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RESUMO 

 

 

Braun AC. Análise da expressão do receptor do fator de crescimento 

epitelial (EGFR) em células tumorais circulantes de pacientes com 

sarcomas. São Paulo; 2017. [Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio 

Prudente]. 

 

A presença de Células Tumorais Circulantes (CTCs) e/ou Microêmbolos 

Tumorais Circulantes (MTCs) no sangue de pacientes com sarcoma pode 

ser um marcador precoce de invasão tumoral, pois sabe-se que as CTCs 

circulam no sangue durante meses ou anos antes do desenvolvimento de 

metátases. Além das CTCs e CTMs, o EGFR (Epithelial Growth Factor 

Receptor), também pode contribuir com a invasão de células malignas, pois 

desencadeia a proliferação celular, migração e motilidade. Quando 

superexpresso, o EGFR é geralmente relacionado a pior prognóstico, 

doença avançada e baixa taxa de sobrevivência dos pacientes. Objetivos: 

Isolar e quantificar CTCs, além de identificar a expressão do receptor do 

fator de crescimento epitelial (EGFR) associado com invasão e resistência à 

quimioterapia nestas células. Metodologia: Estudo prospectivo, realizado 

por meio da coleta de sangue total de pacientes com diferentes tipos de 

sarcomas. Os pacientes foram submetidos a uma coleta de sangue total 

(8ml). As amostras de sangue foram processadas e filtradas no sistema 

ISET (Rarecells, France) para o isolamento e quantificação das CTCs. 

Posteriormente, foi realizada imunocitoquímica (ICQ) dupla marcação para 

avaliação protéica. Foram avaliadas as proteínas EGFR e CD45. 

Resultados: Foram analisados 18 pacientes com idade média de 49 anos 

(18-77). O número mediano de CTCs foi de 2,0 CTCs/mL (0-11 CTCs / mL), 

27,7% dos pacientes tiveram CTMs detectados na circulação e em 83,3% foi 

observada a expressão da proteína EGFR. A Sobrevida Livre de Progressão 

(SLP) em pacientes EGFR positivo em comparação com EGFR negativo em 

CTCs foi 2.2 meses x NA (não alcançado) (p = 0.117) A SLP de pacientes 



de primeira linha com EGFR + nas CTCs foi 2.2 meses versus NA (p = 

0.156). Conclusão: Este é o primeiro estudo a demonstrar a expressão da 

proteína EGFR em CTCs de pacientes com sarcomas. Embora não 

tenhamos encontrado significância estatística nos resultados, nossos 

achados abrem novas possibilidades para uma pesquisa futura. O próximo 

passo é caracterizar as CTCs em uma coorte maior de pacientes para 

entender melhor o papel do EGFR na promoção de metástases tumorais em 

sarcoma. 

 

 



SUMMARY 

 

 

Braun AC. [Analysis of epithelial growth factor receptor (EGFR) 

expression in circulating tumor cells of patients with sarcomas]. São 

Paulo; 2017. [Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

The presence of Circulating Tumor Cells (CTCs) and/or Circulating Tumor 

Microemboli (CTM) in the blood of patients with sarcoma may be an early 

marker of tumor invasion, because it is known that the CTCs circulate in the 

blood for months or years before the development of metastases. In addition 

to CTCs and CTMs, EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor) may also 

contribute to the invasion of malignant cells, as it triggers cell proliferation, 

migration and motility. When overexpressed, EGFR is usually related to poor 

prognosis, advanced disease, and poor patient survival. Objectives: to 

isolate and quantify CTCs, in addition to identify the expression of epithelial 

growth factor receptor (EGFR) associated with invasion and resistance to 

chemotherapy in these cells. Methodology: This was a prospective study, to 

be carried out by collection of whole blood from patients with different types 

of sarcomas. The patients had approximately 8mL of blood collected. The 

blood samples were processed and filtered on ISET system for the isolation 

and quantification of CTCs. Later, we performed immunocytochemistry (ICQ) 

double staining for protein assessment. EGFR and CD45 proteins were 

evaluated. Results: we analyzed 18 patients with median age of 49 years 

(18-77). The median CTCs number was 2.0 CTCs/mL (0-11 CTCs/mL) and 

CTM were found in 27.7% of patients. The positivity for EGFR in CTCs was 

observed in 83.3% of the patients. Progression-free survival (PFS) of positive 

EGFR staining compared to negative EGFR in CTCs was 2.2 months x NR 

(not reached) (p = 0.117). The PFS of first line patients with EGFR + CTCs 

was 2.2 months versus NR, for EGFR- CTCs (p = 0.156). Conclusions: this 

is the first study to demonstrate the expression of EGFR protein in CTCs 

from sarcoma. Although we did not find statistical significance in our results, 



our findings should open up an area for future research. The next step is to 

characterize CTCs in a larger cohort of patients to better understand the role 

of EGFR in promoting tumor metastasis in sarcoma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 SARCOMAS 

 

Os sarcomas possuem diferentes padrões morfológicos da linhagem 

mesenquimal e compõem um grupo heterogêneo de mais de 70 neoplasias 

primárias malignas (JO e DOYLE 2016; DANCSOK et al. 2017).  

