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RESUMO 

JUSTIFICATIVA: Cânceres gástricos avançados são geralmente associados com 
condições incuráveis, para as quais, tratamentos sistêmicos são indicados. Estudos 
recentes sugerem que o DNA livre circulante plasmático de origem tumoral (ctDNA) é 
um promissor biomarcador não invasivo que pode ser utilizado para predizer o 
prognóstico e monitorar a eficácia de tratamentos sistêmicos em pacientes com 
determinados tipos de câncer. Realizamos um estudo piloto para analisar o papel 
potencial do ctDNA como um biomarcador em pacientes com câncer gástrico avançado. 
MÉTODOS: Foram incluídos 30 pacientes com câncer gástrico localmente avançado 
irressecável ou metastático. Obtivemos amostras (10 mL de sangue total) de cada 
paciente a cada 3 meses e realizamos tomografia computadorizada (TC) concomitante 
até a progressão da doença ou morte. Amostras de DNA livre circulante plasmático 
total(cfDNA) foram medidas utilizando o GeneQuant RNA/DNA Calculator-Amersham 

Pharmacia Biotech (Biochrom) Ltd. O cfDNA foi utilizado para avaliar as sequências de 
DNA ALU 247 e 115. O nível de ctDNA foi calculado a partir da razão da expressão de 
sequências de ALU de DNA e a concentração de DNA total livre de células. Utilizamos 
os critérios RECIST 1.1 para avaliar a resposta tumoral. RESULTADOS: Pacientes com 
câncer gástrico avançado tiveram concentrações significativamente mais altas de 
cfDNA em comparação com controles normais (p = 0,00015), o que nos permitiu 
concluir que o cfDNA nos pacientes se originou do tumor. Não encontramos correlação 
significativa entre o nível de ctDNA e SG ou a resposta tumoral. No entanto, após os 
primeiros ciclos de quimioterapia (aos 3 meses), observamos que os pacientes com 
níveis mais baixos de ctDNA apresentaram SLP significativamente mais longos, quando 
comparados àqueles com níveis mais altos (Regressão de Cox p = 0,0228). 
CONCLUSÕES: Aos 3 meses após o início da quimioterapia, os níveis de ctDNA estão 
correlacionados com a SLP em pacientes com câncer gástrico avançado que recebem 
quimioterapia sistêmica. O ctDNA pode ser um novo biomarcador específico, não 
invasivo e econômico para esses pacientes. 
 
Palavras-chave: DNA tumoral circulante. Biópsia líquida. Neoplasias gástricas. 
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 INTRODUÇÃO 
 

A maioria dos pacientes com câncer gástrico nos Estados Unidos é sintomática e 

já tem doença incurável avançada à apresentação inicial. No momento do diagnóstico, 

aproximadamente 50% destes têm doença que se estende além dos limites 

locorregionais e, apenas metade daqueles que parecem ter envolvimento de tumor 

locorregional inicial pode sofrer uma ressecção potencialmente curativa. Cânceres 

gástricos precoces curáveis cirurgicamente são geralmente assintomáticos e raramente 

são detectados fora do âmbito de um programa de rastreio. O rastreio não é 

amplamente realizado, exceto em países com incidência muito alta, como Japão, 

Venezuela e Chile.(1) 

No Brasil, excluindo-se os casos de câncer de pele não melanoma, a neoplasia 

de estômago é o quarto câncer mais freqüente em homens e o sexto mais freqüente 

entre as mulheres.(2) Em ambos os sexos a incidência aumenta a partir de 35-40 anos 

em proporçõesdiferentes. A incidência desse tipo de tumor vem diminuindo, no entanto, 

a taxa de mortalidade permanece alta. Apesar das diferenças de incidência e dos 

programas de detecção precoce diferentes entre o Oriente e o Ocidente, a sobrevida 

em 5 anos é de cerca de 30% nos países desenvolvidos e de 20% nos países em 

desenvolvimento.(2) 

Apesar de a etiologia ser desconhecida, há fatores hereditários e não 

hereditários claramente associados ao aparecimento e desenvolvimento do câncer 

gástrico. Os fatores de risco conhecidos são os seguintes: 1) infecção gástrica pelo 

Helicobacter pylori; 2) idade avançada e sexo masculino; 3) hábitos de vida, como dieta 

pobre em produtos de origem vegetal, dieta rica em sal, consumo de alimentos 

conservados de determinadas formas, como defumação ou conserva, e exposição a 

drogas, como tabagismo; 4) gastrite atrófica crônica, metaplasia intestinal da mucosa 

gástrica, anemia perniciosa, pólipo adenomatoso do estômagoe gastrite hipertrófica 

gigante; 5) história pessoal ou familiar de algumas condições hereditárias, como o 

próprio câncer gástrico e a polipose adenomatosa familiar.(3-5) 
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2 DIAGNÓSTICO, ESTADIAMENTO E PROGNÓSTICO DE CÂNCER GÁSTRICO 
 

2.1 Diagnóstico 
  

O tipo histológico mais comum do câncer gástrico é o adenocarcinoma, que 

corresponde a mais de 90% dos casos de neoplasia maligna do estômago. 

O adenocarcinoma do estômago pode ser subdividido em dois tipos: o difuso de 

Lauren e o tipo intestinal. O primeiro apresenta-se com padrão infiltrativo, com extensão 

submucosa e metástases precoces, acomete mais mulheres em idade jovem, do tipo 

sanguíneo A e está associado a pior prognóstico. O tipo intestinal apresenta-se como 

um tumor mais diferenciado, acomete mais homens, em especial, idosos, e evolui 

principalmente de lesões pré-malignas. 

