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RESUMO

JUSTIFICATIVA: Canceres gastricos avangados sao geralmente associados com
condi¢gbes incuraveis, para as quais, tratamentos sistémicos sdo indicados. Estudos
recentes sugerem que o DNA livre circulante plasmatico de origem tumoral (ctDNA) é
um promissor biomarcador ndo invasivo que pode ser utilizado para predizer o
prognostico e monitorar a eficacia de tratamentos sistémicos em pacientes com
determinados tipos de cancer. Realizamos um estudo piloto para analisar o papel
potencial do ctDNA como um biomarcador em pacientes com cancer gastrico avangado.
METODOS: Foram incluidos 30 pacientes com cancer gastrico localmente avangado
irressecavel ou metastatico. Obtivemos amostras (10 mL de sangue total) de cada
paciente a cada 3 meses e realizamos tomografia computadorizada (TC) concomitante
até a progressdo da doenga ou morte. Amostras de DNA livre circulante plasmatico
total(cfDNA) foram medidas utilizando o GeneQuant RNA/DNA Calculator-Amersham
Pharmacia Biotech (Biochrom) Ltd. O cfDNA foi utilizado para avaliar as sequéncias de
DNA ALU 247 e 115. O nivel de ctDNA foi calculado a partir da razdo da expressao de
sequéncias de ALU de DNA e a concentragao de DNA total livre de células. Utilizamos
os critérios RECIST 1.1 para avaliar a resposta tumoral. RESULTADOS: Pacientes com
cancer gastrico avangado tiveram concentragdes significativamente mais altas de
cfDNA em comparagdo com controles normais (p = 0,00015), o que nos permitiu
concluir que o cfDNA nos pacientes se originou do tumor. Nao encontramos correlagao
significativa entre o nivel de ctDNA e SG ou a resposta tumoral. No entanto, apds os
primeiros ciclos de quimioterapia (aos 3 meses), observamos que 0s pacientes com
niveis mais baixos de ctDNA apresentaram SLP significativamente mais longos, quando
comparados aqueles com niveis mais altos (Regressdo de Cox p = 0,0228).
CONCLUSOES: Aos 3 meses apds o inicio da quimioterapia, os niveis de ctDNA estéo
correlacionados com a SLP em pacientes com cancer gastrico avangado que recebem
quimioterapia sistémica. O ctDNA pode ser um novo biomarcador especifico, ndo
invasivo e econdmico para esses pacientes.

Palavras-chave: DNA tumoral circulante. Bidpsia liquida. Neoplasias gastricas.
Conduta do tratamento medicamentoso.



ABSTRACT

BACKGROUND:Advanced gastric cancers are usually associated with incurable
conditions for which systemic treatments are indicated. Recent studies suggest that
circulating cell-free plasma DNA of tumour origin (tDNA) is a promising non-invasive
biomarker that can be used to predict the prognosis and monitor the efficacy of
systemic treatments in patients with certain types of cancer. We conducted a pilot study
to analyse the potential role of tDNA as a biomarker in patients with advanced gastric
cancer. METHODS:We included 30 patients with locally advanced unresectable or
metastatic gastric cancer. We obtained samples (10 mL of total blood) from each patient
every 3 months and performed concomitant CT until disease progression or death.
Total cell-free circulating DNA (cfDNA) samples were measured using GeneQuant
RNA/DNA Calculator-Amersham Pharmacia Biotech (Biochrom) Ltd. The cfDNA was
used to evaluate the ALU DNA sequences 247 and 115. The level of tDNA was
calculated from the ratio of the expression of ALU DNA sequences and the
concentration of total cell-free DNA. We utilized the RECIST criteria 1.1 to evaluate the
tumour response. RESULTS:Patients with advanced gastric cancer had significantly
higher concentrations of cfDNA compared with normal controls (p =0.00015), which
allowed us to conclude that the cfDNA in the patients originated from the tumour. We
did not find any significant correlation between the level of tDNA and OS or tumour
response. However, after the first cycles of chemotherapy (at 3 months), we observed
that patients with lower tDNA levels had significantly longer DFS compared with those
with higher levels (Cox Regression p =0.0228). CONCLUSIONS:At 3 months after the
beginning of chemotherapy, the tDNA levels are correlated with DFS in patients with
advanced gastric cancer who receive systemic chemotherapy. tDNA may be a specific,
non-invasive and cost effective new biomarker for these patients.

Keywords: Circulating Tumor DNA. Liquid Biopsy. Stomach Neoplasms. Medication
Therapy Management.
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1 INTRODUGCAO

A maioria dos pacientes com cancer gastrico nos Estados Unidos € sintomatica e
ja tem doenca incuravel avangada a apresentagao inicial. No momento do diagnéstico,
aproximadamente 50% destes tém doenca que se estende além dos limites
locorregionais e, apenas metade daqueles que parecem ter envolvimento de tumor
locorregional inicial pode sofrer uma ressecgédo potencialmente curativa. Canceres
gastricos precoces curaveis cirurgicamente sdo geralmente assintomaticos e raramente
sdo detectados fora do ambito de um programa de rastreio. O rastreio ndo é
amplamente realizado, exceto em paises com incidéncia muito alta, como Japao,
Venezuela e Chile.(1)

No Brasil, excluindo-se os casos de cancer de pele ndo melanoma, a neoplasia
de estdbmago é o quarto cancer mais frequente em homens e o sexto mais frequente
entre as mulheres.(2) Em ambos os sexos a incidéncia aumenta a partir de 35-40 anos
em propor¢desdiferentes. A incidéncia desse tipo de tumor vem diminuindo, no entanto,
a taxa de mortalidade permanece alta. Apesar das diferencas de incidéncia e dos
programas de deteccao precoce diferentes entre o Oriente e o Ocidente, a sobrevida
em 5 anos é de cerca de 30% nos paises desenvolvidos e de 20% nos paises em
desenvolvimento.(2)

Apesar de a etiologia ser desconhecida, ha fatores hereditarios e nao
hereditarios claramente associados ao aparecimento e desenvolvimento do cancer
gastrico. Os fatores de risco conhecidos sdao os seguintes: 1) infecgdo gastrica pelo
Helicobacter pylori; 2) idade avangada e sexo masculino; 3) habitos de vida, como dieta
pobre em produtos de origem vegetal, dieta rica em sal, consumo de alimentos
conservados de determinadas formas, como defumacido ou conserva, e exposicao a
drogas, como tabagismo; 4) gastrite atréfica crénica, metaplasia intestinal da mucosa
gastrica, anemia perniciosa, polipo adenomatoso do estdmagoe gastrite hipertrofica
gigante; 5) histéria pessoal ou familiar de algumas condi¢cbes hereditarias, como o

préprio cancer gastrico e a polipose adenomatosa familiar.(3-5)
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2 DIAGNOSTICO, ESTADIAMENTO E PROGNOSTICO DE CANCER GASTRICO

2.1 Diagnéstico

O tipo histolégico mais comum do cancer gastrico € o adenocarcinoma, que
corresponde a mais de 90% dos casos de neoplasia maligna do estdbmago.

O adenocarcinoma do estdbmago pode ser subdividido em dois tipos: o difuso de
Lauren e o tipo intestinal. O primeiro apresenta-se com padréo infiltrativo, com extenséo
submucosa e metastases precoces, acomete mais mulheres em idade jovem, do tipo
sanguineo A e esta associado a pior prognéstico. O tipo intestinal apresenta-se como
um tumor mais diferenciado, acomete mais homens, em especial, idosos, e evolui
principalmente de lesdes pré-malignas.

O céancer gastrico tem seu prognostico e tratamento definidos pela localizagao e
estadiamento do tumor, numero de linfonodos ressecados e acometidos e presenga de
metastases.(6-8)

O diagnéstico de cancer gastrico é feito geralmente a partir de uma queixa clinica
relacionada a sintomas do trato digestivo alto (plenitude gastrica, sangramento digestivo
alto ou baixo, nausea e vdmito) ou a sintomas constitucionais (perda de peso, anorexia
e astenia). A anamnese e o exame fisico norteardo a investigacdo diagnostica
subsequente. E importante observar que o diagndstico clinico do cancer gastrico é
dificil, porque n&do ha sintomas patognomoénicos. Além disso, a doenga pode cursar
assintomatica, inclusive na sua fase mais avangada, ja com metastases. Quando da
suspeita do diagndstico, o paciente deve ser submetido a endoscopia digestiva alta, na
qual sera realizado bidpsia de lesbdes suspeitas e se descrevera a localizagao de lesdes
(cardia com especial atencéo a jungao gastroesofagica, fundo, corpo, antro e piloro) e o
grau de disseminagao no 6rgao. Mesmo que uma lesao caracteristicamente neoplasica
nao seja encontrada, bidpsias de alteragdes inespecificas e amostras aleatérias devem
ser coletadas.(9)

A biopsia endoscopica fornece o diagnéstico definitivo. Tumores originados no
estdbmago proximal, a menos de 5 cm da juncdo esbdfago-gastrica, cruzando-a, sao

classificados como tumores esofagicos. Saber o tipo histologico, grau de invasao
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tumoral, invasao linfovascular, comprometimento da mucosa e margens cirurgicas €
fundamental. O relatério patolégico deve incluir a localizagdo tumoral relacionado a

JEG, o numero de linfonodos totais e ressecados.(10)