São capazes de diferenciar-se a partir de diversos tipos celulares, 

como tecido conjuntivo, cartilaginoso, ósseo, sistemas sanguíneo e linfático 

(DUCIMETIERE et al. 2011). Além disso, são raros e potencialmente fatais, 

representando um desafio diagnóstico e terapêutico, uma vez que 

apresentam um padrão de crescimento expansivo, recidiva local e 

metástases (FLETCHER et al. 2002; NAKAYAMA et al. 2007). 

São classificados em sarcomas de partes moles (SPM) e sarcomas 

ósseos (SO) e juntos representam cerca de 1% de todas neoplasias em 

adultos e 15% em crianças, possuindo uma maior frequência na fase adulta. 

Em pacientes diagnosticados com estágio avançado, considera-se uma 

sobrevida global (SG) de 20-25% em dois anos (JEMAL et al. 2010; 

DEMETRI et al. 2010; HOWLADER et al. 2014). Em 2008, os SPM 

compreenderam 87% dos sarcomas diagnosticados enquanto os SO 

compreenderam 13% (HOWLADER et al. 2014). 

Devido à sua raridade e dificuldade de diagnóstico, o acúmulo de um 

número suficiente de casos para análise estatística é inevitavelmente 



2 

	

prejudicado; por este motivo os dados sobre a incidência dos sarcomas não 

são divulgados no Brasil. Nos EUA estimou-se a ocorrência de 2.600 novos 

casos de SO e 10.500 novos casos de SPM no ano de 2011 (DEMETRI et 

al. 2010; DEMICCO e LAZAR 2011).  

Foram estimados 12.310 novos casos de SPM nos EUA com cerca 

4.990 mortes no ano de 2016 (HOWLADER et al. 2014). De acordo com 

dados epidemiológicos coletados entre 1973 e 2008, a incidência de STS é 

mais frequente em afro-americanos, seguidos por caucasianos e asiáticos 

(BURNINGHAM et al. 2012). A razão para as disparidades nas incidências 

raciais ainda não é clara. No Canadá, representam 1% de todas as mortes 

relacionadas ao câncer e cerca de 19-21% das mortes relacionadas ao 

câncer em crianças e adolescentes (DANCSOK et al. 2017). 

Alguns SPM localizam-se nas extremidades, seguidos em ordem de 

frequência pela cavidade abdominal, retroperitônio, parede do tronco e 

cabeça e pescoço (LATORRE e FRANCO 1999). Abrangem desde tumores 

localmente invasivos até altamente agressivos e sua progressão é rápida e 

torna-se letal na maioria dos casos. Grande parte dos pacientes morre em 

decorrência da doença, principalmente por metástase pulmonar 

(LEHNHARDT et al. 2009), apresentando uma sobrevida estimada de cinco 

anos em torno de 50% dos casos (CLARK et al. 2005). 

No grupo dos SPM estão inclusos os leiomiossarcomas (LMS), 

sarcomas pleomórficos indiferenciados (SPI) e sinoviais (SS), lipossarcomas 

(LP) e rabdomiossarcomas (RMS). O primeiro é uma neoplasia que 

representa de 10% a 15% dos sarcomas de partes moles (YANG et al. 2009) 
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e sua disseminação ocorre principalmente por via hematogênica 

(PENNACCHIOLI et al. 2012). São mais comuns em pacientes de meia-

idade e idosos, sendo raramente observados em crianças. Os LMS podem 

desenvolver-se em qualquer parte do corpo, assim como em tecidos 

viscerais (próstata, bexiga urinaria e útero) (GUILLOU e AURIAS 2010).  A 

maioria desses tumores é detectada na região da cavidade abdominal, 

retroperitônio e mediastino (50% a 65%), sendo que estes estão associados 

a um pior prognóstico e a uma sobrevida reduzida (70% a 90% dos 

pacientes) (MIETTINEN e FERSCH 2006). A localização dos LMS também 

tem sido associada ao comportamento clinico destes tumores. Os 

localizados na derme possuem um melhor prognóstico quando comparados 

aos localizados em regiões mais profundas, os quais apresentam maior taxa 

de mortalidade associada ao aumento de metástases (YANG et al. 2009; 

GUILLOU e AURIAS 2010). 

Os sarcomas pleomórficos indiferenciados (SPI) são tumores raros 

que possuem grande heterogeneidade histológica e seu comportamento 

clínico é agressivo, tendo desenvolvimento frequente de metástases e 

recidivas locais (FLETCHER 2006). É prevalente na sexta e sétima décadas 

de vida e afeta homens e mulheres. Os sítios anatômicos mais acometidos 

são as extremidades inferiores, superiores e o retroperitônio. São 

observadas metástases em 5% dos pacientes no momento do diagnóstico 

(NASCIMENTO e RAUT 2008). Os pacientes com este tumor apresentam 

uma sobrevida estimada de cinco anos em aproximadamente 50 a 60% dos 

casos (FLETCHER et al. 2002). Além disso, o aumento do tumor está 
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associado com menor intervalo livre de metástase, diminuindo 

significativamente a sobrevida do paciente.  

Os sarcomas sinoviais (SS) são tumores raros e compreendem cerca 

de 5 a 10% dos sarcomas de partes moles. São mais comuns em 

extremidades, embora possam originar-se em qualquer parte do corpo. 