O câncer gástrico tem seu prognóstico e tratamento definidos pela localização e 

estadiamento do tumor, número de linfonodos ressecados e acometidos e presença de 

metástases.(6-8)  

O diagnóstico de câncer gástrico é feito geralmente a partir de uma queixa clínica 

relacionada a sintomas do trato digestivo alto (plenitude gástrica, sangramento digestivo 

alto ou baixo, náusea e vômito) ou a sintomas constitucionais (perda de peso, anorexia 

e astenia). A anamnese e o exame físico nortearão a investigação diagnóstica 

subsequente. É importante observar que o diagnóstico clínico do câncer gástrico é 

difícil, porque não há sintomas patognomônicos. Além disso, a doença pode cursar 

assintomática, inclusive na sua fase mais avançada, já com metástases. Quando da 

suspeita do diagnóstico, o paciente deve ser submetido à endoscopia digestiva alta, na 

qual será realizado biópsia de lesões suspeitas e se descreverá a localização de lesões 

(cárdia com especial atenção à junção gastroesofágica, fundo, corpo, antro e piloro) e o 

grau de disseminação no órgão.  Mesmo que uma lesão caracteristicamente neoplásica 

não seja encontrada, biópsias de alterações inespecíficas e amostras aleatórias devem 

ser coletadas.(9)  

A biópsia endoscópica fornece o diagnóstico definitivo. Tumores originados no 

estômago proximal, a menos de 5 cm da junção esôfago-gástrica, cruzando-a, são 

classificados como tumores esofágicos. Saber o tipo histológico, grau de invasão 
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tumoral, invasão linfovascular, comprometimento da mucosa e margens cirúrgicas é 

fundamental. O relatório patológico deve incluir a localização tumoral relacionado à 

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

 

2.2 Estadiamento 
  

Após o diagnóstico histológico, a tomografia computadorizada do abdome e do 

tórax, com contraste oral e venoso, deve ser realizada para definir o estadiamento e 

planejar o tratamento. É frequente que a doença já se apresente em estágios 

avançados. O tratamento é definido por extensão da doença na apresentação. 

Ressonância magnética deve ser solicitada quando seu resultado tiver potencial de 

alterar a conduta terapêutica inicial. A ultrassonografia endoscópica (também conhecida 

por ecoendoscopia) pode auxiliar na avaliação da extensão locorregional da doença. 

Uma revisão sistemática com metanálise avaliou a acurácia desta técnica e concluiu 

que este exame pode ser considerado clinicamente útil para guiar o estadiamento do 

câncer gástrico. Entretanto, a heterogeneidade dos resultados e o baixo desempenho 

na avaliação de tumores superficiais (T1a vs. T1b) e na avaliação 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 diagnóstico de doença intra-abdominal (ex.: carcinomatose 

peritoneal) é essencial paradeterminar o regime de tratamento mais adequado no 

momento do diagnóstico. A LE tambémcomplementa estudos de imagem pré-

operatórios, que podem ter sua capacidadede indentificação limitada na avaliação de 

extensão regionalde tumores primários, doença metastática e carcinomatose 

peritoneal.(12) 

 

2.2.1 Classificação TNM 
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Quadro 1 - Classificação TNM de acordo com Diretrizes do "National Comprehensive 
Cancer Network"

 

Fonte: National Comprehensive Cancer Network(13) 

2.2.2 Classificação por grupamento de estádios clínicos 
 
Quadro 2 - Classificação por grupamento de estádios clínicos de acordo com Diretrizes 

do "National Comprehensive Cancer Network" 

 

Fonte: National Comprehensive Cancer Network(13) 



16 

 

2.3 Prognóstico 
 

Além dos exames laboratoriais realizados para avaliar as condições clínicas do 

paciente, marcadores tumorais podem ser medidos. Elevações de CA 72-4, CA 19-9 e 

CEA são indicativos doença extensa e, logo, de pior prognóstico. Porém, além de não 

ter sido avaliada a utilização sistemática destes exames para avaliação pré-operatória, 

resposta ao tratamento e seguimento em estudos de fase III, eles têm acurácia variável 

nos estudos diagnósticos publicados. Estes fatos limitam sua recomendação 

mandatória na prática clínica.(14) 

Os níveis séricos de antígeno carcinoembrionário (CEA), o antígeno 

glicoproteína CA 125 (CA 125), CA 19-9 (antígeno carboidrato 19-9, também chamado 

de antígeno cancerígeno 19-9), e o antígeno cancerígeno 72-4 (CA 72-4) podem estar 

elevados em pacientes com câncer gástrico.(15-18) Entretanto, baixas taxas de 

sensibilidade e especificidade impedem o uso de qualquer um desses marcadores 

sorológicos como testes diagnósticos para o câncer gástrico. Em uma minoria de 

pacientes, uma queda em um nível elevado de CEA e/ou CA 125 iniciais pode se 

correlacionar com a resposta à terapia pré-operatória, mas as decisões clínicas quase 

nunca são feitas com base apenas nas alterações do marcador tumoral. Da mesma 

forma, em muitos,(19,20) mas não em todos os estudos,(17,21) elevações pré-

operatórias em marcadores tumorais séricos são um indicador independente de 

prognóstico adverso. No entanto, nenhum achado sorológico deve ser usado para 

excluir um paciente da consideração cirúrgica. Recomendações para avaliação pré-

operatória e estadiamento do câncer gástrico da base de dados National 

Comprehensive Cancer Network (NCCN)(13) não incluem o ensaio de qualquer 

marcador tumoral. Alguns cânceres gástricos estão associados a níveis séricos 

elevados de alfa-fetoproteína (AFP); referidos como cânceres gástricos produtores de 

alfa-fetoproteína.(22-25) Um subgrupo, os adenocarcinomas hepatoides do estômago, 

tem uma aparência histológica semelhante à do câncer hepatocelular (CHC). 

Independentemente da morfologia, os cânceres gástricos produtores de AFP são 

agressivos e associados a um mau prognóstico. 
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Aumentos no pepsinogênio II sérico ou decréscimos na razão pepsinogênio I/ 

pepsinogênio II têm sido usados em programas de rastreamento populacional para 

identificar pacientes com risco aumentado de câncer gástrico, mas são 

insuficientemente sensíveis ou específicos para estabelecer um diagnóstico em um 

paciente individualmente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

3 BIÓPSIA LÍQUIDA 
 

Nas últimas décadas, o conceito de medicina de precisão renovou 

dramaticamente o campo da oncologia médica. A introdução de terapias adaptadas ao 

paciente melhorou significativamente todos os resultados mensuráveis. A biópsia 

líquida é uma técnica revolucionária que está abrindo perspectivas anteriormente 

inesperadas. Inicialmente correlacionados ao prognóstico, os dados de biópsia líquida 

estão sendo estudados ainda para o diagnóstico de câncer, incluindo, rastreios e, o 

mais importante, para a previsão de resposta ou resistência a determinados 

tratamentos.(26)  

Como conseqüência do seu potencial diagnóstico, as novas biotecnologias 

destacaram as limitações dos métodos de amostragem atuais:(27) biópsias tradicionais 

e procedimentos cirúrgicos são invasivos, carregados de potenciais complicações, em 

algumas situações, irrepetíveis e não podem ser realizadas quando as condições 

clínicas pioraram ou quando um tumor é inacessível.(28) Além disso, o perfil genômico 

dos tecidos da biópsia fornece um quadro tumoral limitado a um único ponto no tempo e 

também pode mostrar a heterogeneidade genética de numerosos subclones 

tumorais.(29) 