2.2 Estadiamento

Apos o diagnéstico histolégico, a tomografia computadorizada do abdome e do
térax, com contraste oral e venoso, deve ser realizada para definir o estadiamento e
planejar o tratamento. E frequente que a doenca ja se apresente em estagios
avancados. O tratamento é definido por extensdo da doenga na apresentacéao.
Ressonéncia magnética deve ser solicitada quando seu resultado tiver potencial de
alterar a conduta terapéutica inicial. A ultrassonografia endoscépica (também conhecida
por ecoendoscopia) pode auxiliar na avaliagdo da extensdo locorregional da doenca.
Uma revisao sistematica com metanalise avaliou a acuracia desta técnica e concluiu
que este exame pode ser considerado clinicamente util para guiar o estadiamento do
cancer gastrico. Entretanto, a heterogeneidade dos resultados e o baixo desempenho
na avaliagao de tumores superficiais (T1a vs. T1b) e na avaliagdo do comprometimento
linfonodal levaram os autores a sugerir que mais estudos devem ser realizados para
que este exame seja obrigatoriamente incorporado na rotina assistencial.(11)

Além disso, a laparoscopia exploradora (LE) com finalidade de estadiamento tem
papel crucial no CG.O diagndstico de doenca intra-abdominal (ex.: carcinomatose
peritoneal) € essencial paradeterminar o regime de tratamento mais adequado no
momento do diagnéstico. A LE tambémcomplementa estudos de imagem pré-
operatoérios, que podem ter sua capacidadede indentificacdo limitada na avaliagdo de
extensdo regionalde tumores primarios, doenga metastatica e carcinomatose

peritoneal.(12)

2.2.1 Classificagao TNM
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Quadro 1 - Classificagdo TNM de acordo com Diretrizes do "National Comprehensive

Cancer Network"

Os linfonodos regionais ndo podem

Tx O tumor ndo pode ser avaliado. NX .
ser avaliados.
TO |Sem evidéncia de tumor primario NO Sem invasao linfatica regional.
. Tumor.m sltu/.dlsplasm dg alto~grau: i 5 kifonodosweglonals
Tis | tumor intraepitelial sem invasao da N1 .
A . acometidos.
lamina prépria
O tumor invade a lamina prépria ou . o
3 a 6 linfonodos regionais
T1 muscular da mucosa (T1a) ou N2 .
acometidos.
submucosa (T1b).
. . 7 ou mais linfonodos regionais
T2 | Otumor invade a muscular prépria. N3 . €
acometidos.
T3 O tumor invade a subserosa. N3a #a ll_nfonodos FREES
acometidos.
Ta O tumor perfura a serosa (T4a) ou N3b 16 ou mais linfonodos regionais

invade estruturas adjacentes (T4b).

acometidos.

MO Sem metdstase a distancia
M1 Metdstase a distancia

Fonte: National Comprehensive Cancer Network(13)

2.2.2 Classificagao por grupamento de estadios clinicos

Quadro 2 - Classificagao por grupamento de estadios clinicos de acordo com Diretrizes
do "National Comprehensive Cancer Network"

ECO Tis NO MO

ECIA T1 NO MO
T2 NO MO

REia L | N2 MO
T3 NO MO

ECIIA T2 N1 MO
T1 N2 MO

T4a NO MO

T3 N1 MO

Sl T2 N2 MO
T1 N3 MO

T4a N1 MO

ECIIIA T3 N2 MO
T2 N3 MO

T4b NO, N1 MO

ECIIB T4a N2 MO
T3 N3 MO

T4a N3 MO

ECIIC T4b N2, N3 MO
ECIV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: National Comprehensive Cancer Network(13)
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2.3 Prognoéstico

Além dos exames laboratoriais realizados para avaliar as condi¢des clinicas do
paciente, marcadores tumorais podem ser medidos. Elevacdes de CA 72-4, CA 19-9 e
CEA séo indicativos doenga extensa e, logo, de pior prognéstico. Porém, além de nao
ter sido avaliada a utilizagdo sistematica destes exames para avaliagdo pré-operatoria,
resposta ao tratamento e seguimento em estudos de fase lll, eles tém acuracia variavel
nos estudos diagnésticos publicados. Estes fatos limitam sua recomendacéao
mandatdria na pratica clinica.(14)

Os niveis séricos de antigeno carcinoembrionario (CEA), o antigeno
glicoproteina CA 125 (CA 125), CA 19-9 (antigeno carboidrato 19-9, também chamado
de antigeno cancerigeno 19-9), e o antigeno cancerigeno 72-4 (CA 72-4) podem estar
elevados em pacientes com cancer gastrico.(15-18) Entretanto, baixas taxas de
sensibilidade e especificidade impedem o uso de qualquer um desses marcadores
sorologicos como testes diagnodsticos para o cancer gastrico. Em uma minoria de
pacientes, uma queda em um nivel elevado de CEA e/ou CA 125 iniciais pode se
correlacionar com a resposta a terapia pré-operatéria, mas as decisdes clinicas quase
nunca sao feitas com base apenas nas alteracbes do marcador tumoral. Da mesma
forma, em muitos,(19,20) mas ndao em todos os estudos,(17,21) elevagbes pré-
operatérias em marcadores tumorais séricos sdao um indicador independente de
prognostico adverso. No entanto, nenhum achado sorolégico deve ser usado para
excluir um paciente da consideragao cirurgica. Recomendagdes para avaliagdo pré-
operatéria e estadiamento do cancer gastrico da base de dados National
Comprehensive Cancer Network (NCCN)(13) ndo incluem o ensaio de qualquer
marcador tumoral. Alguns cénceres gastricos estdo associados a niveis séricos
elevados de alfa-fetoproteina (AFP); referidos como céanceres gastricos produtores de
alfa-fetoproteina.(22-25) Um subgrupo, os adenocarcinomas hepatoides do estdmago,
tem uma aparéncia histologica semelhante a do cancer hepatocelular (CHC).
Independentemente da morfologia, os canceres gastricos produtores de AFP sao

agressivos e associados a um mau prognostico.
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Aumentos no pepsinogénio Il sérico ou decréscimos na razao pepsinogénio |/
pepsinogénio Il tém sido usados em programas de rastreamento populacional para
identificar pacientes com risco aumentado de cancer gastrico, mas séao
insuficientemente sensiveis ou especificos para estabelecer um diagndstico em um

paciente individualmente.
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3 BIOPSIA LIQUIDA

Nas ultimas décadas, o conceito de medicina de precisdo renovou
dramaticamente o campo da oncologia médica. A introdugao de terapias adaptadas ao
paciente melhorou significativamente todos os resultados mensuraveis. A bidpsia
liquida € uma técnica revolucionaria que esta abrindo perspectivas anteriormente
inesperadas. Inicialmente correlacionados ao prognostico, os dados de bidpsia liquida
estdo sendo estudados ainda para o diagnostico de cancer, incluindo, rastreios e, o
mais importante, para a previsdo de resposta ou resisténcia a determinados
tratamentos.(26)

Como consequéncia do seu potencial diagnoéstico, as novas biotecnologias
destacaram as limitagbes dos métodos de amostragem atuais:(27) bidpsias tradicionais
e procedimentos cirurgicos sao invasivos, carregados de potenciais complicagdes, em
algumas situagdes, irrepetiveis e ndo podem ser realizadas quando as condi¢des
clinicas pioraram ou quando um tumor € inacessivel.(28) Além disso, o perfil gendmico
dos tecidos da bidpsia fornece um quadro tumoral limitado a um Unico ponto no tempo e
também pode mostrar a heterogeneidade genética de numerosos subclones
tumorais.(29)

Células cancerigenas apoptéticas ou necroticas liberam fragmentos de DNA
circulantes livres de células, designadas como DNA tumoral circulante (ctDNA), bem
como exossomos (EXOs), ou seja, estruturas subcelulares encapsuladas em
membranas contendo proteinas e acidos nucléicos liberados pelas células
tumorais.(30,31) Os sitios tumorais e metastaticos primarios também sao capazes de
esfoliar células vitais que, uma vez inseridas na corrente sanguinea, sdo células
tumorais circulantes (CTCs). O isolamento desses componentes derivados do tumor a
partir do sangue periférico e sua avaliagdo gendmica ou protedmica representam uma
nova ferramenta diagnostica, chamado de "bidpsia liquida". A bidpsia liquida atualmente
oferece alta especificidade, permitindo a coleta de dados robustos e reprodutiveis de
forma simples e nao invasiva, utilizando uma amostra de sangue periférico.(30) Até
hoje, a biopsia liquida ndo é um teste de rotina na pratica clinica, mas suas aplicagdes

potenciais estdo crescendo rapidamente: desde a utlizagdo em perfil gendmico
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diagndstico, em monitoramento da resposta a tratamentos cirurgicos, na avaliagéo da
resposta ou da resisténcia a tratamentos sistémicos, até a quantificacdo da doenca

residual minima.(27)

3.1 Células tumorais circulantes (CTCs)

Desde a primeira descricdo em 1869 das células tumorais no sangue periférico,
progressos substanciais foram obtidos durante os ultimos anos a partir de aplicagdes
biotecnoldogicas sustentadas para isolar CTCs de componentes sanguineos
heterogéneos.(32) CTCs séo liberados originarios de tumores primarios ou secundarios;
migram para o sistema circulatério e sdo responsaveis pelo desenvolvimento de
metastases a distancia.(33) As CTCs sao extremamente raras, ocorrendo em uma
frequéncia tdo baixa quanto 1 CTC por 106-107 leucdcitos, com numeros ainda
menores nas doengas em estagio inicial.Avaliado inicialmente como nao-leucocitico,
células nucleadas de origem epitelial, CTCs ndo tém aspectos morfolégicos bem
definidos e podem variar de acordo com o tipo e estagio do cancer.(34) As CTCs
também podem se agrupar com células tumorais parentais ou com fibroblastos,
leucécitos, células endoteliais ou plaquetas, formando agregados com maior propensao
a semear metastases a distancia do que CTCs simples, gragas a uma vantagem de
sobrevivéncia e a protegao contra o sistema imunoldgico e o estresse oxidativo.(35)