Acometem principalmente jovens e apresentam-se como uma massa 

dolorosa de crescimento lento próxima a uma grande articulação (WEISS e 

GOLDBUM 2001). 

Em contrapartida, o lipossarcoma (LP) é um dos tumores malignos de 

partes moles mais comuns na vida adulta e é derivado dos adipócitos. 

Acomete igualmente ambos os sexos por volta da quarta década de vida. 

Seu crescimento é lento e torna-se sintomático quando assume grandes 

dimensões (MASE et al. 2002). 

O rabdomiossarcoma (RMS) é um subtipo histológico com origem na 

musculatura esquelética e é o tipo mais comum de SPM em crianças, 

representando cerca de 50% destes tumores (ANDERSON et al. 1990). Em 

adultos, sua incidência é inferior a 10% de todos SPM (CALLANDER et al. 

1991). A região da cabeça e pescoço possui a maior quantidade de subsítios 

tumorais de rabdomiossarcoma, incluindo a órbita, os sítos parameníngeos 

(nasofaringe, cavidade nasal, seios paranasais, osso temporal, fossa 

pterigopalatina e fossa infratemporal) e os sítios não-parameníngeos. Os 

tumores que invadem a órbita são os que possuem o melhor prognóstico 

(WURM et al. 2005). 
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Em média, mais de 50% dos pacientes com sarcoma de alto grau 

apresentam recaída tumoral sistêmica e recidiva à distância é a principal 

causa de morte (Sarcoma Meta-Analysis Collaboration [SMAC] 1997). 

Atualmente, o controle local feito com cirurgia e radioterapia garante baixas 

taxas de recidiva local e mortalidade desta recidiva.   

EDGE et al. (2010), demonstraram que pacientes com tumores de 

alto grau apresentam uma melhor resposta inicial a quimioterapia em 

relação aos pacientes com tumores de baixo grau histológico. A cirurgia 

associada a quimioterapia e/ou a radioterapia continua a ser a modalidade 

terapêutica mais utilizada em SPM (GANJOO e JACOBS 2010; NIELSEN e 

WEST 2010).  

Como controle local a radioterapia é utilizada, reduzindo assim a 

recorrência local. A quimioterapia é utilizada no controle sistêmico dos SPM 

e inclui o tratamento paliativo em tumores avançados, redução do tamanho 

para facilitar a ressecção do tumor primário e metástases pulmonares. Além 

disso, a quimioterapia também é utilizada como tratamento adjuvante ou 

neoadjuvante em tumores de alto grau (AGUIAR JUNIOR et al. 2009; 

ERIKSSON 2010).  

Durante décadas, a doxorrubicina isolada ou em combinação com 

ifosfamida, foi utilizada como tratamento em sarcomas avançados de tecidos 

moles (STS), apresentando melhores taxas de resposta global (completa ou 

parcial) em casos de doença metastática (20% a 30%). No entanto, o 

tratamento quimioterápico traz benefícios limitados e geralmente não 
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melhora o tempo de progressão tumoral ou a sobrevida dos pacientes 

(VERWEIJ e BAKER 2010; JUDSON et al. 2014). 

 

1.2 CÉLULAS TUMORAIS CIRCULANTES 

 

O estudo das células tumorais circulantes (CTCs) pode resultar em 

melhor entendimento da biologia da doença e ser uma ferramenta na 

pesquisa de novos alvos terapêuticos para o tratamento do câncer. A 

presença de CTCs pode ser um marcador precoce de invasão tumoral. Além 

disso, sabe-se que estas células circulam no sangue por meses ou anos 

antes do desenvolvimento de metástases (PATERLINI-BRECHOT e BENALI 

2007; KLEIN 2009; RHIM et al. 2012) e assim, podem ajudar a identificar 

pacientes no estágio intermediário entre a doença localizada e a 

metastática, que no momento não são identificados, nem tratados ou 

tratados de forma não personalizada. 

ASHWORTH (1869) realizou o primeiro registro sobre essas células 

enquanto realizava uma necropsia, ele notou que na veia safena de um 

paciente haviam células parecidas com as encontradas em um tumor na 

parede anterior do seu tórax e abdômen. Somente em 2004, nos Estados 

Unidos, um estudo publicado por CRISTOFANILLI et al. (2004) demonstrou 

uma metodologia capaz de detectar CTCs, e por meio deste estudo foi 

demonstrado que estas células de fato aparecem somente em pacientes 

com câncer.  
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Dez anos após a primeira demonstração de uma metodologia capaz 

de detectar CTCs, o sistema utilizado por CRISTOFANILLI et al. (2004) e 

diversos outros grupos pelo mundo começou a ser questionado (RAIMONDI 

et al. 2014; BEIJE et al. 2015). A metodologia CellSearch® que se destina à 

enumeração de CTCs de origem epitelial (CD45-, EpCam + e Citoqueratinas 

8 18+ e / ou 19+) e é a única aprovada pelo FDA (Food and Drug 

Administration). Contudo, vem sendo contestada pelo fato de liberar diversos 

resultados falsos positivos e negativos, pois falha em sua seleção negativa 

de células brancas do sangue, que muitas vezes não expressam CD45 e por 

não detectar células tumorais em transição epitélio-mesênquima (TEM) 

(RAIMONDI et al. 2014; BEIJE et al. 2015).  