Células cancerígenas apoptóticas ou necróticas 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 proteínas e ácidos nucléicos liberados pelas células 

tumorais.(30,31) Os sítios tumorais e metastáticos primários também são capazes de 

esfoliar células vitais que, uma vez inseridas na corrente sanguínea, são células 

tumorais circulantes (CTCs). O isolamento desses componentes derivados do tumor a 

partir do sangue periférico e sua avaliação genômica ou proteômica representam uma 

nova ferramenta diagnóstica, chamado de "biópsia líquida". A biópsia líquida atualmente 

oferece alta especificidade, permitindo a coleta de dados robustos e reprodutíveis de 

forma simples e não invasiva, utilizando uma amostra de sangue periférico.(30) Até 

hoje, a biópsia líquida não é um teste de rotina na prática clínica, mas suas aplicações 

potenciais estão crescendo rapidamente: desde a utlização em perfil genômico 
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diagnóstico, em monitoramento da resposta a tratamentos cirúrgicos, na avaliação da 

resposta ou da resistência a tratamentos sistêmicos, até a quantificação da doença 

residual mínima.(27) 

 
3.1 Células tumorais circulantes (CTCs) 

 

Desde a primeira descrição em 1869 das células tumorais no sangue periférico, 

progressos substanciais foram obtidos durante os últimos anos a partir de aplicações 

biotecnológicas sustentadas para isolar CTCs de componentes sanguíneos 

heterogêneos.(32) CTCs são liberados originários de tumores primários ou secundários; 

migram para o sistema circulatório e são responsáveis pelo desenvolvimento de 

metástases à distância.(33) As CTCs são extremamente raras, ocorrendo em uma 

frequência tão baixa quanto 1 CTC por 106-107 leucócitos, com números ainda 

menores nas doenças em estágio inicial.Avaliado inicialmente como não-leucocítico, 

células nucleadas de origem epitelial, CTCs não têm aspectos morfológicos bem 

definidos e podem variar de acordo com o tipo e estágio do câncer.(34) As CTCs 

também podem se agrupar com células tumorais parentais ou com fibroblastos, 

leucócitos, células endoteliais ou plaquetas, formando agregados com maior propensão 

a semear metástases à distância do que CTCs simples, graças a uma vantagem de 

sobrevivência e à proteção contra o sistema imunológico e o estresse oxidativo.(35) 

Doença metastática é responsável por 90% das mortes relacionadas ao 

câncer.(36) O processo metastático pode ser desencadeado por uma célula tumoral 

circulante (CTC) realizando com sucesso uma série de processos que levam a 

disseminação tumoral. Primeiro, a CTC separa-se do tumor primário e invade a corrente 

sanguínea. Uma vez em circulação, a CTC evita a detecção do sistema imune e 

extravasa em microvasos de um tecido alvo.(37) A formação bem-sucedida de uma 

lesão metastática depende da capacidade do CTC de se adaptar, sobreviver e induzir a 

neoangiogênese no tecido alvo.(38) As CTCs foram identificadas em muitos tipos de 

câncer, incluindo o câncer da bexiga,(39) do estômago,(40) da próstata,(41) do 

pulmão,(42) da mama,(43) e do cólon.(44) 

As abordagens de isolamento/enriquecimento de CTC podem ser principalmente 

categorizadas em dois grupos: (1) métodos físicos e (2) métodos biológicos. O 
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isolamento baseado nas propriedades físicas não requer a marcação imunológica das 

CTCs, pois depende das características das CTCs, tais como tamanho, densidade, 

carga elétrica, capacidade migratória e potencial de deformação. Estes métodos 

incluem centrifugação por gradiente de densidade, filtração e dielectroforese. Diversas 

abordagens baseadas na filtração foram desenvolvidas com base no conceito de que a 

maioria das CTCs derivadas de cânceres epiteliais são geralmente maiores em 

diâmetro que outras células sanguíneas.(45,46) No entanto, variações 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 múltiplos 

filtros foram investigadas na tentativa de solucionar tais problemas e alcançar o 

enriquecimento preciso das CTCs.(50,51) Embora seja provável que essas novas 

abordagens possuam uma grande promessa no isolamento de CTCs, outros estudos de 

validação devem ser realizados para verificar sua significância. Métodos biológicos são 

outra abordagem popular para o isolamento de CTCs, que se baseiam na captura de 

CTCs baseada em anticorpos imunológicos. Em geral, este ensaio envolve seleção 

positiva com anticorpos contra antígenos associados a tumores, tais como adesão de 

células epiteliais (EpCAM) e citoqueratinas (CKs), bem como seleção negativa com 

anticorpos contra o antígeno leucocitário comum CD45. 

O órgão regulatório americano Food and Drug Administration (FDA) aprovou um 

método para enumeração CTC utilizado para prever o resultado do paciente com 

câncer em tratamento. O CellSearch ™ da Veridex foi liberado para uso clínico em 

pacientes com câncer de mama,(52) colo-retal(53) e próstata.(54) Este método 

enriquece células usando um ferrofluido magnético contendo anticorpos contra a 

adesão de células epiteliais(EpCAM). As céluas são então coradas para expressão de 

citoqueratina (CK) 8, 18 e 19, todos os quais são proteínaas estruturais intracelulares 

encontradas em células epiteliais. A presença dessas células raras detectadas pelo 

CellSearch tem sido implicada em pior prognóstico e desfecho do câncer. Pacientes 

com níveis de CTCs iguais ou superiores a 5 por 7,5 ml de sangue total, em 

comparação com o grupo com menos de 5 CTCs por 7,5 ml, tiveram uma menor 

mediana de sobrevida livre de progressão (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 detecção de CTC depende da expressão EpCAM 

e CK.(52)  

No entanto, não há consenso sobre os anticorpos específicos a serem utilizados. 