Doenca metastatica € responsavel por 90% das mortes relacionadas ao
cancer.(36) O processo metastatico pode ser desencadeado por uma célula tumoral
circulante (CTC) realizando com sucesso uma série de processos que levam a
disseminagao tumoral. Primeiro, a CTC separa-se do tumor primario e invade a corrente
sanguinea. Uma vez em circulagdo, a CTC evita a deteccdo do sistema imune e
extravasa em microvasos de um tecido alvo.(37) A formacdo bem-sucedida de uma
lesdo metastatica depende da capacidade do CTC de se adaptar, sobreviver e induzir a
neoangiogénese no tecido alvo.(38) As CTCs foram identificadas em muitos tipos de
cancer, incluindo o cancer da bexiga,(39) do estdbmago,(40) da préstata,(41) do
pulmé&o,(42) da mama,(43) e do colon.(44)

As abordagens de isolamento/enriquecimento de CTC podem ser principalmente

categorizadas em dois grupos: (1) métodos fisicos e (2) métodos biologicos. O
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isolamento baseado nas propriedades fisicas nao requer a marcagao imunoldgica das
CTCs, pois depende das caracteristicas das CTCs, tais como tamanho, densidade,
carga elétrica, capacidade migratéria e potencial de deformagdo. Estes métodos
incluem centrifugacao por gradiente de densidade, filtracdo e dielectroforese. Diversas
abordagens baseadas na filtragdo foram desenvolvidas com base no conceito de que a
maioria das CTCs derivadas de canceres epiteliais sdo geralmente maiores em
didmetro que outras células sanguineas.(45,46) No entanto, variagdes significativas no
tamanho das células dentro de um mesmo paciente, bem como em diferentes tipos de
células tumorais foram relatadas.(47-49) Portanto, novas abordagens usando multiplos
filtros foram investigadas na tentativa de solucionar tais problemas e alcangar o
enriquecimento preciso das CTCs.(50,51) Embora seja provavel que essas novas
abordagens possuam uma grande promessa no isolamento de CTCs, outros estudos de
validagao devem ser realizados para verificar sua significancia. Métodos bioldgicos sao
outra abordagem popular para o isolamento de CTCs, que se baseiam na captura de
CTCs baseada em anticorpos imunolégicos. Em geral, este ensaio envolve selegao
positiva com anticorpos contra antigenos associados a tumores, tais como adeséo de
células epiteliais (EpCAM) e citoqueratinas (CKs), bem como sele¢cdo negativa com
anticorpos contra o antigeno leucocitario comum CD45.

O 6rgéao regulatério americano Food and Drug Administration (FDA) aprovou um
método para enumeragdo CTC utilizado para prever o resultado do paciente com
cancer em tratamento. O CellSearch ™ da Veridex foi liberado para uso clinico em
pacientes com cancer de mama,(52) colo-retal(53) e prostata.(54) Este método
enriguece células usando um ferrofluido magnético contendo anticorpos contra a
adesao de células epiteliais(EpCAM). As céluas sao entdo coradas para expressao de
citoqueratina (CK) 8, 18 e 19, todos os quais séo proteinaas estruturais intracelulares
encontradas em células epiteliais. A presenga dessas células raras detectadas pelo
CellSearch tem sido implicada em pior prognostico e desfecho do cancer. Pacientes
com niveis de CTCs iguais ou superiores a 5 por 7,5 ml de sangue total, em
comparagdao com o grupo com menos de 5 CTCs por 7,5 ml, tiveram uma menor
mediana de sobrevida livre de progressao (2,7 meses vs. 7,0 meses, p < 0,001) e

menor sobrevida global (10,1 meses vs.> 18 meses, p <0,001). Como o método
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CellSearch, a maioria das técnicas de deteccdo de CTC depende da expressao EpCAM
e CK.(52)

No entanto, ndo ha consenso sobre os anticorpos especificos a serem utilizados.
Os CTCs expressam molécula de adeséo celular epitelial (EPCAM), que € considerada
como um biomarcador que reflete um fator de risco para recorréncia tumoral, (52)
embora as citoqueratinas, incluindo CK8, CK18, CK19 e marcadores tumorais
especificos (TTF-1, PSA, HER-2 etc.) (65-57) também sao uteis para deteccédo e
isolamento. Por outro lado, o EPCAM é geralmente perdido durante a transigao epitelial
para mesénquima (EMT), o processo que sustenta a migragcao e extravasamento de
CTC para sitios secundarios, e a resisténcia a anoikis e apoptose que tem sido
recentemente relacionada a resultados clinicos ruins em mama, colorretais, de prostata,
de ovario e de pulmao de células ndo pequenas (CPNPCs).(58-62)

Além disso, os CTCs podem adquirir um fenétipo semelhante a células-tronco
expressando marcadores tipicos como CD44, CD133 e aldeido desidrogenase (ALDH),
e propriedades proliferativas e auto-renovaveis favorecendo a metastatizacdo em
tecidos secundarios.(63,64) E, portanto, possivel encontrar nas mesmas CTC amostras
de sangue com fendtipo de células-tronco epiteliais, EMT ou cancerosas, suportando
assim sua heterogeneidade e, ao mesmo tempo, limitando sua purificacdo e analise.
Por esta razdo, é necessario combinar métodos diferenciais para isolar CTCs
funcionalmente heterogéneos.(65)

Outro recente sistema denominadoDEPArray permite a detecgao e recuperagao
de CTCs individuais por marcadores de superficie ou citoplasmaticos, bem como
propriedades de tamanho e movimentagao dieletroforética.(66) Um método alternativo é
baseado na secregao protéica ou nas propriedades migratérias de CTCs (67) que
permite a ligacdo dessas células a substratos sintéticos co-tratados com moléculas
complementares especificas.

No entanto, esses métodos estdo sob investigagao intensiva para melhorar sua
complexidade e baixa especificidade. Embora seja necessario otimizar o procedimento
padrdo para isolar CTCs, sua investigacdo em oncologia moderna definitivamente

desempenha um papel fundamental na conjugagdo da pesquisa basica com a tomada
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de decisdo clinica como marcador prognéstico, diagnostico e preditivo dindmico na
pratica médica cotidiana.

Ha interesse em se utilizar CTCs para prever locais de futuras metastases. A
detecgéo e o conhecimento da arquitetura molecular dessas células podem servir como
biomarcadores para sinalizar células disseminadas capazes de metastase e indicar
potenciais 6rgaos alvo.(68) Os estudos nao foram concluidos nesta area, mas foram
mencionados como uma area de grande interesse atual.

O papel das CTCs como um parametro preditivo da resposta ao tratamento
também é interessante na pesquisa com bidpsia liquida. Os dados mostram que a
contagem de CTC tem um papel potencial no monitoramento em tempo real da
resposta as terapias. No tratamento de primeira linha do cancer de mama metastatico,
por exemplo, como demonstrado no ensaio clinico SWOG0500, a estratificacdo dos
pacientes de acordo com a contagem de CTC, no nivel basal e durante o tratamento,
identificou subgrupos de pacientes com taxas de sobrevida significativamente
diferentes, 35, 23, e 13 meses, respectivamente.O potencial da contagem de CTC na
pratica clinica diaria esta sob investigacédo, especialmente quando a analise de CTC

pode ser utilizada como ferramenta na defini¢do do tratamento.(69)

3.2 DNA livre circulante total (cfDNA)

O estudo de cfDNAs tem uma historia consideravelmente longa desde que foi
relatado pela primeira vez em 1948 por Mandel e Metais,(70) que detectaram com
sucesso os acidos nucléicos no plasma humano. Em relagdo a neoplasia maligna, em
1977, Leon et al.(71) relataram pela primeira vez a presenga cfDNA no soro de
pacientes com cancer. Além disso, também mencionaram sua potente fungdo como um
indicador clinico, demonstrando a diminuicdo dos niveis de cfDNA em resposta a
radioterapia. Em 1989, Vasioukhin et al.(72) detectaram com sucesso o cfDNA com
caracteristicas neoplasicas e propuseram a primeira evidéncia sugerindo que o0s
tumores podem langar DNA na circulagdo. Esses achados abriram um novo campo na
exploracdao de acidos nucléicos circulantes, e varios estudos demonstraram a funcao

biolégica de cfDNAs e seu potencial como novos biomarcadores em relagdo ao DNA,
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MRNA e miRNAs. O estudo do cfDNA circulante no plasma/soro envolve a medicédo do
volume total de DNA circulante, bem como a detecgdo de aberragcbes
genéticas/epigenéticas relacionadas ao cancer, que incluem instabilidade de
microssatélites, perda de heterozigosidade, polimorfismos genéticos, mutagdes
pontuais, metilagdo , delecdo/amplificagdo/translocagédo do cromossomo e integridade.