 

1.3 TRANSIÇÃO EPITÉLIO-MESÊNQUIMA 

 

A TEM é um processo pelo o qual as CTCs podem passar para 

invadir na corrente sanguínea. Este fenômeno ocorre através do 

desenvolvimento de fenótipo mesenquimal em substituição ao fenótipo 

epitelial, para que haja locomoção e diferenciação celular (KSIAZKIEWICZ 

et al. 2012). A perda dos marcadores epiteliais e a aquisição de 

características de células mesenquimais permite que as células tumorais 

aumentem sua mobilidade e sua capacidade de invasão para aderir e 

desenvolver metástases em sítios distantes (THIERY 2002; STEEG 2003). 

As células que passam pela transição epitélio-mesênquima possuem uma 

expressão baixa ou nula de EpCAM, uma glicoproteína transmembrana que 
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está envolvida na sinalização células, migração, proliferação e diferenciação 

que é expressa exclusivamente em epitélios e neoplasias de origem epitelial, 

o que faz com que muitas sejam perdidas em metodologias baseadas em 

capturas por marcadores epiteliais. Além disso, muitas dessas metodologias 

não são capazes de capturar os microêmbolos tumorais circulantes (MTCs) 

(KÖNIGSBERG et al. 2011; GORGES et al. 2012). 

 

1.4 MICROÊMBOLOS TUMORAIS CIRCULANTES (MTC) 

 

O escape das CTCs pode ocorrer por sua habilidade de formar 

grupos de micro tumores ou microêmbolos tumorais circulantes (MTCs), que 

atingem locais distantes dos de origem. Já foi demonstrado que a formação 

de MTCs de 5-10 CTCs ocultas escapa do sistema imune, promovendo 

recrutamento de fatores pró-angiogênicos a partir do microambiente local e 

expressão de novos marcadores de superfície (MUKAI 2005).  

Desta forma, os MTCs desempenham um papel importante na cascata 

metastática, uma vez que podem resistir à morte celular na circulação 

sanguínea, além de serem responsáveis por atingirem mais focos de 

micrometástases quando comparados com CTCs isoladas (CHEN et al. 

2016). 

Associando-se a estruturas como leucócitos, fibroblastos, células 

endoteliais ou plaquetas, os MTCs adicionam proteção contra agentes 

externos e outras células relacionadas ao sistema imunológico na circulação 

sanguínea, adquirindo assim, uma característica mais agressiva (KREBS et 
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al. 2014). Além disso, os MTCs fornecem uma vantagem de adesão célula-

célula na corrente sanguínea e ativam a sinalização anti-apoptótica e 

proteção contra anoikis (HOU et al. 2012). Anoikis é uma forma de morte 

celular programada que ocorre em células dependentes de ancoragem.  

Quando as células separam-se da matriz extracelular, há uma perda de 

interações células-matriz normais, e elas podem sofrer anoikis. No entanto, 

as células tumorais metastáticas podem escapar da anoikis e invadir outros 

órgãos (FRISCH e SCREATON, 2001). Assim, os MTCs, por serem 

estruturas heterogêneas, além de possuírem interações e proteção contra 

agentes externos, podem proteger as células tumorais deste processo de 

anoikis.  

Muitos estudos têm focado no papel dos MTCs, e alguns já foram 

publicados envolvendo diversos tumores, relacionando a presença de MTCs 

(câncer de cólon, próstata, rim e pulmão) com pior SLP (BRANDT et al. 

1996; MOLNAR et al. 2001; KATS-UGURLU et al. 2009; HOU et al. 2012; 

KREBS et al. 2012).  

 

1.5 CÉLULAS TUMORAIS CIRCULANTES E SARCOMAS 

 

Apesar de evidências clínicas mostrando que CTCs podem estar 

presentes no sangue de pacientes com sarcoma, poucos estudos têm 

trabalhado com este tema. A maior parte dos trabalhos publicados detectou 

as CTCs provenientes desses tumores por Reação em Cadeia da 
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Polimerase (PCR) ou por métodos baseados em anticorpos de proteínas da 

superfície celular, incluindo a citometria de fluxo (CHANG et al. 2015).  

Pensando na dificuldade de verificar a presença e relevância de 

quaisquer CTCs de origem mesenquimal ou em processo de Transição 

Epitélio-Mesênquima (TEM), SATELLI et al. (2017), estudaram 

recentemente a utilidade da Vimentina da Superfície Celular (CSV) como um 

marcador para detectar CTCs de sarcoma, mama, câncer de cólon e 

próstata (SATELLI et al. 2017), demonstrando assim, que em comparação 

com o CellSearch o método baseado na expressão de CSV apresentou 

maior sensibilidade e especificidade. Contudo, apesar de estabelecerem um 

primeiro marcador de CTCs universal e específico para sarcomas, várias 

linhagens celulares de controle utilizadas não foram imunorreativas para 

esse marcador, incluindo HUVEC, HFOB e PBMC (SATELLI et al. 2014), o 

que limita seu uso.  