Os CTCs expressam molécula de adesão celular epitelial (EPCAM), que é considerada 

como um biomarcador que reflete um fator de risco para recorrência tumoral, (52) 

embora as citoqueratinas, incluindo CK8, CK18, CK19 e marcadores tumorais 

específicos (TTF-1, PSA, HER-2 etc.) (55-57) também são úteis para detecção e 

isolamento. Por outro lado, o EPCAM é geralmente perdido durante a transição epitelial 

para mesênquima (EMT), o processo que sustenta a migração e extravasamento de 

CTC para sítios secundários, e a resistência a anoikis e apoptose que tem sido 

recentemente relacionada a resultados clínicos ruins em mama, colorretais, de próstata, 

de ovário e de pulmão de células não pequenas (CPNPCs).(58-62) 

Além disso, os CTCs podem adquirir um fenótipo semelhante a células-tronco 

expressando marcadores típicos como CD44, CD133 e aldeído desidrogenase (ALDH), 

e propriedades proliferativas e auto-renováveis favorecendo a metastatização em 

tecidos secundários.(63,64) É, portanto, possível encontrar nas mesmas CTC amostras 

de sangue com fenótipo de células-tronco epiteliais, EMT ou cancerosas, suportando 

assim sua heterogeneidade e, ao mesmo tempo, limitando sua purificação e análise. 

Por esta razão, é necessário combinar métodos diferenciais para isolar CTCs 

funcionalmente heterogêneos.(65) 

Outro recente sistema denominadoDEPArray permite a detecção e recuperação 

de CTCs individuais por marcadores de superfície ou citoplasmáticos, bem como 

propriedades de tamanho e movimentação dieletroforética.(66) Um método alternativo é 

baseado na secreção protéica ou nas propriedades migratórias de CTCs (67) que 

permite a ligação dessas células a substratos sintéticos co-tratados com moléculas 

complementares específicas.  

No entanto, esses métodos estão sob investigação intensiva para melhorar sua 

complexidade e baixa especificidade. Embora seja necessário otimizar o procedimento 

padrão para isolar CTCs, sua investigação em oncologia moderna definitivamente 

desempenha um papel fundamental na conjugação da pesquisa básica com a tomada 



22 

 

de decisão clínica como marcador prognóstico, diagnóstico e preditivo dinâmico na 

prática médica cotidiana. 

Há interesse em se utilizar CTCs para prever locais de futuras metástases. A 

detecção e o conhecimento da arquitetura molecular dessas células podem servir como 

biomarcadores para sinalizar células disseminadas capazes de metástase e indicar 

potenciais órgãos alvo.(68) Os estudos não foram concluídos nesta área, mas foram 

mencionados como uma área de grande interesse atual. 

 O papel das CTCs como um parâmetro preditivo da resposta ao tratamento 

também é interessante na pesquisa com biópsia líquida. Os dados mostram que a 

contagem de CTC tem um papel potencial no monitoramento em tempo real da 

resposta às terapias. No tratamento de primeira linha do câncer de mama metastático, 

por exemplo, como demonstrado no ensaio clínico SWOG0500, a estratificação dos 

pacientes de acordo com a contagem de CTC, no nível 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 

prática clínica diária está sob investigação, especialmente quando a análise de CTC 

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

 

3.2 DNA livre circulante total (cfDNA) 
 

O estudo de cfDNAs tem uma história consideravelmente longa desde que foi 

relatado pela primeira vez em 1948 por Mandel e Metais,(70) que detectaram com 

sucesso os ácidos nucléicos no plasma humano. Em relação à neoplasia maligna, em 

1977, Leon et al.(71) relataram pela primeira vez a presença cfDNA no soro de 

pacientes com câncer. Além disso, também mencionaram sua potente função como um 

indicador clínico, demonstrando a diminuição dos níveis de cfDNA em resposta à 

radioterapia. Em 1989, Vasioukhin et al.(72) detectaram com sucesso o cfDNA com 

características neoplásicas e propuseram a primeira evidência sugerindo que os 

tumores podem lançar DNA na circulação. Esses achados abriram um novo campo na 

exploração de ácidos nucléicos circulantes, e vários estudos demonstraram a função 

biológica de cfDNAs e seu potencial como novos biomarcadores em relação ao DNA, 
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mRNA e miRNAs. O estudo do cfDNA circulante no plasma/soro envolve a medição do 

volume total de DNA circulante, bem como a detecção de aberrações 

genéticas/epigenéticas relacionadas ao câncer, que incluem instabilidade de 

microssatélites, perda de heterozigosidade, polimorfismos genéticos, mutações 

pontuais, metilação , deleção/amplificação/translocação do cromossomo e integridade. 

O cfDNA é considerado como um dos maiores avanços no campo do diagnóstico 

inovador, usado como "biópsia líquida". Os parâmetros cinéticos de um biomarcador 

são obrigatórios para avaliar sua utilidade como uma ferramenta de diagnóstico. Dessa 

forma, a obtenção de valores precisos para os parâmetros cinéticos (por exemplo, 

meia-vida) é crucial para o monitoramento terapêutico do cfDNA,pois esses valores 

podem ser o reflexo da progressão ou da regressão de uma patologia, mas também ser 

um fator prognóstico para o tratamento. No entanto, pouco se sabe sobre as 

propriedades intrínsecas 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, secreção ativa, apoptose, fagocitose, autofagocitose, etc. 

Aumentos nos níveis de cfDNA são descritos em várias condições patológicas como 

câncer, sepsis, doenças auto-imunes e, em particular, estados fisiológicos, como 

gravidez ou exercício físico intenso. Como resultado, o nível de cfDNA é estudado como 

um potencial biomarcador para rastreio, diagnóstico e prognóstico. Como um potencial 

biomarcador, é crucial caracterizar as propriedades cinéticas intrínsecas do cfDNA 

dentro do organismo, especialmente ao usar a análise de cfDNA como ferramenta de 

diagnóstico longitudinal para monitorar o curso do tratamento. Como produto biológico 

endógeno, o cfDNA pode seguir a distribuição fisiológica (em tecidos e fluidos 

fisiológicos) e os processos de eliminação. Os parâmetros cinéticos são estabelecidos 

quando se analisa a evolução das concentrações sanguíneas, séricas ou plasmáticas 

de uma substância ao longo do tempo. Assim, a evolução da concentração de cfDNA 

ao longo do tempo reflete esses processos. A variabilidade intra ou interindividual 

devido a condições fisiológicas ou fisiopatológicas particulares pode afetar os níveis de 

cfDNA.(74,75) 
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A fonte de cfDNA em indivíduos saudáveis é somente por apoptose, produzindo 

fragmentos menores de DNA de tamanhos uniformes. Em pacientes com câncer, no 

entanto, a necrose produz fragmentos de DNA mais longos e irregulares, além dos 

fragmentos mais curtos na apoptose.(76) Portanto, níveis elevados de fragmentos mais 

longos de DNA na corrente sanguínea foram estudados como um bom marcador para a 

presença de DNA de tumor maligno (77-79) e os níveis de cfDNA no soro sangüíneo 

são maiores em pacientes com câncer em comparação com indivíduos saudáveis.(80-

83) Consequentemente, a integridade do DNA - a razão entre fragmentos mais longos e 

mais curtos - tem sido explorada por sua utilidade no diagnóstico e prognóstico de 

cânceres. Sugere-se ainda, que seus valores podemestar mais aumentados em 

pacientes com câncer particularmento metastáticos mais do que em casos não 

metastáticos. Por exemplo, constatou-se que a progressão tumoral relacionada a 

metástases linfonodais regionais pode ser predita em pacientes com câncer de mama 

primário de acordo com os níves de cfDNA.(84) 