O cfDNA é considerado como um dos maiores avangos no campo do diagndstico
inovador, usado como "biépsia liquida". Os parametros cinéticos de um biomarcador
sao obrigatorios para avaliar sua utilidade como uma ferramenta de diagnéstico. Dessa
forma, a obtencdo de valores precisos para os parametros cinéticos (por exemplo,
meia-vida) é crucial para o monitoramento terapéutico do cfDNA,pois esses valores
podem ser o reflexo da progresséo ou da regressao de uma patologia, mas também ser
um fator prognéstico para o tratamento. No entanto, pouco se sabe sobre as
propriedades intrinsecas do cfDNA, mais especificamente, suas propriedades cinéticas
dentro do organismo.(73)

O cfDNA é derivado de células no sangue seguindo diferentes mecanismos
como morte celular, secregdo ativa, apoptose, fagocitose, autofagocitose, etc.
Aumentos nos niveis de cfDNA sao descritos em varias condi¢gbes patoldgicas como
cancer, sepsis, doencgas auto-imunes e, em particular, estados fisiolégicos, como
gravidez ou exercicio fisico intenso. Como resultado, o nivel de cfDNA é estudado como
um potencial biomarcador para rastreio, diagnéstico e prognéstico. Como um potencial
biomarcador, € crucial caracterizar as propriedades cinéticas intrinsecas do cfDNA
dentro do organismo, especialmente ao usar a analise de cfDNA como ferramenta de
diagnéstico longitudinal para monitorar o curso do tratamento. Como produto bioldgico
enddégeno, o cfDNA pode seguir a distribuicdo fisiologica (em tecidos e fluidos
fisiologicos) e os processos de eliminagcao. Os parametros cinéticos sao estabelecidos
quando se analisa a evolugao das concentragcdes sanguineas, séricas ou plasmaticas
de uma substancia ao longo do tempo. Assim, a evolugao da concentragédo de cfDNA
ao longo do tempo reflete esses processos. A variabilidade intra ou interindividual
devido a condigbes fisiologicas ou fisiopatologicas particulares pode afetar os niveis de
cfDNA.(74,75)
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A fonte de cfDNA em individuos saudaveis é somente por apoptose, produzindo
fragmentos menores de DNA de tamanhos uniformes. Em pacientes com céncer, no
entanto, a necrose produz fragmentos de DNA mais longos e irregulares, além dos
fragmentos mais curtos na apoptose.(76) Portanto, niveis elevados de fragmentos mais
longos de DNA na corrente sanguinea foram estudados como um bom marcador para a
presenca de DNA de tumor maligno (77-79) e os niveis de cfDNA no soro sanguineo
sdo maiores em pacientes com cancer em comparagao com individuos saudaveis.(80-
83) Consequentemente, a integridade do DNA - a razdo entre fragmentos mais longos e
mais curtos - tem sido explorada por sua utilidade no diagndstico e prognostico de
canceres. Sugere-se ainda, que seus valores podemestar mais aumentados em
pacientes com cancer particularmento metastaticos mais do que em casos néao
metastaticos. Por exemplo, constatou-se que a progresséo tumoral relacionada a
metastases linfonodais regionais pode ser predita em pacientes com cancer de mama
primario de acordo com os nives de cfDNA.(84)

No cancer, uma porgao do cfDNA origina-se de células tumorais, referidas como
DNA de tumor circulante (ctDNA), e pode conter mutagdes correspondentes ao tumor
do paciente, por exemplo alelos especificos de TP53. O perfilamento do cfDNA tornou-
se recentemente uma area de crescente relevancia clinica em oncologia, em particular
devido aos avangos na sensibilidade das técnicas de biologia molecular e ao
desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de proxima geragdo, pois iSso
permite que as mutag¢des tumorais sejam identificadas e rastreadas de forma néo
invasiva. Isso abriu novas possibilidades para monitorar a evolugdo do tumor e a
aquisicao de resisténcia, bem como para orientar as decisdes de tratamento quando o

tecido da biépsia do tumor é insuficiente ou indisponivel.(85)

3.3 DNA Tumoral circulantelivre (ctDNA)

A primeira evidéncia experimental de cfDNA no sangue foi relatada por Mandel e
Metais em 1948.(70) Posteriormente, somente em 1977 que o cfDNA passou a ser
estudado no campo de oncologia quando Leon et al. demonstraram que a concentragao
de cfDNA estava aumentada em pacientes com cancer de pancreas e que em alguns

casos sua concentragado diminuia apés o inicio da terapia.(71)
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A fracao de cfDNA originada de células tumorais foi denominada DNA tumoral
circulante livre (ctDNA). Até o momento, diferentes mecanismos de liberacdo de ctDNA
na corrente sanguinea foram pesquisados. Em condi¢gées normais, o cfDNA de células
apoptéticas e necroticas é rapidamente fagocitado por macréfagos e outras células de
eliminagdo (77,86) e, quando a fagocitose de macrofagos é exaurida, quantidades
aumentadas de nucleossomos séo liberadas na corrente sanguinea, como provado pela
evidéncia de que a maioria dos fragmentos de ctDNA terem 180-200 pares de bases
(pb) de comprimento.(87) Isso é tipico da apoptose quando a degradagédo do DNA em
unidades nucleossdmicas gera esse tamanho de pb de material nuclear. No entanto, o
ctDNA também pode ser ativamente liberado na corrente sanguinea pelas células vivas.
Bergsmedh et al.sugeriram que essa transferéncia de ctDNA é capaz de mediar o
processo de metastatizagdo e gerar a instabilidade genética necessaria para a
transformacgao maligna.(88)

Em individuos normais, a concentragao plasmatica de cfDNA varia de menos de
10 ng/ml a mais100 ng/ml,com meia-vida entre 16 min e 2,5 h.(89,90) No entanto, altos
niveis de cfDNA n&o foram correlacionados com doenga maligna, mas freqientemente
associados a outras condi¢cdes, como inflamacédo, trauma ou exercicio fisico. Em
pacientes com cancer, o ctDNA representa uma pequena propor¢cédo de cfDNA total,
variando de menos de 0,1% a mais de 10% de acordo com a carga tumoral, estagio do
cancer, renovacao celular e resposta a terapia.(91) Portanto, tanto a quantificagao
quanto detecgao de variantes especificas ou um hotspot mutacional em ctDNA tém um
impacto direto sobre a utilidade clinica do ctDNA. Estudos anteriores demostraram
diferencas no tamanho dos fragmentos entre ctDNA e cfDNA,(87) e Underhill et al.
demonstraram que uma fracédo especifica de DNA com uma faixa de tamanho € 20-50
pb mais curta que o tamanho de cfDNA de doadores saudaveis é substancialmente
enriquecida com ctDNA em céancer.(92) Até a data, os kits comerciais para extrac¢ao de
acido nucleico de diferentes fluidos corporais sdo baseados em afinidade column-based
ou métodos magnetic-bead-based. Devido a falta de procedimentos padronizados em
termos de coleta de amostras, isolamento e andlise, ainda é dificil fazer uma
comparacao real entre dados diferentes na literatura. Em particular, muitas revisdes

sugerem a necessidade de avaliar os fatores pré-analiticos envolvidos na coleta de
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amostras que podem afetar a analise do ctDNA. O plasma é geralmente preferido em
relagdo ao soro para evitar a contaminagado do cfDNA pelo DNA gendémico derivado da
lise de leucédcitos e outras células hematopoiéticas.(93) No entanto, varios estudos
demonstraram que outros fluidos corporais, como a urina, saliva e liquido
cefalorraquidiano,podem contém uma quantidade maior de ctDNA do que o plasma.(94)
Amostras de sangue devem ser coletadas em tubos contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), um anticoagulante que inibe a atividade da DNase
sanguinea e € compativel com a reagcao em cadeia da polimerase (PCR). Além disso, o
tempo entre a coleta e o processamento sanguineo € outro fator critico para a
concentracéo de cfDNA. E importante remover as células sangiiineas que podem lisar e
liberar o DNA da linha germinativa, o que diluiria o ctDNA.Por fim, a temperatura
demonstrou ter uma forte influéncia nos niveis de cfDNA. De fato, quando o sangue é
armazenado a temperatura ambiente antes do processamento, ha um aumento macico

de cfDNA que é presumivelmente liberado pelas células submetidas a lise.(95-97)

3.4 Exosomas

EXOs sao vesiculas nanométricas (40—-100 nm) liberadas pelas células e
detectaveis na maioria dos fluidos corporais, como plasma, urina, saliva ou ascite.(98)

Diferente de outras vesiculas extracelulares (VEs) que saem diretamente da
membrana celular, como microvesiculas (50-1000 nm de didmetro) ou corpos
apoptoticos, os EXOs séo produtos finais da via endossémica de reciclagem e originam-
se do crescimento interno da membrana plasmatica. Embora tenham sido anteriormente
considerados produtos residuais celulares, agora esta claramente demonstrado que
eles desempenham um papel na comunicagao intercelular, dependendo da carga de
moléculas funcionais do doador para as células a distancia.(99-101) Os EXOs
participam de muitos processos fisiolégicos e patologicos e demonstraram estar
envolvidos na progressao e metastatizagao do cancer.(102) Além disso, EXOs liberados
por células cancerigenas, nomeadamente EXOs derivados de tumores, promovem
transicado epitélio-mesenquimal (EMT) e afetam a proliferacédo, migracéo e invasao de

células cancerigenas, além de proporcionar a angiogénese e o estabelecimento de um
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ambiente imunossupressor.(103) Os EXOs também estdo emergindo como um novo
mecanismo de quimiorresisténcia, dependendo principalmente da descarga de drogas
via formacdo de vesiculas, neutralizacdo de drogas baseadas em anticorpos e
transferéncia de microARNs (miRNA) mediada por EXOs.(104) Os EXOs consistem em
uma bicamada lipidica que contém proteinas transmembrana e ndo-membrana, bem
como RNAs né&o codificadores, mRNAs e DNA de fita simples ou fita dupla.(105) De
acordo com analises protedmicas, os EXOs foram caracterizados por um conjunto
conservado de proteinas, independentemente de sua origem celular, como as
tetraspaninas CD63, CD81 e CD9. No entanto, a composigao proteica dos EXOs se
assemelha aproximadamente a células originarias, sugerindo assim uma assinatura
exossOmica do tipo célula ou especifica do tecido.(106,107)