GALLEGO et al. (2006) utilizaram a quantificação relativa do RNAm 

tumoral presente em uma série de amostras de medula óssea (MO) e 

sangue periférico (SP) de 16 pacientes com rabdomiossarcoma e 

demonstraram através de RT-PCR, que a detecção da doença circulante e 

micro metastática produz resultados altamente reprodutíveis e que pacientes 

com positividade nas amostras de SP após o tratamento mostram uma 

sobrevida mais baixa do que os pacientes sem doença microcirculatória.  

Outros pesquisadores utilizaram metodologias baseadas em (RT) – 

PCR (Reverse Transcription-PCR) para detectar CTCs no sangue periférico 

e/ou medula óssea de pacientes com sarcomas, aproveitando as 
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translocações de genes específicos detectados em Sarcoma de Ewing, 

sarcoma alveolar e de expressões genéticas associadas aos sarcomas 

(PETER et al. 1995; KELLY et al. 1996; GATTENLOEHNER et al. 1999; 

THOMSON et al. 1999; SCHLEIERMACHER et al. 2003; AVIGAD et al. 

2004; GALLEGO et al. 2006; HOSHINO et al. 2009; DUBOIS et al. 2010). 

Apesar de todos eles apresentarem resultados relevantes envolvendo CTCs 

e sarcomas, as abordagens possuem várias limitações envolvendo a 

sensibilidade e especificidade dos métodos, além de não permitirem a 

caracterização morfológica das CTCs e nem o estudo de expressão protéica 

e potencial de invasão.  

 Nossa equipe demonstrou o uso de uma tecnologia independente de 

marcação para identificação de CTCs provenientes de pacientes com 

sarcoma metastático ou localmente avançado (CHINEN et al. 2014). O 

sangue dos pacientes estudados foi filtrado no sistema ISET, que utiliza 

método de filtragem direta sem o uso de anticorpos, explorando assim, o 

tamanho das células tumorais, que é maior em comparação aos leucócitos. 

A filtragem foi realizada através de uma membrana de policarbonato com 

poros cilíndricos de 8 µm de diâmetro, que isola as CTCs das demais 

células. 

Por meio desse estudo (CHINEN et al. 2014), nosso grupo 

demonstrou que todos os pacientes incluídos apresentaram CTCs, e os 

níveis variaram de 2 a 48 CTCs em 8 mL de sangue. Nosso grupo foi o 

primeiro a demonstrar que o ISET (Isolation by Size of Epithelial Tumor 

Cells; Rarecells, França), uma tecnologia desenvolvida inicialmente para 
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detectar CTCs de pacientes com carcinomas, e baseada em filtração, é 

capaz de detectar CTCs no sangue de pacientes com sarcoma. 

A detecção primária de CTCs e de marcadores presentes nestas 

células pode ajudar a identificar pacientes em necessidade de terapias 

sistêmicas adicionais para prevenir a recaída metastática e até mesmo a 

identificar novos alvos terapêuticos. 

 

1.6 RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPITELIAL 

(EGFR)  

 

 Além das CTCs, outros fatores também podem influenciar no 

aparecimento de tumores e metástases, como os receptores da família 

EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor), que desencadeiam a proliferação 

celular, migração, motilidade e invasão de células malignas. O EGFR é 

superexpresso em muitos tumores e geralmente está relacionado a pior 

prognóstico, doença avançada e baixa taxa de sobrevivência dos pacientes 

(ADJEI e ROWINSKY 2003; HYNES e LANE 2005).  

Em situações normais, o EGFR encontra-se expresso em vários tipos 

de tecidos durante o desenvolvimento do organismo e existem estudos que 

revelam que esta família de genes é crucial para o desenvolvimento 

embrionário (SIBILIA et al. 2007).  

A família de receptores ErbB compreende 4 receptores 

transmembrana distintos: o EGFR (também conhecido como ErbB1 / HER1), 

ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) e ErbB4 (HER4). Estes receptores são 
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amplamente expressos em tecidos humanos e animais, notadamente em 

células de origem epitelial (SCHECHTER et al. 1984). 

Os membros da família ErbB são muitas vezes amplificados ou 

mutados em muitas formas de câncer, tornando-os importantes alvos 

terapêuticos (SERRANO et al. 2017). Muitas neoplasias, particularmente 

carcinomas, apresentam expressão anormal, aumentada ou constitucional 

desta proteína (NICHOLSON et al. 2001). Em muitos casos, a ativação 

anômala do EGFR, mediada por alterações gênicas ou por estimulação 

autócrina, parece ser um fator importante na carcinogênese, bem como uma 

alteração essencial para o comportamento mais agressivo da neoplasia 

(SALOMON et al. 1995). 

NICHOLSON et al. (2001) demonstraram o valor prognóstico deste 

marcador para diversos tumores, como cabeça e pescoço, esôfago, colo de 

útero e bexiga, em uma metanálise com 200 estudos. Em 70% dos 

trabalhos, o aumento da expressão de EGFR foi associado a menores 

sobrevidas global e livre de doença. Por outro lado, em tumores gástricos, 

mamários, endometriais e colorretais, o EGFR apresentou valor prognóstico 

moderado e relacionou-se com menor sobrevida em 52% dos estudos 

(NICHOLSON et al. 2001).  

