cujos dados obtidos poderao trazer beneficios para pessoas
com cancer. A recusa em participar, ndo acarretard prejuizo na qualidade do tratamento. O
pesquisador responsavel se compromete a suspender a pesquisa imediatamente ao perceber
algum risco ou dano a sua saude, que nao previsto neste termo de consentimento.

METODOS ALTERNATIVOS EXISTENTES
Apesar de métodos alternativos serem aprovados e usados na pratica clinica em outros
paises, no Brasil, esses métodos ainda ndo estdo disponiveis.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Os pesquisadores se comprometem a dar informacdo atualizada ao longo do estudo, caso
este seja o seu desejo, porém, por se tratar de nova tecnologia, os resultados ndo poderdo indicar
cura ou piora do se quadro, pois ainda ndo temos valores de referéncia para estabelecer uma
comparacdo. Contatos da pesquisadora: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen (2189-5000, ramal
2776).

CUSTOS
Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para os voluntarios por sua participagao
neste estudo.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Seus registros médicos poderdo ser consultados pela equipe de pesquisadores envolvidos
neste estudo. Os dados obtidos pela andlise do seu sangue sdo confidenciais, ndo sendo divulgada
a identificacdo de nenhum participante ainda que informag&es do registro médico sejam utilizadas
para publicagdo.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste estudo é completamente
voluntdria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer
momento, sem penalidades ou perda de beneficios aos quais tem direito.

SALVAGUARDA DE CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVACIDADE

A eventual inclusdo dos resultados em publicac¢do cientifica sera feita de modo a manter seu
anonimato. Vocé tera acesso aos seus dados de exames, atendimentos médicos e administracdo de
terapia, quando solicitados.

ESCLARECIMENTOS SOBRE COMPENSAGCOES OU DANOS RELACIONADOS A PESQUISA
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Vocé nao terd nenhum tipo de remuneracdo ao aceitar participar deste estudo. A pesquisa
nao envolve nenhuma forma de compensacdo financeira aos participantes. Ao participar dessa
pesquisa vocé ndo abre mao de nenhum dos seus direitos.

ESCLARECIMENTOS SOBRE OUTROS DIREITOS DO PACIENTE SUJEITO A PESQUISA

A sua participacdo no estudo é voluntaria. Vocé tem o direito de sair do estudo a qualquer
momento e por qualquer motivo. Caso venha a abandonar o estudo ou decidir ndo participar do
mesmo, o seu tratamento ndo serd prejudicado. No entanto, se vocé decidir sair da pesquisa,
deverd informar ao seu médico.

INFORMACéES SOBRE NOMES, TELEFONES E ENDERECOS PARA CONTATOS

Esclarecimentos para questdes sobre os direitos dos participantes na pesquisa e/ou danos
relacionados a pesquisa, contatar a pesquisadora Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen (2189 5000,
ramais 2776/2936/2993). Se o pesquisador principal ndo fornecer as informacdes/ esclarecimentos
suficientes, por favor, entre em contato com o coordenador do Coordenador do Comité de Etica
em Seres Humanos da Fundagdo Antonio Prudente- Hospital do Cancer- A.C. Camargo/ SP, cujo
horario de funcionamento é de segunda a quinta-feira, das 07:00 as 18:00h e de sexta-feira das
07:00 as 16:00h (Telefone 2189-5020; endereco: Rua Professor Antonio Prudente, 211- Liberdade-
Sao Paulo, SP).

Vocé receberd cdpia deste documento e o original sera arquivado no prontudrio do médico.
Somente assine este documento se consentir integralmente com seus termos.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

N&s lhe estimulamos a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Se tiver perguntas
relacionadas aos seus direitos como participante do estudo clinico, também pode contar com uma
terceira pessoa imparcial, o Coordenador do Comité de Etica do Hospital A. C. Camargo.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacgGes acima e entendi o propdsito deste estudo assim como os beneficios e riscos
potenciais da participacgdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste
estudo. Entendo que ndo serei submetido a nenhum exame adicional e ndo receberei compensagao
monetdria por minha participagdo neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
Assinatura do (a) voluntario (a) dia més ano
Nome do (a) voluntario (a) - letra de forma
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao
paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano

- 20 de dezembro de 2017
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