Varios métodos foram desenvolvidos para coletar eficientemente EXOs de fluidos
corporais. Os protocolos disponiveis sao geralmente baseados na separagdo de
vesiculas de acordo com suas propriedades biofisicas, incluindo tamanho, morfologia e
densidade, enquanto outros sdo baseados na captura de imunoafinidade ou na
alteracéo da solubilidade do EXO para melhorar sua precipitacao.(108) Até o momento,
um protocolo de isolamento comum adota uma série de centrifugagdes com velocidades
crescentes para remover os detritos celulares e as maiores vesiculas derivadas da
membrana plasmatica, seguido pela sedimentacdo de EXOs por ultracentrifugacéao
(100.000 x g). Apesar de este método ser largamente aceito, o procedimento de
ultracentrifugagdo pode resultar em eventos contaminantes ou perda de EXO, além de
ser demorado e nao permite isolar seletivamente EXOs derivados de tumores daqueles
originados por outras células. Outras técnicas de isolamento que exploram as
propriedades fisicas dos EXOs sdo a separagao por gradiente de densidade de
sacarose e exclusdo por tamanho por cromatografia. Embora ambos os métodos
produzam eficientemente EXOs altamente purificados, estes s&o utilizados com menos
frequéncia.(109) Por outro lado, abordagens de imunocaptura, como ensaio
imunoabsorvente ligado a enzimas baseado em microplacas ou particulas magnéticas
revestidas com anticorpos, reconhecem antigenos exosdmicos especificos na
superficie, levando ao isolamento seletivo de EXOs e sdo cada vez mais usados em

pesquisas. Finalmente, varios produtos comercialmente disponiveis causam



28

precipitacdo EXO na presenca de polimeros que excluem a agua, embora a falta de um
mecanismo adequado de isolamento seletivo possa comprometer a pureza dos
rendimentos.(110)

ApOs seu isolamento e investigagdo por meio de ensaios de microscopia
eletrbnica ou de citometria de fluxo, os EXOs derivados de tumores podem ser
investigados quanto a sua expressao proteica ou perfil genético como marcadores
diagnosticos ou prognosticos.(111) Para isso, por exemplo, a identificacdo de EXOs
séricos enriquecidos com altos niveis de fator inibitério de migracdao (MIF) pode
identificar pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico mais propensos a
desenvolver metastase hepatica, representando, portanto, um fator prognéstico
desfavoravel.(112) Similarmente, os EXOs de células de céancer de prostata,
nomeadamente prostasomes, podem ser detectados por proteinas de membrana
especificas da préstata, incluindo PSMA, transglutaminase prostatica-especifica e
antigeno de células-tronco da préstata, cujos niveis de soro e urina se correlacionam
com a carga tumoral.(113,114)

Além disso, como os RNAs e os DNAs envolvidos em EXOs (exoRNA e exoDNA,
respectivamente) sdo protegidos pela bicamada fosfolipidica da degradagédo devido a
ribonucleases séricas e DNases, tendo sua analise fornecido informagdes diagnodsticas
e prognosticas adicionais, bem como tendo utilidade para monitorar a resposta ao
tratamento. Neste contexto, foram descritas assinaturas mIRNA exossdmicas
especificas, como os miR-1246, miR-4644, miR-3976 e miR-4306 que foram
encontrados regulados em pacientes com cancer pancreatico.(115,116)

Embora promissores, os dados desses estudos referem-se apenas a pequenas
coortes de pacientes e sdo inadequados para sustentar conclusdes definitivas.
Esclarecimentos adicionais de grandes ensaios clinicos sao necessarios para confirmar
a aplicabilidade dos EXOs como biomarcadores tumorais para monitorar a progressao
do cancer ou direcionar as decisbes de tratamento. Além disso, outras possiveis
aplicagdes clinicas de EXOs em oncologia incluem a possibilidade de administragéo de
droga ou miRNA dentro das células tumorais, a identificacdo de novos alvos
terapéuticos para inibir os mecanismos moleculares implicados na progresséao do

cancer, bem como a estimulagdo de uma resposta imunoldogica contra células
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cancerosas. Estas abordagens inovadoras estdo agora sob investigagdo intensiva,

tanto em ensaios preé-clinicos e clinicos.(117)
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4 BIOPSIA LIQUIDA CANCER DE ESTOMAGO

No sangue de pacientes com cancer, a presenga e as potentes utilidades das
células tumorais circulantes (CTCs) e dos acidos nucléicos livres, como DNA, mRNA e
microRNA, foram reconhecidas e sua relevancia clinica esta atraindo consideravel
atencdo na pratica clinica.Considera-se que estes promissores marcadores possuem
um grande potencial na oncologia clinica e podem facilitar estratégias terapéuticas para
o cancer, incluindo os seguintes: detecgao precoce de doengas, predi¢ao do resultado
prognostico, monitorizacdo da dindmica do tumor e desenvolvimento de novos

tratamentos alvo-dirigidos.
4.1 Deteccao de CTC em pacientes com CG e sua relevancia clinica

Até o momento, muitos pesquisadores tentaram detectar CTCs em pacientes
com CG e demonstraram sua relevancia parafungdes biolégicas e oncogénicas
utilizando varias abordagens. No entanto, em particular, demonstrou-se que EpCAM é
superexpressa e funciona como um oncogene em canceres epiteliais humanos
incluindo GC.(118-120)

Desde a sua introdugdo, a tecnologia de RT-PCR tornou-se a abordagem mais
utilizada para alcangar uma taxa de detecgdo satisfatoria, apesar da concentragéo
extremamente baixa de CTCs na corrente sanguinea. No entanto, uma alta
sensibilidade de RT-PCR pode causar um aumento na deteccdo de falsos positivos
mesmo em controles saudaveis. Portanto, alguns pesquisadores utilizaram multiplos
marcadores de detecgdo em um ensaio baseado em mRNA, sugerindo suapotencial
utlizagéo.(121-123) Particularmente, Wu et al. (122) desenvolveram um ensaio sensivel
usando um arranjo de membrana colorimétrico de alto rendimento, no qual multiplos
marcadores, tais como transcriptase reversa da telomerase humana (TERT),
citoqueratina 19 (CK19), CEA e MUC1, sao medidos simultaneamente e a combinagao
dos quatro marcadores pode servir como um indicador prognostico para sobrevida
global e recorréncia/metastase poés-operatoria em GC. Recentemente, RNAs néo-
codificantes, como mMiRNAs e RNAs interagindo com o Piwi (piRNAs),

comprovadamente alteram sua expressao na carcinogénese e na progressao tumoral,
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(124-126) portanto, essas alteragdes especificas do cancer tém sido relatadas como
uteis para a deteccédo precoce da doenga. Entretanto, alguns desses trabalhos, nos
quais uma camada de células mononucleares foi utilizadaspara isolar o RNA total,
podem-se né&o refletir miRNAs originarios apenas de CTCs, devido a possibilidade de
contaminacgéo por RNAs originarios de leucdcitos ndo ter sido excluida. A presenca de
miRNAs originarios de células do sangue periférico foi demonstrada no sangue de
pacientes com cancer e individuos normais e, além disso, a contaminagdo desses
miRNAs foi observada até mesmo para analise de miRNA livre de células
circulantes.(127,128) Essas questdes devem ser abordadas antes de proceder a pratica
clinica e, além disso, a exploracao exaustiva para identificar marcadores mais sensiveis
de miRNA / piRNA pode ser desejavel para se obter um ensaio clinico preciso.

Hiraiwa et al. (129) examinaram CTCs em 130 pacientes com cancer
gastrointestinal envolvendo 44 pacientes com GC usando o sistema validade
CellSearch. Seus resultados demonstraram que os pacientes com GC metastatico com
= 2 CTCs (n = 15) tiveram uma taxa de sobrevida global significativamente menor do
que os pacientes com GC metastatico com <2 CTCs (n = 12) (P = 0,039). Em um
estudo prospectivo, Matsusaka et al. (130) também avaliaram a relevancia das CTCs
para quimioterapia e resultados clinicos usando o sistema CellSearch. Seus resultados
demonstraram que pacientes GC com = 4 CTCs nas 22. E 4. semanas apos o inicio da
quimioterapia tiveram sobrevida global e livre de progresséo significativamente menor
em comparagao com pacientes com GC <4 CTCs, enquanto CTC basal (por exemplo:
antes do inicio da quimioterapia) ndo teve associagdo estatistica com desfechos
clinicos. Esses achados podem implicar na estreita relagdo do status da CTC e da
resposta ao tratamento.