Em câncer de pulmão (incluindo adenocarcinomas e carcinomas de 

células escamosas), o EGFR encontrou-se expresso em 63% dos casos, 

mais frequentemente em carcinomas de células escamosas, associado a 

mau prognóstico (ISAKSSON et al. 2013).  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO PRIMÁRIO 

 

Detectar células tumorais circulantes e microembolos tumorais 

circulantes no sangue periférico de pacientes com sarcomas classificados 

como alto grau com intuito de isolar e quantificar essas células. 

 

2.1 OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 

 

 Identificar a expressão do receptor do fator de crescimento 

epitelial (EGFR) nas CTCs e CTMs; 

 Avaliar se existe correlação ou associação dos números de CTCs e 

da frequência de expressão da proteína EGFR com resistência à 

quimioterapia com a sobrevida livre de progressão. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

O projeto “Detecção de Células Tumorais Circulantes em Pacientes 

com Sarcoma” foi submetido ao CEP desta instituição e aprovado (nº 

2081/15). Foi um estudo prospectivo realizado por meio da coleta de sangue 

total de pacientes com sarcoma. Participaram da pesquisa apenas os 

indivíduos que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE). Todo o procedimento de identificação foi realizado por códigos, 

preservando a confidencialidade do paciente. 

Foram coletados aproximadamente 8mL de sangue de cada paciente 

(para contagem e filtração no equipamento ISET), além disso, utilizamos 

como controle negativo o sangue de indivíduos sadios e como controle 

positivo, este mesmo sangue acrescido de células tumorais mantidas em 

cultura.  

 

3.1 CRITÉRIOS GERAIS DE INCLUSÃO 

 

Foram incluídos nesse estudo os pacientes que preencheram os 

seguintes critérios: 

• Idade igual ou superior a 18 anos;  

• Que apresentaram sarcomas dos tipos: leiomiossarcoma, sarcoma 

pleomórfico, sarcoma sinovial, lipossarcoma e rabdomiossarcoma.  

• Extensão da doença determinada por exame físico e por imagem; 
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• Doença mensurável pelos critérios RECIST (Response Evaluation 

Criteria in Solid Tumors). 

 

3.2 CRITÉRIOS GERAIS DE EXCLUSÃO 

 

Foram excluídos desse estudo pacientes que apresentaram as 

seguintes características: 

• Pacientes que realizaram terapia prévia nas últimas três semanas; 

• Pacientes com história prévia de outros tumores nos últimos dois 

anos. 

 

3.3 ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DE CTCS  

 

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de EDTA (8 mL) e 

foram processadas dentro de 4 horas. O sangue foi diluído 1:10 em tampão 

de lise de eritrócitos e filtrado no sistema ISET. Após a filtragem, as 

membranas foram lavadas com PBS, secas à temperatura ambiente, 

protegidas da luz e estocadas a -20ºC até o momento da análise.  

 

3.4 IMUNOCITOQUÍMICA NAS MEMBRANAS DE ISET  

 

Para a realização da imunocitoquímica e para análise de expressão 

proteica, os spots das membranas foram cortados e colocados em placas de 

24 poços. Cada spot foi hidratado com Tris Buffered Saline (TBS) por 20 
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minutos. As células foram permeabilizadas com TBS 0.2% Triton X-100 por 

5 min à temperatura ambiente. Após uma nova lavagem com TBS, as 

membranas foram incubadas por 15 minutos, no escuro e à temperatura 

ambiente, com uma solução a 3% de peróxido de hidrogênio, e lavadas 

novamente com TBS. Em seguida o primeiro anticorpo primário (EGFR) a 

ser pesquisado foi aplicado aos spots e incubado por uma hora. Para o 

controle negativo, o anticorpo primário foi omitido. A revelação foi feita com 

Dual long system HRP (DakoTM) e pelo cromógeno Diaminobenzidina 3,3' 

(DAB) (DakoTM). Após a utilização do DAB, realizamos uma incubação de 

uma hora com o segundo anticorpo primário (CD45), seguida por outra 

incubação de 20 minutos com o Rabbit/Mouse (LINK) (Kit EnvisionTM G/2 

System/AP). Após lavagem com TBS, o spot foi incubado por 30 minutos 

com AP Enzyme (Enhancer). O segundo anticorpo foi revelado por 

Permanent Red.  

Para finalizar, o spot foi corado com hematoxilina. Com o anticorpo 

anti-CD45 foi realizada uma marcação nos leucócitos, excluindo a 

possibilidade de reação inespecífica e confirmando que as células marcadas 

pelo EGFR não são leucócitos.  Para leitura, os spots foram corados com 

hematoxilina por 1 minuto, aderidos a lâmina com PBS e posteriormente 

estocados em temperatura entre -2ºC e -8ºC. 