No câncer, uma porção do cfDNA origina-se de células tumorais, referidas como 

DNA de tumor circulante (ctDNA), e pode conter mutações correspondentes ao tumor 

do paciente, por exemplo alelos específicos de TP53. O perfilamento do cfDNA tornou-

se recentemente uma área de crescente relevância clínica em oncologia, em particular 

devido aos avanços na sensibilidade das técnicas de biologia molecular e ao 

desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de próxima geração, pois isso 

permite que as mutações tumorais sejam identificadas e rastreadas de forma não 

invasiva. Isso abriu novas possibilidades para monitorar a evolução do tumor e a 

aquisição de resistência, bem como para orientar as decisões de tratamento quando o 

tecido da biópsia do tumor é insuficiente ou indisponível.(85) 

 

3.3 DNA Tumoral circulantelivre (ctDNA) 
  

A primeira evidência 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 concentração 

de cfDNA estava aumentada em pacientes com câncer de pâncreas e que em alguns 

casos sua concentração diminuía após o início da terapia.(71) 
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A fração de cfDNA originada de células tumorais foi denominada DNA tumoral 

circulante livre (ctDNA). Até o momento, diferentes mecanismos de liberação de ctDNA 

na corrente sangüínea foram pesquisados. Em condições normais, o cfDNA de células 

apoptóticas e necróticas é rapidamente fagocitado por macrófagos e outras células de 

eliminação (77,86) e, quando a fagocitose de macrófagos é exaurida, quantidades 

aumentadas de nucleossomos são liberadas na corrente sanguínea, como provado pela 

evidência de que a maioria dos fragmentos de ctDNA terem 180-200 pares de bases 

(pb) de comprimento.(87) Isso é típico da apoptose quando a degradação do DNA em 

unidades nucleossômicas gera esse tamanho de pb de material nuclear. No entanto, o 

ctDNA também pode ser ativamente liberado na corrente sanguínea pelas células vivas. 

Bergsmedh et al.sugeriram que essa transferência de ctDNA é capaz de mediar o 

processo de metastatização e gerar a instabilidade genética necessária para a 

transformação maligna.(88) 

Em indivíduos normais, a concentração plasmática 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 

níveis de cfDNA não foram correlacionados com doença maligna, mas freqüentemente 

associados a outras condições, como inflamação, trauma ou exercício físico. Em 

pacientes com câncer, o ctDNA representa uma pequena proporção de cfDNA total, 

variando de menos de 0,1% a mais de 10% de acordo com a carga tumoral, estágio do 

câncer, renovação celular e resposta à terapia.(91) Portanto, tanto a quantificação 

quanto detecção de variantes específicas ou um hotspot mutacional em ctDNA têm um 

impacto direto sobre a utilidade clínica do ctDNA. Estudos anteriores demostraram 

diferenças no tamanho dos fragmentos entre ctDNA e cfDNA,(87) e Underhill et al. 

demonstraram que uma fração específica de DNA com uma faixa de tamanho é 20-50 

pb mais curta que o tamanho de cfDNA de doadores saudáveis é substancialmente 

enriquecida com ctDNA em câncer.(92) Até à data, os kits comerciais para extracção de 

ácido nucleico de diferentes fluidos corporais são baseados em afinidade column-based 

ou métodos magnetic-bead-based. Devido à falta de procedimentos padronizados em 

termos de coleta de amostras, isolamento e análise, ainda é difícil fazer uma 

comparação real entre dados diferentes na literatura. Em particular, muitas revisões 

sugerem a necessidade de avaliar os fatores pré-analíticos envolvidos na coleta de 
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amostras que podem afetar a análise do ctDNA. O plasma é geralmente preferido em 

relação ao soro para evitar a contaminação do cfDNA pelo DNA genômico derivado da 

lise de leucócitos e outras células hematopoiéticas.(93) No entanto, vários estudos 

demonstraram que outros fluidos corporais, como a urina, saliva e líquido 

cefalorraquidiano,podem contém uma quantidade maior de ctDNA do que o plasma.(94) 

Amostras de sangue devem ser coletadas em tubos contendo ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), um anticoagulante que inibe a atividade da DNase 

sanguínea e é compatível com a reação em cadeia da polimerase (PCR). Além disso, o 

tempo entre a coleta  e o processamento sanguíneo é outro fator crítico para a 

concentração de cfDNA. É importante remover as células sangüíneas que podem lisar e 

liberar o DNA da linha germinativa, o que diluiria o ctDNA.Por fim, a temperatura 

demonstrou ter uma forte influência nos níveis de cfDNA. De fato, quando o sangue é 

armazenado à temperatura ambiente antes do processamento, há um aumento maciço 

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

 

3.4 Exosomas 
  

EXOs são vesículas nanométricas (40–100 nm) liberadas pelas células e 

detectáveis na maioria dos fluidos corporais, como plasma, urina, saliva ou ascite.(98) 

Diferente de outras vesículas extracelulares (VEs) que saem diretamente da 

membrana celular, como microvesículas (50-1000 nm de diâmetro) ou corpos 

apoptóticos, os EXOs são produtos finais da via endossômica de reciclagem e originam-

se do crescimento interno da membrana plasmática. Embora tenham sido anteriormente 

considerados produtos residuais celulares, agora está claramente demonstrado que 

eles desempenham um papel na comunicação intercelular, dependendo da carga de 

moléculas funcionais do doador para as células à distância.(99-101) Os EXOs 

participam de muitos processos fisiológicos e patológicos e demonstraram estar 

envolvidos na progressão e metastatização do câncer.(102) Além disso, EXOs liberados 

por células cancerígenas, nomeadamente EXOs derivados de tumores, promovem 

transição epitélio-mesenquimal (EMT) e afetam a proliferação, migração e invasão de 

células cancerígenas, além de proporcionar a angiogênese e o estabelecimento de um 