Em resumo, os avangos tecnoldégicos recentes proporcionaram consideravel
progresso e importante interesse na detecgdo de CTCs em varios tipos de cancer,
incluindo a GC. Embora estudos anteriores tenham mostrado uma potencial utilizacao
da detecgdo de CTC como um novo teste diagndstico e progndstico em pacientes com
cancer, ainda ha limitado conhecimento sobre as caracteristicas biolégicas e o papel

dessas células. A caracterizacao detalhada de CTCs e novos estudos bem desenhados
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com esses marcadores poderdo fornecer a oportunidade para o impacto clinico na

terapia do cancer.

4.2 Deteccao de DNA circulante em pacientes com CG e sua relevancia clinica

Entre diversos estudos realizados utilizando cfDNA e CG, poucos detectaram
relacdo com a concentracao de cfDNA, nos quais um proteina "housekeeping", beta-
actina (131) e uma sequéncia de repeticdo do DNA genbémico nao codificante, ALU
(132) foram avaliados. Em contraste, a detecgdo da relagdo de DNA metilado no
plasma/soro parece ser a abordagem mais utilizada no GC, que foi geralmente
investigada por processo de PCR-especifico para metilagdo (MSP) ou ensaios de PCR
quantitativos especificos para a metilagao (QMSP). Em 2002, Lee et al. (17) relataram
pela primeira vez a potente aplicacdo de deteccdo de DNA metilado de proteinquinas
associada a morte celular, E-caderina, GSTP1, p15 e p16 no soro de pacientes com
GC. Apds, avangos tecnoldgicos e a exploragao de genes mais sensiveis e especificos
forneceu a evidéncia acumulada neste campo. Em detalhe, analises abrangentes por
metilagado CpG microarray sugeriram a possibilidade de mais genes significativos para a
deteccdo de DNA metilado.(85,86) Ademais, Ling et al. (88) demonstraram claramente
a potencial utilizagdo de taxas satisfatorias de especificidade e sensibilidade.
Especificamente, XAF1 DNA metilado no soro foi detectado em 69,8% (141/202) dos
pacientes com GC e nenhum dos individuos saudaveis (0/88) com uma curva ROC para
discriminagdo dos dois grupos significativamente correlacionado com pior prognostico
em GC (P <0,001, sobrevida livre deCurvas de sobrevida de Kaplan-Meier, teste de
Log-rank).

Os fragmentos de DNA livres tumorais na corrente sanguinea, conhecidos como
ctDNA - derivados de células tumorais primarias, CTCs e/ou metastases a distancia -
podem refletir alteragdes genéticas especificas do cancer, incluindo mutagdes,
amplificagbes, variagdo do numero de cépias, rearranjo e metilagdo.(133,134) Até o
momento, estudos limitados sobre a identificagdo e monitoramento dos niveis de ctDNA
em pacientes com CG foram realizados. Hamakawa et al. (135) relataram que 30%
(3/10) dos pacientes com CG apresentavam mutagcbées em TP53 em seus tumores

primarios e no ctDNA pré-operatdrio, sugerindo que a identificagcdo da mutagédo TP53
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(c.103delT; ¢.747G> C; c.166G> T) pode ser uma ferramenta util para monitorar
progressao e doencga residual durante o seguimento clinico. Em 2016, Fang et al. (136)
analisaram o perfil mutacional de oito genes (ARID1A, TP53, PIK3CA, PTEN, AKTS3,
BRAF, AKT2 e AKT1) e os niveis alterados de ctDNA em 277 pacientes com tumores
gastricos primarios. Os autores descobriram que TP53, ARID1A e PI3KCA foram os
genes mais frequentemente mutados em pacientes com CG. Além disso, decetou-se
que os pacientes com maiores niveis de ctDNA eram mais propensos a apresentar
invasdo vascular e uma menor taxa de sobrevida global em cinco 5 anos comparados
aos pacientes sem ctDNA detectado. Portanto, os niveis mais altos detectaveis de
ctDNA foram associados a recorréncia peritoneal e a um desfecho desfavoravel em
pacientes com CG. Em uma metanalise de ctDNA em CG, Gao et al. demonstraram
uma associagao significativa entre o nivel de ctDNA baseado na metilagdo génica com
o estagio TNM, invasao tumoral, metastase linfonodal e metastase a distédncia em
pacientes com CG com alta especificidade (0,95, 95% IC 0,93-0,96) e sensibilidade
relativamente moderada (0,62,95 1IC% 0,59-0,65).(137)
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Abstract

Background: Advanced gastric cancers are usually assodated with incurable conditions for which systemic treatments
are indicated. Recent studies suggest that circulating cell-free plasma DNA of tumour onigin (tDNA) is a promising
non-invasive biomarker that can be used to predict the prognosis and monitor the efficacy of systemic treatments in
patients with centain types of cancer. We conducted a pilot study to analyse the potential role of tDNA as a biomarker
in patients with advanced gastric cancer.

Methods: We induded 30 patients with locally advanced unresectable or metastatic gastric cancer. We obtaned samples
(10 mL of total blood) from each patient every 3 months and performed concomitant CT untll disease progression or
death. Total cell-free cradating DNA (DNA) samples were measured using GeneQuant RNA/DNA Galculator-Amersham
Pharmadia Biotech (Biochrom) Ltd. The fDNA was used to evaluate the ALU DNA sequences 247 and 115. The level of
tDNA was caladated from the ratio of the expression of AL DNA sequences and the concentration of total cellfree DNA
We utilized the RECIST criteria 1.1 10 evaluate the tumour response.

Results: Patients with advanced gastric cancer had significantly higher concentrations of FDNA compared with normal
controks (p = 0.00015), which alowed us to condude that the dDNA in the patients originated from the tumour. We did
not find any significant comelation between the level of tDNA and OS or tumour response. However, after the first cydes
of chemotherapy (at 3 months), we observed that patients with lower tDNA levels had significantly longer DFS compared
with those with higher levels {Cox Regression p = 00228).

Condusions: At 3 months after the beginning of chemotherapy, the tDNA levels are correlated with DFS in patients with
advanced gastric cancer who receive systemic chemotherapy. tDNA may be a specific, non-invasive and cost effective
new biomarker for these patients.

Keywords: Gastric cancer, Circulating free plasma tumor DNA, Total cell-free circulating DNA, Liquid biopsy

Background
Gastric cancer (GC) is the fourth most common neo-

plasm in the world, with an estimated 603,003 new cases
diagnosed among men and 330290 new cases among
women each year. However, the majority of GC patients
in the United States are symptomatic at diagnosis, and
thus, they already present with locally advanced disease that
is unresectable or metastatic at the initial manifestation,

* Comespondence: ssvianommandoghotmailcom

"Discipiine of Hematology and Oncology at ASC Foundiion School of
Medicne, Santo Andeé, Brasl

Full st of author information & wailable at the end of the aicle

when there is no possibility for curative treatment. In
this context, the overall survival rate of patients with
GC at 5 years is approximately 20%, which makes GC the
second most common cause of cancer-relfated death, with
an estimated 700,000 deaths per year worldwide [1].

Regarding treatment, surgical resection, which continues
to be the primary curative treatment option for GC, results
in five-year survival rates of 78 and 34% for stage | and Il
disease, respectively. Despite this, the overall five-year
survival rate for all patients remains low and ranges
from 15 to 35% [2].
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Because most patients are diagnosed with advanced-
stage GC, they require treatment based on palliative
chemotherapy, and the goal is to increase quality of life and
overall survival. In this context, to monitor the response to
treatment, computed tomography (CT) is currently the pri-
mary tool used in the diagnosis and clinical management
of GC. However, peritoneal dissemination is a more
frequent pattern of recurrence or progression in GC and
is generally difficult to detect by imaging [3].

Serologic biomarkers such as CA19-9 and carcinoma
embryonic antigen (CEA) are currently used to aid in
the diagnosis of GC progression or recurrence, as they
can be correlated with CT, but these have kmitations
due to their low sensitivity [4].

Circulating cell-free DNA (fDNA) resulting from the
physiological apoptosis of normal cells can be detected
in healthy individuals and is slightly increased in cases of
trauma, septicaemia and other diseases such as systemic
lupus, pulmonary embolism and myocardial infarction.
However, the level of ¢fDNA in the plasma of cancer
patients is two to three times greater than that in the
plasma of healthy individuals [5] and includes DNA released
into the bloodstream by tumour cells due to various events
such as apoptosis, secretion and necrosis.

Huang et al, Frattini et al. and Sozzietaleach moni-
tored fDNA levels in breast, colon and lung cancers.
The results were similar in that they demonstrated that
in patients who underwent surgery, the level of IDNA was
decreased significantly after the procedure; therefore, this
decrease implies a positive outcome of the postoperative
treatment. In contrast, an increase in the levels of JDNA
were correlated with worse symptoms or signs of disease
progression, such as the development of metastasis. There-
fore, IDNA could be used as an efficient marker in the
control, prediction and evaluation of tumour therapy in
such cases [6-8].

Another biomarker that is studied for the
monitoring of GC is the fraction of tumour origin of the
ofDNA [that is, circulating plasma tumour DNA (tDNA)].
It is known that somatic mutations refated to cancer, such
as those of the TPS3 gene, are specific for malignant neo-
plasms. It is also known that somatic mutations in GC
occur more frequently in the TPS3 gene. In this context,
the study published by Hamakawa et al. demonstrated that
the number of DNA fragments that harbour cancer-
specific somatic mutations in the TP53 gene (tDNA)
did not correlate with the total level of ¢fDNA and that
only tDNA showed a correlation with disease status in
GC patients [9].