As CTCs e os CTMs foram caracterizados de acordo com os 

seguintes critérios: tamanho nuclear igual ou maior que 16µm, irregularidade 

do contorno nuclear, presença de citoplasma visível, alta proporção núcleo-

citoplasma (> 0,8), de acordo com o descrito por KREBS et al. (2012). 
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Quando faltam qualquer um dos critérios descritos, as células são 

classificadas como atípicas. Os resultados são dados em número de CTCs 

por mL de sangue. As lâminas foram lidas em microscópio óptico Research 

System Microscope BX61 – Olympus, acoplado a uma câmera digital 

(SC100 – Olympus, Tóquio, Japão). 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Soft tissue Sarcomas (STS) are rare malignances, with high 

mortality rates. Half of patients develop metastasis. The presence of isolated 

Circulating Tumor Cells (CTCs) and Circulating Tumor Microemboli (CTM) in 

the blood may be early markers of tumor invasion. EGF family receptors can 

also influence this process. Objectives: to quantify CTCs and identify CTM as 

well as the EGFR protein expression in these cells and correlate with clinical 

outcome in metastatic STS. Materials and methods: Approximately 8mL of 

blood was prospectively collected from patients with different types of high 

grade STS, before the beginning of chemotherapy. The samples were 

processed and filtered by ISET (Rarecells, France) for the isolation and 

quantification of CTCs and CTMs. EGFR expression was analysed by 

immunocytochemistry (ICC) on CTCs/ CTMs. Results: we analyzed 18 

patients with median age of 49 years (18-77). The median CTCs number was 

2.0 CTCs/mL (0-11 CTCs/mL) and CTM were found in 27.7% of patients. 

The positivity for EGFR in CTCs was observed in 83.3% of the patients. 

Progression-free survival (PFS) of positive EGFR staining compared to 

negative EGFR in CTCs was 2.2 months x NR (not reached) (p = 0.117). The 

PFS of first line patients with EGFR + CTCs was 2.2 months versus NR, for 

EGFR- CTCs (p = 0.156). Conclusions: this is the first study to demonstrate 

the expression of EGFR protein in CTCs from sarcoma patients. Although 

our findings had not reach statistical significance, they could open an area for 

future investigation. The next step is to characterize CTCs in a larger cohort 

of patients to better understand the role of EGFR in promoting tumor 

metastasis in sarcoma.  

 

 

Keywords: soft-tissue-sarcomas, circulating tumor cells, EGFR, circulating 

tumor microemboli.  
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5 CONCLUSÃO 

 

 

Com a presente pesquisa, pudemos demonstrar que as CTCs e os 

MTCs estão presentes na circulação de pacientes com diferentes tipos de 

sarcomas (leiomiossarcoma, lipossarcoma, sarcoma sinovial, sarcoma 

pleomórfico e rabdmiossarcoma). 

A expressão da proteína EGFR em CTCs de pacientes com tumor de 

origem mesenquimal (Sarcomas) foi elevada. Nossos achados abrem novos 

caminhos para pesquisas futuras na área, além de melhor entendimento da 

biologia desses tumores. Mais estudos e aumento do número amostral são 

necessários.  
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Apêndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

NOME DO ESTUDO: DETECÇÃO DE CÉLULAS TUMORAIS 
CIRCULANTES EM PACIENTES COM SARCOMAS 

 
Investigador Responsável: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen 
Nome do (a) participante da pesquisa: _____________________________ 
____________________________________________________________ 
RGH:________________________________________________________ 
 
Você está sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. 
 
Por favor, leia cuidadosamente este formulário, pois ele informa o que você 
necessita saber sobre os objetivos deste estudo. Se concordar em tomar parte 
neste estudo, deverá assinar e datar este formulário. A sua assinatura significa que 
recebeu as informações necessárias e que deseja participar deste estudo. 
 
OBJETIVOS DO ESTUDO 
 
Usar um equipamento laboratorial novo no mercado para detectar células tumorais 
circulantes (são células que se desprendem do tumor) no sangue periférico e 
correlacionar seus níveis com: 
- Marcadores tumorais sanguíneos, observados pelo exame de sangue que você 
faz a pedido do seu médico; 
- Resposta ao tratamento (verificaremos se há diminuição dos níveis dessas células 
durante e após o seu tratamento); 
- Genes de resistência a drogas; 
- Tempo de vida após o tratamento. 
 
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO 
 
Ao concordar em participar deste estudo, você será submetido a duas coletas de 
sangue (aproximadamente 8 ml) nos seguintes momentos: antes do tratamento 
sistêmico e no final. 
A identificação do seu material será feita por códigos para preservar sua 
confidencialidade. 
RISCOS 
 
O seu tratamento será exatamente o mesmo, caso você participe ou não deste 
estudo. Nenhum dano imediato ou tardio, que comprometa a sua saúde, poderá ser 
decorrente deste estudo. 
Os riscos a que você estará sujeito são os riscos inerentes a qualquer punção 
venosa como: dor local no ato da punção, sangramento no local, hematoma e 
raramente flebite (infecção na veia puncionada), mas isto será evitado pela limpeza 



	

	

adequada do local de punção e realização do procedimento por profissional 
capacitado. Apesar de raro, pode ser que ocorra equimose (quando o sangue sai 
para a pele, resultando em uma mancha azul ou púrpura, redonda não elevada ou 
irregular) após a coleta de sangue. Caso isso aconteça com você, não há nada a 
ser feito, a não ser esperar que desapareça (desaparece em até 7 dias). 
Os exames realizados em seu sangue não implicarão em nenhuma mudança em 
seu tratamento ou qualquer conduta médica que esteja sendo realizada ou venha a 
ser realizada no seu seguimento, uma vez que a pesquisa de CTCs no Brasil ainda 
é experimental, não havendo nenhum prejuízo para o sucesso das condutas 
médicas outras aos quais você esteja se submetendo. 
 