27 

 

ambiente imunossupressor.(103) Os EXOs também estão emergindo como um novo 

mecanismo de quimiorresistência, dependendo principalmente da descarga de drogas 

via formação de vesículas, neutralização de drogas baseadas em anticorpos e 

transferência de microARNs (miRNA) mediada por EXOs.(104) Os EXOs consistem em 

uma bicamada lipídica que contém proteínas transmembrana e não-membrana, bem 

como RNAs não codificadores, mRNAs e DNA de fita simples ou fita dupla.(105) De 

acordo com análises proteômicas, os EXOs foram caracterizados por um conjunto 

conservado de proteínas, independentemente de sua origem celular, como as 

tetraspaninas CD63, CD81 e CD9. No entanto, a composição proteica dos EXOs se 

assemelha aproximadamente a células originárias, sugerindo assim uma assinatura 

exossômica do tipo célula ou específica do tecido.(106,107) 

Vários métodos foram desenvolvidos para coletar eficientemente EXOs de flúidos 

corporais. Os protocolos disponíveis são geralmente baseados na separação de 

vesículas de acordo com suas propriedades biofísicas, incluindo tamanho, morfologia e 

densidade, enquanto outros são baseados na captura de imunoafinidade ou na 

alteração da solubilidade do EXO para melhorar sua precipitação.(108) Até o momento, 

um protocolo de isolamento comum adota uma série de centrifugações com velocidades 

crescentes para remover os detritos celulares e as maiores vesículas derivadas da 

membrana plasmática, seguido pela sedimentação de EXOs por ultracentrifugação 

(100.000 × g). Apesar de este método ser largamente aceito, o procedimento de 

ultracentrifugação pode resultar em eventos contaminantes ou perda de EXO, além de 

ser demorado e não permite isolar seletivamente EXOs derivados de tumores daqueles 

originados por outras células. Outras técnicas de isolamento que exploram as 

propriedades físicas dos EXOs são a separação por gradiente de densidade de 

sacarose e exclusão por tamanho por cromatografia. Embora ambos os métodos 

produzam eficientemente EXOs altamente purificados, estes são utilizados com menos 

frequência.(109) Por outro lado, abordagens de imunocaptura, como ensaio 

imunoabsorvente ligado a enzimas baseado em microplacas ou partículas magnéticas 

revestidas com anticorpos, reconhecem antígenos exosômicos específicos na 

superfície, levando ao isolamento seletivo de EXOs e são cada vez mais usados em 

pesquisas. Finalmente, vários produtos comercialmente disponíveis causam 
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precipitação EXO na presença de polímeros que excluem a água, embora a falta de um 

mecanismo adequado de isolamento seletivo possa comprometer a pureza dos 

rendimentos.(110) 

Após seu isolamento e investigação por meio de ensaios de microscopia 

eletrônica ou de citometria de fluxo, os EXOs derivados de tumores podem ser 

investigados quanto a sua expressão proteica ou perfil genético como marcadores 

diagnósticos ou prognósticos.(111) Para isso, por exemplo, a identificação de EXOs 

séricos enriquecidos com altos níveis de fator inibitório de migração (MIF) pode 

identificar pacientes com adenocarcinoma ductal pancreático mais propensos a 

desenvolver metástase hepática, representando, portanto, um fator prognóstico 

desfavorável.(112) Similarmente, os EXOs de células de câncer de próstata, 

nomeadamente prostasomes, podem ser detectados por proteínas de membrana 

específicas da próstata, incluindo PSMA, transglutaminase prostática-específica e 

antígeno de células-tronco da próstata, cujos níveis 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) são protegidos pela bicamada fosfolipídica da degradação devido a 

ribonucleases séricas e DNases, tendo sua análise fornecido  informações diagnósticas 

e prognósticas adicionais, bem como tendo  utilidade para monitorar a resposta ao 

tratamento. Neste contexto, foram descritas assinaturas miRNA exossômicas 

específicas, como os miR-1246, miR-4644, miR-3976 e miR-4306 que foram 

encontrados regulados em pacientes com câncer pancreático.(115,116) 

Embora promissores, os dados desses estudos referem-se apenas a pequenas 

coortes de pacientes e são inadequados para sustentar conclusões definitivas. 

Esclarecimentos adicionais de grandes ensaios clínicos são necessários para confirmar 

a aplicabilidade dos EXOs como biomarcadores tumorais para monitorar a progressão 

do câncer ou direcionar as decisões de tratamento. Além disso, outras possíveis 

aplicações clínicas de EXOs em oncologia incluem a possibilidade de administração de 

droga ou miRNA dentro das células tumorais, a identificação de novos alvos 

terapêuticos para inibir os mecanismos moleculares implicados na progressão do 

câncer, bem como a estimulação de uma resposta imunológica contra células 
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cancerosas. Estas abordagens inovadoras estão agora sob investigação intensiva, 

tanto em ensaios pré-clínicos e clínicos.(117) 
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4 BIÓPSIA LIQUIDA CÂNCER DE ESTÔMAGO 
  

No sangue de pacientes com câncer, a presença e as potentes utilidades das 

células tumorais circulantes (CTCs) e dos ácidos nucléicos livres, como DNA, mRNA e 

microRNA, foram reconhecidas e sua relevância clínica está atraindo considerável 

atenção na prática clínica.Considera-se que estes promissores marcadores possuem 

um grande potencial na oncologia clínica e podem facilitar estratégias terapêuticas para 

o câncer, incluindo os seguintes: detecção precoce de doenças, predição do resultado 

prognóstico, monitorização da dinâmica do tumor e desenvolvimento de novos 

tratamentos alvo-dirigidos. 