Apoptotic cancer cells liberate small DNA fragments
that correspond to tDNAin contrast to the total free
circulating DNA which is mainly composed of long
DNA fragments. Therefore, tDNAmay be estimated at any
time point by a ratio of short to long DNA fragments of a
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particular DNA sequence such as ALU located within the
p53 gene DNA.

In this context, we conducted a pilot study to anmalyse
the potential of tDNA to serve as a possible biomarker in
patients with metastatic or locally advanced unresectable
gastric cancer who undergo chemotherapeutic treatment.

Methods

Thirty patients with locally advanced unresectable or
metastatic gastric cancer that was confirmed by histology
and who were treatment-naive or who had been diagnosed
with disease progression were included in three Brazilian
clinical oncology services—Hospital Estadual Mirio Covas
(MirioCovas State Hospital), Hospital Anchieta (Anchieta
Hospital) and the Instituto Brasileiro de Combate a0
Cancer (Brazilian Institute for the Fight Against Cancer)-
from May 2014 to January 2016. Peripheral blood samples
were prospectively collected from each patient prior to
initiation of the established chemotherapy protocol and

subsequently every 3 months until disease progression or
death; sample collection was concomitant with imaging

examinations that assessed the treatment response. Blood
samples were drawn through peripheral venipuncture
according to the GCLP guiddines. The RECIST L1 criteria
were used for analysis of the tumour response [10].

Peripheral blood samples from ten normal, age-matched
controls were also evaluated for their fDNA levels to
compare with those of gastric cancer patients prior to the
start of chemotherapy.

The exclusion criteria were as follows: patients with a) a
history of other primary cancers b) severe infection ¢)
trauma in the past 6 months and d) autoimmune diseases.

Ethics approval and consent to participate

This p ol was approved by our Institutional IRB
(MMLMMMMWE;:&
ticipate by signing the required informed consent forms.

Extraction of plasma DNA

A100 ml aliquot of whole blood collected in EDTA tubes
was centrifuged at 1300 rpm for 10 min The separated
plasma was transferred to a dry tube, which was followed
by a second centrifugation at 2400 rpm for 10 min. From
this material, 1 ml. was collected for extraction. This first

remove excess proteins from the plasma so that they do
not interfere with extraction (DNA purification). The
resultant plasma was used for DNA extraction, which was
performed using aGFX TM kit (Amersham Pharmacia
Biotech, Inc. USA).

In order to minimize genomic DNA, EDTA collected
samples were immediately put on special recipients at 4°C
and kept at this temperature until FDNA extraction. We
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conducted all DNA extraction steps on the very same day
within 4 h of collection.

Determination of total circulating plasma cell-free DNA
(cfDNA) and circulating DNA of tumour origin (tDNA)
The quantitation of DNA that was extracted from whole
plasma was performed using the GeneQuant Calcudator
RNA/DNA-Amersham Pharmacia Biotedk (Biodwrom) Ltd.,
USA.

We ascertained DNA quality by primers devised to
amplify the ALU DNA sequences. Primers corresponding
to 115 bp amplicons were designed to amplify longer and
shorter DNA fragments that would the total
amount of cell free circulatingDNA (forward:5’CCTG
AGGTCAGGAGTTCGAG-3 ‘e reverse SCCCGAGTAG
CTGGGATTACA-3). We also designed primers to
amplify 247 bp DNA amplicons which represent long
DNA fragments liberated from non-apoptotic cells (for-
ward 5-GTGGCTCACGCCTGTAATC-3 ‘e reverse
5CAGGCTGGAGTGCAGTGG-3"). We calculated DNA
integrity as the ratio of the concentrations of 247 bp by
115bp fragments.. The tDNA was calculated according to
the ratio between the expression of the ALUs and the total
concentrations of cell-free DNA.

Statistical analysis

The Cox proportional hazards model was used to evaluate
the association of the tDNA levels with disease-free
survival (DFS) and overall survival (OS). We used the
log-rank test for the analysis of the independent groups
of tDNA values in relation to OS and progression-free
survival (PFS), and we used the Student-T test for
evaluation of the mean tDNA levels in patients who
responded (partial response + complete response) and
in those who did not according to the RECIST criteria.
A significance level of 0.05 was adopted. The analyses
were performed using the Stata 11.0 statistical package.

Results

Characteristics of the population

The studied population had a mean age of 61 years, and
most patients were men (66%). Of all the patients, 33%
presented with locally advanced unresectable disease at
the time of inclusion in the study, and the histology of
all tumours was confirmed to be adenocarcinoma. Those
with metastatic disease who were included presented
with secondary involvement in the following sites: peri-
toneum, liver and lung.

Seventy-three percent of the patients were induded in
the study when they received the first line of treatment;
patients were included at the time of the start of treat-
ment until the second, third and fourth palliative lines of

treatment. The major chemotherapy regimens used were
a) FLOX/FOLFOX (30%) b) EOX/ECF/ELF/DCF (20%)
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¢) Carboplatin/Paclitaxel (13%) and d) Paclitaxel mono-
drug (13%).

Ten patients died before the second collection of the
tDNA sample and the second imaging test; the average
time from the first collection of tDNA until the death of
the total population was 228 days.

Twenty patients were subjected to at least two tDNA
collections, of which 40, 30, 15 and 15% provided samples
until the second (DNA2), third (DNA3), fourth (DNA4)
and fifth (DNAS) samples were collected, respectively.

Ten normal age-matched controls were assessed for
gastric cancer and were compared with the gastric cancer
patients prior to the start of chemotherapy: significantly
lower levels of DNA were observed in healthy patients
(p = 0.00015) (Fig. 1) compared with the patients with GC.

We did not observe a significant correlation between the
tDNA levels in the first (p = 09892) or second collection
(p = 0.8132) and tumour response evaluated at the second
collection (3 months after the start of chemotherapy). For
the Cox model, the tDNA levels collected during the
second collection were significantly correlated with DFS
(p = 0.0220); we also did not observe any significant correl-
ation between the levels of tDNA collected during the first
collection and OS or DFS or between the tDNA collected
during the second collection and OS. To generate Kaplan-
Meier curves for the tDNA levels, disease-free survival
(DFS) and overall survival (OS), we arbitrarily separated
patients with tDNA levels greater than or equal to the 75th
percentile of those with values below the 25th percentile of
tDNA values obtained at each collection. We observed that
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patients with higher levels of tDNA at the second collection
had a significantly lower DFS (p = 0.0228) (Fig. 2). However,
we did not observe a correlation between
the levels of tDNA and OS (p =0.2563). We also did
not observe other correlations between the
levels of tDNA or ¢fDNA at other collection time
points and DFS or OS.

We further illustrated the tDNA levels of three patients
(patient 1, patient 2 and patient 3) over time, illustrating
the correlation of increased levels of tDNA with disease
progression by RECIST1.1 criteria (Fig. 3).

Discussion

Gastric cancer is often asymptomatic and is correlated
with nonspecific symptoms in the early stages; however,
by the time symptoms occur, patients usually present
with advanced-stage disease [11]. In addition, most of
the time, peritoneal metastases are the only signs of
disease progression or recurrence, and they are usually
not detected early by conventional imaging examinations
[12]. Thus, the development of new biomarkers, such as
tDNA, which aid in the early detection of gastric cancer
progression, can contribute to the clinical management
of the disease.

Recent literature has shown that a certain concentration
of cfDNA, which is primarily released during apoptosis, may
be found in the plasma of healthy individuals. However, it
has also been reported that in patients with advanced cancer,
tDNA released during necrosis or apoptosis of tumour cells
and tumour-adjacent tissues may cause a significant increase
in the leved of DNAin the plasma [13, 14]. These data
corroborated our findings, which demonstrated
lower fDNA plasma levels in the control group of healthy
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patients compared with patients with advanced GC before
the start of chemotherapy. Therefore, the DNA present in
the studied population of GC patients is primarily of tumour
origin To further refine our analysis, we quantitatively
established the level of tumour DNA from the analysis of
fragment sizes through the relative expression of microsatel-
lite changes that verify DNA integrity. These fragments were
classified into small (ALU 115-truncated by apoptosis) and
large DNA fragments (ALU247), and after the fraction was
calculated, it was applied in relation to the total fDNA for
each sample [15].

Actually, we observed that lower concentrations of tDNA
(and not DNA) collected during the second collection
were significantly related to DFS but not to OS. This find-
ing may indicate greater chemosensitivity and therefore
greater tumour eradication in patients with lower levels of
tDNA, which may have contributed to a superior DFS. It is

and tDNA, but not with ¢fDNA, dinically corroborates, in
a preliminary way, the methodalogy by which we evaluated
the relative amount of tDNA present in each sample.

The absence of a correlation b OS and
response could be due to the small number of patients
included in this study and to the difficulty in the meas-
urement of tumour response in patients with peritoneal
carcinomatosis.

Since this was a pilot study to evaluate the potential
usefulness of tDNA for the follow up of advanced Gastric
Cancer patients undergoing chemotherapy, we did not
attempt to compare our results with common tumour
markers such as CEA, CA125 or CA19-9. Therefore,
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based on our results here presented, we cannot infer if
tDNA is or not superior than the other aforementioned
common tumour markers.