BENEFÍCIOS 
 
Não haverá benefícios de qualquer espécie para os voluntários, apenas a 
importância de contribuir para uma pesquisa científica cujos dados obtidos poderão 
trazer benefícios para pessoas com câncer. A recusa em participar, não acarretará 
prejuízo na qualidade do tratamento. O pesquisador responsável se compromete a 
suspender a pesquisa imediatamente ao perceber algum risco ou dano à sua 
saúde, que não previsto neste termo de consentimento. 
 
MÉTODOS ALTERNATIVOS EXISTENTES 
 
Apesar de métodos alternativos serem aprovados e usados na prática clínica em 
outros países, no Brasil, esses métodos ainda não estão disponíveis. 
 
ACOMPANHAMENTO, ASSISTÊNCIA E RESPONSÁVEIS 
 
Os pesquisadores se comprometem a dar informação atualizada ao longo do 
estudo, caso este seja o seu desejo, porém, por se tratar de nova tecnologia, os 
resultados não poderão indicar cura ou piora do se quadro, pois ainda não temos 
valores de referência para estabelecer uma comparação. Contatos da 
pesquisadora: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen (2189-5000, ramal 2776). 
 
CUSTOS 
 
Não haverá qualquer custo ou forma de pagamento para os voluntários por sua 
participação neste estudo. 
 
CARÁTER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS 
 
Seus registros médicos poderão ser consultados pela equipe de pesquisadores 
envolvidos neste estudo. Os dados obtidos pela análise do seu sangue são 
confidenciais, não sendo divulgada a identificação de nenhum participante ainda 
que informações do registro médico sejam utilizadas para publicação. 
 
BASES DA PARTICIPAÇÃO 
 
É importante que você saiba que a sua participação neste estudo é completamente 
voluntária e que você pode recusar-se a participar ou interromper sua participação 
a qualquer momento, sem penalidades ou perda de benefícios aos quais tem 
direito. 
 
SALVAGUARDA DE CONFIDENCIALIDADE, SIGILO E PRIVACIDADE 



	

	

A eventual inclusão dos resultados em publicação científica será feita de modo a 
manter seu anonimato. Você terá acesso aos seus dados de exames, atendimentos 
médicos e administração de terapia, quando solicitados. 
 
ESCLARECIMENTOS SOBRE COMPENSAÇÕES OU DANOS RELACIONADOS 
À PESQUISA 
 
Você não terá nenhum tipo de remuneração ao aceitar participar deste estudo. A 
pesquisa não envolve nenhuma forma de compensação financeira aos 
participantes. Ao participar dessa pesquisa você não abre mão de nenhum dos 
seus direitos. 
 
ESCLARECIMENTOS SOBRE OUTROS DIREITOS DO PACIENTE SUJEITO À 
PESQUISA 
 
A sua participação no estudo é voluntária. Você tem o direito de sair do estudo a 
qualquer momento e por qualquer motivo. Caso venha a abandonar o estudo ou 
decidir não participar do mesmo, o seu tratamento não será prejudicado. No 
entanto, se você decidir sair da pesquisa, deverá informar ao seu médico. 
 
INFORMAÇÕES SOBRE NOMES, TELEFONES E ENDEREÇOS PARA 
CONTATOS 
 
Esclarecimentos para questões sobre os direitos dos participantes na pesquisa e/ou 
danos relacionados à pesquisa, contatar a pesquisadora Dra. Ludmilla T. Domingos 
Chinen (2189 5000, ramal 2776). Se o pesquisador principal não fornecer as 
informações/ esclarecimentos suficientes, por favor, entre em contato com o 
coordenador do Coordenador do Comitê de Ética em Seres Humanos da Fundação 
Antônio Prudente- Hospital do Câncer-  A.C. Camargo/ SP, cujo horário de 
funcionamento é de segunda a quinta-feira, das 07:00 às 18:00h e de sexta-feira 
das 07:00 às 16:00h (Telefone 2189-5020; endereço: Rua Professor Antônio 
Prudente 211- Liberdade- São Paulo, SP). 
Você receberá cópia deste documento e o original será arquivado no prontuário do 
médico. Somente assine este documento se consentir integralmente com seus 
termos. 
 
GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS 
 
Nós lhe estimulamos a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Se tiver 
perguntas relacionadas aos seus direitos como participante do estudo clínico, 
também pode contar com uma terceira pessoa imparcial, o Coordenador do Comitê 
de Ética do Hospital A.C.Camargo. 
 
 
 
DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA 
 
Li as informações acima e entendi o propósito deste estudo assim como os 
benefícios e riscos potenciais da participação no mesmo. Tive a oportunidade de 
fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou 
livremente meu consentimento para participar neste estudo. Entendo que não serei 
submetido a nenhum exame adicional e não receberei compensação monetária por 
minha participação neste estudo. 



	

	

 
Eu recebi uma cópia assinada deste formulário de consentimento. 
_________________________________         ____ / _____ / _____ 
Assinatura do (a) voluntário (a)                        dia      mês      ano 
_____________________________________________________ 
Nome do (a) voluntário (a) - letra de forma 
_________________________________          ____ / ____ / _____ 
(Assinatura de Testemunha, se necessário)          dia     mês     ano 
 
Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo 
ao paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente. 
________________________________________            ____ / ____ / ____ 
(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento)           dia     mês     ano 
 