 
4.1 Detecção de CTC em pacientes com CG e sua relevância clínica 
  

Até o momento, muitos pesquisadores tentaram detectar CTCs em pacientes 

com CG e demonstraram sua relevância parafunções biológicas e oncogênicas 

utilizando várias abordagens. No entanto, em particular, demonstrou-se que EpCAM é 

superexpressa e funciona como um oncogene em cânceres epiteliais humanos 

incluindo GC.(118-120) 

Desde a sua introdução, a tecnologia de RT-PCR tornou-se a abordagem mais 

utilizada para alcançar uma taxa de detecção satisfatória, apesar da concentração 

extremamente baixa de CTCs na corrente sanguínea. No entanto, uma alta 

sensibilidade de RT-PCR pode causar um aumento na detecção de falsos positivos 

mesmo em controles saudáveis. Portanto, alguns pesquisadores utilizaram múltiplos 

marcadores de detecção em um ensaio baseado em mRNA, sugerindo suapotencial 

utlização.(121-123) Particularmente, Wu et al. (122) desenvolveram um ensaio sensível 

usando um arranjo de membrana colorimétrico de alto rendimento, no qual múltiplos 

marcadores, tais como transcriptase reversa da telomerase humana (TERT), 

citoqueratina 19 (CK19), CEA e MUC1, são medidos simultaneamente e a combinação 

dos quatro marcadores pode servir como um indicador prognóstico para sobrevida 

global e recorrência/metástase pós-operatória em GC. Recentemente, RNAs não-

codificantes, como miRNAs e RNAs interagindo com o Piwi (piRNAs), 

comprovadamente alteram sua expressão na carcinogênese e na progressão tumoral, 
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(124-126) portanto, essas alterações específicas do câncer têm sido relatadas como 

úteis para a detecção precoce da doença. Entretanto, alguns desses trabalhos, nos 

quais uma camada de células mononucleares foi utilizadaspara isolar o RNA total, 

podem-se não refletir miRNAs originários apenas de CTCs, devido a possibilidade de 

contaminação por RNAs originários de leucócitos não ter sido excluída. A presença de 

miRNAs originários de células do sangue periférico foi demonstrada no sangue de 

pacientes com câncer e indivíduos normais e, além disso, a contaminação desses 

miRNAs foi observada até mesmo para análise de miRNA livre de células 

circulantes.(127,128) Essas questões devem ser abordadas antes de proceder à prática 

clínica e, além disso, a exploração exaustiva para identificar marcadores mais sensíveis 

de miRNA / piRNA pode ser desejável para se obter um ensaio clínico preciso. 

Hiraiwa et al. (129) examinaram CTCs em 130 pacientes com câncer 

gastrointestinal envolvendo 44 pacientes com GC usando o sistema validade 

CellSearch. Seus resultados demonstraram que os pacientes com GC metastático com 

≥ 2 CTCs (n = 15) tiveram uma taxa de sobrevida global significativamente menor do 

que os pacientes com GC metastático com <2 CTCs (n = 12) (P = 0,039). Em um 

estudo prospectivo, Matsusaka et al. (130) também avaliaram a relevância das CTCs 

para quimioterapia e resultados clínicos usando o sistema CellSearch. Seus resultados 

demonstraram que pacientes GC com ≥ 4 CTCs nas 2ª. E 4ª. semanas após o início da 

quimioterapia tiveram sobrevida global e livre de  progressão  significativamente menor 

em comparação com pacientes com GC <4 CTCs, enquanto CTC basal (por exemplo: 

antes do início da quimioterapia) não teve associação estatística com desfechos 

clínicos. Esses achados podem implicar na estreita relação do status da CTC e da 

resposta ao tratamento. 

Em resumo, os avanços tecnológicos recentes proporcionaram considerável 

progresso e importante interesse na detecção de CTCs em vários tipos de câncer, 

incluindo a GC. Embora estudos anteriores tenham mostrado uma potencial utilização 

da detecção de CTC como um novo teste diagnóstico e prognóstico em pacientes com 

câncer, ainda há limitado conhecimento sobre as características biológicas e o papel 

dessas células. A caracterização detalhada de CTCs e novos estudos bem desenhados 
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com esses marcadores poderão fornecer a oportunidade para o impacto clínico na 

terapia do câncer. 

 

4.2 Detecção de DNA circulante em pacientes com CG e sua relevância clínica 
  

Entre diversos estudos realizados utilizando cfDNA e CG, poucos detectaram 

relação com a concentração de cfDNA, nos quais um proteína "housekeeping", beta-

actina (131) e uma seqüência de repetição do DNA genômico não codificante, ALU 

(132) foram avaliados. Em contraste, a detecção da relação de DNA metilado no 

plasma/soro parece ser a abordagem mais utilizada no GC, que foi geralmente 

investigada por processo de PCR-específico para metilação (MSP) ou ensaios de PCR 

quantitativos específicos para a metilação (qMSP). Em 2002, Lee et al. (17) relataram 

pela primeira vez a potente aplicação de detecção de DNA metilado de proteinquinas 

associada à morte celular, E-caderina, GSTP1, p15 e p16 no soro de pacientes com 

GC. Após, avanços tecnológicos e a exploração de genes mais sensíveis e específicos 

forneceu a evidência acumulada neste campo. Em detalhe, análises abrangentes por 

metilação CpG microarray sugeriram a possibilidade de mais genes significativos para a 

detecção de DNA metilado.(85,86) Ademais, Ling et al. (88) demonstraram claramente 

a potencial utilização de taxas satisfatórias de especificidade e sensibilidade. 

Especificamente, XAF1 DNA metilado no soro foi detectado em 69,8% (141/202) dos 

pacientes com GC e nenhum dos indivíduos saudáveis (0/88) com uma curva ROC para 

discriminação dos dois grupos significativamente correlacionado com pior prognóstico 

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 sanguínea, conhecidos como 

ctDNA - derivados de células tumorais primárias, CTCs e/ou metástases à distância - 

podem refletir alterações genéticas específicas do câncer, incluindo mutações, 

amplificações, variação do número de cópias, rearranjo e metilação.(133,134) Até o 

momento, estudos limitados sobre a identificação e monitoramento dos níveis de ctDNA 

em pacientes com CG foram realizados. Hamakawa et al. (135) relataram que 30% 

(3/10) dos pacientes com CG apresentavam mutações em TP53 em seus tumores 

primários e no ctDNA pré-operatório, sugerindo que a identificação da mutação TP53 
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(c.103delT; c.747G> C; c.166G> T) pode ser uma ferramenta útil para monitorar 

progressão e doença residual durante o seguimento clínico. Em 2016, Fang et al. (136) 

analisaram o perfil mutacional de oito genes (ARID1A, TP53, PIK3CA, PTEN, AKT3, 

BRAF, AKT2 e AKT1) e os níveis alterados de ctDNA em 277 pacientes com tumores 

gástricos primários. 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 níveis de ctDNA eram mais propensos a apresentar 

invasão vascular e uma menor taxa de sobrevida global em cinco 5 anos comparados 

aos pacientes sem ctDNA detectado. Portanto, os níveis mais altos detectáveis de 

ctDNA foram associados à recorrência peritoneal e a um desfecho desfavorável em 

pacientes com CG. Em uma metanálise de ctDNA em CG, Gao et al. demonstraram 

uma associação significativa entre o nível de ctDNA baseado na metilação gênica com 

o estágio TNM, invasão tumoral, metástase linfonodal e metástase à distância em 

pacientes com CG com alta especificidade (0,95, 95% IC 0,93‐0,96) e sensibilidade 

relativamente moderada (0,62,95 IC% 0,59-0,65).(137) 
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6 DISCUSSÃO 
  

A fim de melhorar os resultados clínicos de pacientes com câncer, a detecção 

precoce e o monitoramento preciso tanto de doenças iniciais, como metastáticas são 

necessários. Numerosas alterações genéticas e epigenéticas contribuem para a 

oncogênese e progressão do câncer e as análises dessas alterações têm sido cada vez 

mais utilizadas para fins diagnósticos, prognósticos e terapêuticos em neoplasias 

malignas, incluindo o CG. 