Conclusions

We conclude that tDNA values at 3 months after the
beginning of chemotherapy correlate with DFS in patients
with advanced gastric cancer who receive systemic chemo-
therapy. tDNA may therefore be a spedific, non-invasive
and cost- effective new biomarker in these patients.
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6 DISCUSSAO

A fim de melhorar os resultados clinicos de pacientes com céancer, a deteccgéo
precoce e o monitoramento preciso tanto de doencas iniciais, como metastaticas séo
necessarios. Numerosas alteragbes genéticas e epigenéticas contribuem para a
oncogénese e progressao do cancer e as analises dessas alteragdes tém sido cada vez
mais utilizadas para fins diagnosticos, progndsticos e terapéuticos em neoplasias
malignas, incluindo o CG.

Os espécimes cirurgicos e/ou de bidpsia sdo geralmente utilizados para se
identificar as alteracbes associadas ao tumor; no entanto, essas abordagens nem
sempre podem ser realizadas devido as suas caracteristicas invasivas e podem nao
refletir a dindmica atual do tumor, bem como podem nao predizer a sensibilidade as
drogas oncoldgicas, devido a potenciais modificagbes genéticas tumorais
ocorridasdurante o processo terapéutico.

Nesse contexto, a recorréncia e metastase sado as condi¢gdes clinicas mais
criticas durante o segmento clinico, impactando na sobrevida e a qualidade de vida dos
pacientes com CG. Além disso, muitas vezes os exames de deteccao de recorréncia de
doengca e/ou metastases a distancia utilzados atualmente na pratica clinica (ex.:
exames de imagem: tomografia computadorizada, ressonancia nuclear magnética, PET
CT) podem ter seus resultados limitados a depender do tamanho e localizagdo da
doencga secundaria, como no caso do tipo mais comum de doenga metastatica do CG, a
carcinomatose peritoneal.

O ctDNA se mostra como um promissor biomarcador minimamente invasivo, com
um grande potencial de aplicagbes emergentes distintas, incluindo detecgcdo e
diagndstico precoces, monitoramento da doenga e eficacia do tratamento, e
identificagcao de alteragbes para guiar o tratamento no cancer.(138)

Dessa forma, buscou-se analisar no presente estudo piloto a potencial relagdo do
cfDNA e ctDNA como biomarcardores de prognéstico comparando-lhes aos exames de
imagem utilizados na pratica clinica durante avaliagcdo de resposta ao tratamento
quimioterapico, em pacientes com cancer gastrico localmente avangado e metastatico.

Pacientes incluidos no estudo devido a metastases a distancia, os sitios de

envolvimentos secundarios mais prevalentes foram, respectivamente: periténio, figado e
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pulm&o, corroborando com dados na literatura que descrevem a carcinomatose
peritoneal como o sitio mais frequente de disseminagao tumoral.(139)

Sabe-se que altas concentragdes de cfDNA ndo sdo especificas para cancer e
essa concentracdo pode variar consideravelmente tanto no plasma de pacientes com
cancer, bem como em individuos com doengas reumatologicas,estados inflamatorios,
sepse e trauma, por exemplo, podendo refletir tanto uma condi¢éo patolégica como
fisioloégica. No entanto, em pacientes com cancer ha evidéncia de niveis mais elevados
de cfDNA do que individuos saudaveis.(140,141) No presente estudo, demonstrou-se
niveis plasmaticos significativamente menores de cfDNA no grupo controle de pacientes
comparados com pacientes com CG avancado antes do inicio da quimioterapia.
Portanto, o cfDNA presente na populacdo estudada de pacientes com GC é
primariamente de origem tumoral. No entanto, a concentragdo de cfDNA em pacientes
com cancer, de acordo com outros estudos realizados, pode variar em geral de 0 ng /
mL a 1000 ng / mL e de 0-100 ng / mL em individuos saudaveis, o que pode se
sobrepor e ser um potencial fator limitante do uso da concentracdo de cfDNA isolada
para rastreamento ou diagnéstico de cancer.(142) Para refinar ainda mais a analise do
presente estudo, estabeleceu-se quantitativamenteo nivel de DNA tumoral a partir da
analise de tamanhos de fragmentos através da expresséao relativa de alteragbes de
microssatélites que verificam a integridade do DNA. Esses fragmentos foram
classificados em pequenos (ALU 115- por apoptose) egrandes fragmentos de DNA
(ALU247), e apos a fragdo calculada, foi aplicado em relagdo ao total de cfDNA para
cada amostra.

Dessa forma, foi observado que concentragdes mais baixas de ctDNA (e nao
cfDNA) obtidos durante a segunda coleta estavam significativamente relacionados a
sobrevida livre de progressao (SLP), mas néo ao sobrevida global (SG). Esse achado
pode indicar maior quimiossensibilidade e, portanto,maior erradicacdo do tumor em
pacientes com niveis mais baixos ctDNA, que pode ter contribuido para uma SLP maior
no grupo estudado. Portanto, é possivel que o CctDNA possa ser util para
monitorarrecorréncia e progressao da doenga avangada do cancer gastrico. Além disso,

a correlagao positiva que foi observada entre DFS e ctDNA, mas ndao com cfDNA,
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corrobora clinicamente, preliminarmente, a metodologia pela qual foi avaliada a
quantidade relativa de ctDNA presente em cada amostra.

Tais dados foram demonstrados similarmente em estudo conduzido
Hamakawaetal. em que pacientes com cancer gastrico avangado submetidos a
gastrectomia inicialmente tiverem amostras de cfDNA e ctDNA coletadas no momento
da admissao (antes da cirurgia), apos a cirurgia e, em trés pacientes, apds a recidiva.
Trés em cada dez pacientes com mutagdes TP53 em tumores primarios mostraram
niveis detectaveis de mutacdo TP53 no cfDNA pré-operatério. Embora as
concentragdes de cfDNA nem sempre refletissem o curso da doenga, a fracdo de
ctDNA correlacionou-se com o status da doenca.(135)

Por outro lado, a auséncia de correlagdo entre SG e a resposta tumoral no nosso
estudo pode ser devido ao pequeno numero de pacientes incluidos neste estudo piloto

e a dificuldade na medida da resposta tumoral em pacientes com doenca peritoneal.
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7 CONCLUSAO

Concluiu-se no pesente estudo que os valores de ctDNA aos 3 meses apds
ainicio da quimioterapia (segunda medigdo) correlacionou-se com a SLP em
pacientescom cancer gastrico avangado que receberam quimioterapia sistémica.
Portanto, o ctDNA pode ser um potencial biomarcador mais especifico em relagéo as
modalidades de segmento da evolucdo clinica utilizadas atualmente, ndo invasivo e
custo-efetivo nesses pacientes, contribuindo, portanto para o melhor manejo desse

cenario.
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Abstract

BACKGROUND: Advanced gastric cancers are usually with incurable for which systemic treatments are indicated.
Recent studies suggest that circulating cell-free plasma DNA of tumour origin (tDNA) is a promising non-invasive biomarker that can be used
to predict the prognosis and monitor the efficacy of systemic treatments in patients with certain types of cancer. We conducted a pilot study to
analyse the potential role of tDNA as a biomarker in patients with advanced gastric cancer.

METHODS: We included 30 patients with locally advanced unresectable or metastatic gastric cancer. We obtained samples (10 mL of total
blood) from each patient every 3 months and performed concomitant CT until disease progression or death. Total cell-free circulating DNA
(cfDNA) samples were measured using GeneQuant RNA/DNA Calculat am P ia Biotech Ltd. The cfDNA was
used to evaluate the ALU DNA sequences 247 and 115. The level of tDNA was calculated from the ratio of the expression of ALU DNA
sequences and the concentration of total cell-free DNA. We utilized the RECIST criteria 1.1 to evaluate the tumour response.

RESULTS: Patients with advanced gastric cancer had si higher concentrations of ¢cfDNA p with normal controls (p =
0.00015), which allowed us to conclude that the ¢fDNA in the patients originated from the tumour. We did not find any significant correlation
between the level of tDNA and OS or tumour response. However, after the first cycles of chemotherapy (at 3 months), we observed that
patients with lower tDNA levels had significantly longer DFS compared with those with higher levels (Cox Regression p =0.0228).

CONCLUSIONS: At 3 months after the beginning of chemotherapy, the tDNA levels are correlated with DFS in patients with advanced gastric
cancer who receive systemic chemotherapy. tDNA may be a specific, non-invasive and cost effective new biomarker for these patients.
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e importincia dinica”, sob a i dap i Savia Raquel Costa
Normando.
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da coleta de sangue. Através desta pesquisa poderemos padronizar um exame que
consiga detectar a recidiva do cincer mais cedo.

Vooé n3o & obrigado a desta isa. Caso decida n3o particpar, o
seu tratamento quimioterapico ocorrera da mesma forma. Além disso, vocé pode decidir
sair da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo no acompanhamento da sua
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Caso decida participar, vocé sera submetido a uma coleta de sangue (cerca de
10mL) e a tomografias de torax, abdomen e pelve antes do inicio do tratamento e a cada
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Os i se P a manter os seus dados pessoais
confidenciais de forma a evitar g [ quanto a sua ipacdo na
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Em nenhum vocé serd Os da serdo
publicados e anda assim a sua dentidade sera preservada. Além disso, voog n3o terd
nenhum gasto e ganho fi por participar na i
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Qualquer divida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com:
Savia Raquel Costa Normando CEPHO telefone: 4438-2004. Podera também entrar em
contato com o Comité de Etica na Pesquisa da Facukdade de Medicina do ABC através
do telefone , que fica localzado na Avenida Principe de Gales, 821, Via Principe de
Gales, Santo André.
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