Os espécimes cirúrgicos e/ou de biópsia são geralmente utilizados para se 

identificar as alterações associadas ao tumor; no entanto, essas abordagens nem 

sempre podem ser realizadas devido às suas características invasivas e podem não 

refletir a dinâmica atual do tumor, bem como podem não predizer a sensibilidade às 

drogas oncológicas, devido a potenciais modificações genéticas tumorais 

ocorridasdurante o processo terapêutico. 

Nesse contexto, a recorrência e metástase são as condições clínicas mais 

críticas durante o segmento clínico, impactando na sobrevida e a qualidade de vida dos 

pacientes com CG. Além disso, muitas vezes os exames de detecção de recorrência de 

doença e/ou metástases a distância utilzados atualmente na prática clínica (ex.: 

exames de imagem: tomografia computadorizada, ressonância nuclear magnética, PET 

CT) podem ter seus resultados limitados a depender do tamanho e localização da 

doença secundária, como no caso do tipo mais comum de doença metastática do CG, a 

carcinomatose peritoneal. 

O ctDNA se mostra como um promissor biomarcador minimamente invasivo, com 

um grande potencial de aplicações emergentes distintas, incluindo detecção e 

diagnóstico precoces, monitoramento da doença e eficácia do tratamento, e 

identificação de alterações para guiar o tratamento no câncer.(138)  

Dessa forma, buscou-se analisar no presente estudo piloto a potencial relação do 

cfDNA e ctDNA como biomarcardores de prognóstico comparando-lhes aos exames de 

imagem utilizados na prática clínica durante avaliação de resposta ao tratamento 

quimioterápico, em pacientes com câncer gástrico localmente avançado e metastático.  

Pacientes incluídos no estudo devido a metástases a distância, os sítios de 

envolvimentos secundários mais prevalentes foram, respectivamente: peritônio, fígado e 
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pulmão, corroborando com dados  na literatura que descrevem a carcinomatose 

peritoneal  como o sítio mais frequente de disseminação tumoral.(139) 

Sabe-se que altas concentrações de cfDNA não são específicas para câncer e 

essa concentração pode variar consideravelmente tanto no plasma de pacientes com 

câncer, bem como em indivíduos com doenças reumatológicas,estados inflamatórios, 

sepse e trauma, por exemplo, podendo refletir tanto uma condição patológica como 

fisiológica. No entanto, em pacientes com câncer há evidência de níveis mais elevados 

de cfDNA do que indivíduos saudáveis.(140,141) No presente estudo, demonstrou-se 

níveis plasmáticos significativamente menores de cfDNA no grupo controle de pacientes 

comparados com pacientes com CG avançado antes do início da quimioterapia. 

Portanto, o cfDNA presente na população estudada de pacientes com GC é 

primariamente de origem tumoral.  No entanto, a concentração de cfDNA em pacientes 

com câncer, 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 indivíduos saudáveis, o que pode se 

sobrepor e ser um potencial fator limitante do uso da concentração de cfDNA isolada 

para rastreamento ou diagnóstico de câncer.(142) Para refinar ainda mais a análise do 

presente estudo, estabeleceu-se quantitativamenteo nível de DNA tumoral a partir da 

análise de tamanhos de fragmentos através da expressão relativa de alterações de 

microssatélites que verificam a integridade do DNA. Esses fragmentos foram 

classificados em pequenos (ALU 115- por apoptose) egrandes fragmentos de DNA 

(ALU247), e após a fração calculada, foi aplicado em relação ao total de cfDNA para 

cada amostra. 

Dessa forma, foi observado que concentrações mais baixas de ctDNA (e não 

cfDNA) obtidos durante a segunda coleta estavam significativamente relacionados a 

sobrevida livre de progressão (SLP), mas não ao sobrevida global (SG). Esse achado 

pode indicar maior quimiossensibilidade e, portanto,maior erradicação do tumor em 

pacientes com níveis mais baixos ctDNA, que pode ter contribuído para uma SLP maior 

no grupo estudado. Portanto, é possível que o ctDNA possa ser útil para 

monitorarrecorrência e progressão da doença avançada do câncer gástrico. Além disso, 

a correlação positiva que foi observada entre DFS e ctDNA, mas não 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 câncer gástrico avançado submetidos a 

gastrectomia inicialmente tiverem amostras de cfDNA e ctDNA coletadas  no momento 

da  admissão (antes da cirurgia), após a cirurgia e, em três pacientes, após a recidiva. 

Três em cada dez pacientes com mutações TP53 em tumores primários mostraram 

níveis detectáveis de mutação TP53 no cfDNA pré-operatório. Embora as 

concentrações de cfDNA nem sempre refletissem o curso da doença, a fração de 

ctDNA correlacionou-se com o status da doença.(135) 

Por outro lado, a ausência de correlação entre SG e a resposta tumoral no nosso 

estudo pode ser devido ao pequeno número de pacientes incluídos neste estudo piloto 

e à dificuldade na medida da resposta tumoral em pacientes com doença peritoneal. 
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7 CONCLUSÃO 
  

Concluiu-se no pesente estudo que os valores de ctDNA aos 3 meses após 

ainício da quimioterapia (segunda medição) correlacionou-se com a SLP em 

pacientescom câncer gástrico avançado que receberam quimioterapia sistêmica. 

Portanto, o ctDNA pode ser um potencial biomarcador mais específico em relação às 

modalidades de segmento da evolução clínica utilizadas atualmente, não invasivo e 

custo-efetivo nesses pacientes, contribuindo, portanto para o melhor manejo desse 

cenário. 
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