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RESUMO 

 

 

Flores BCTCP. Análise de marcadores sanguíneos relacionados a 

prognóstico em câncer de reto localmente avançado. São Paulo; 2020. 

[Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Câncer colorretal (CCR) é altamente incidente; estimam-se, no Brasil, em 2016 

16.660 casos novos de CCR em homens e 17.620 em mulheres, de acordo 

com o Ministério da Saúde. Estudos têm demonstrado que as células tumorais 

circulantes (CTCs) podem estar envolvidas no processo de metastatização. 

Desta forma, seu isolamento constitui uma estratégia potencial para o 

acompanhamento clínico, como método não invasivo. O presente estudo teve 

como objetivos: 1) Isolar e quantificar CTCs do sangue periférico de pacientes 

com câncer de reto localmente avançado (CRLA), estádios II e III, para 

correlacionar seus níveis com exames de imagem e sobrevida livre de doença; 

2) Analisar nas CTCs marcadores de resistência ao tratamento (TYMS e 

RAD23) e correlacionar com resposta à terapia e sobrevida livre de doença. 

Foram analisadas amostras de 30 pacientes. As amostras foram coletadas 

antes da quimioterapia neoadjuvante (baseline) e após a mesma (follow-up). 

As CTCs foram caracterizadas nos dois momentos por imunocitoquímica com 

anticorpos específicos para os marcadores acima citados e por CISH, 

avaliando a expressão do mRNA do gene do TYMS. As contagens de CTCs 

diminuíram entre a primeira e a segunda coletas em pacientes exibindo 

resposta patológica completa (RPC; p = 0,02) ou resposta parcial (RP; p = 

0,01). Em relação à expressão protéica, TYMS estava ausente em 100% das 

CTCs dos pacientes com RPC (p = 0,001), mas foi expresso em 83% dos não 

respondedores na segunda coleta (p <0,001). Em paralelo, RAD23b foi 

expresso em CTCs de 75% dos não respondedores na coleta baseline (p = 

0,01) e em 100% dos não respondedores do follow-up (p = 0,001). 

Surpreendentemente, 100% dos não respondedores expressaram mRNA de 

TYMS nos dois momentos (p = 0,001). Além disso, TYMS / RAD23b não foram 



detectadas nas CTCs de pacientes que exibiam RPC (p = 0,001). Encontramos 

83,3% de sensibilidade para o mRNA de TYMS no baseline (p = 0,001) e 100% 

para a expressão da proteína TYMS (p = 0,064) e RAD23B (p = 0,01) no follow- 

up. Assim, a expressão do RNAm TYMS e / ou TYMS / RAD23b nas CTCs, 

bem como a cinética das CTCs, têm o potencial de prever não resposta ao 

tratamento neoadjuvante e evitar cirurgias radicais desnecessárias em 

pacientes com CRLA com RPC. Com a realização deste trabalho obtivemos 

uma melhor compreensão a respeito dos mecanismos que envolvem a 

resistência ao tratamento nos pacientes com CRLA, por meio da análise de 

CTCs. Auxiliados por estas análises, identificamos novos biomarcadores 

sanguíneos prognósticos, que poderão ser usados como instrumentos de 

direcionamento clínico na escolha da melhor terapêutica.  

 

Descritores: Neoplasias Retais. Células Neoplásicas Circulantes. Biópsia 

Líquida. Neoplasias da Mama/imunologia. Células Killer Naturais. Prognóstico 



SUMMARY 

 

 

Flores BCTCP. [Analysis of prognostic-related blood markers in locally 

advanced rectal cancer]. São Paulo; 2020. [Tese de Doutorado-Fundação 

Antônio Prudente]. 

 

Colorectal cancer (CRC) is highly incident; In Brazil, in 2016, an estimated 

16,660 new cases of CRC in men and 17,620 in women, according to the 

Ministry of Health. Studies have shown that circulating tumor cells (CTCs) may 

be involved in the metastasization process. Thus, its isolation is a potential 

strategy for clinical follow-up as a noninvasive method. The present study aims 

to: 1) Isolate and quantify peripheral blood CTCs from patients with locally 

advanced rectal cancer (stages II and III) to correlate their levels with imaging 

and progression-free survival; 2) Analyze treatment resistance markers on 

CTCs (TYMS and RAD23), and correlate with therapy response and 

progression-free survival. Samples from 30 patients were analyzed. Samples 

were collected before and after neoadjuvant chemotherapy (follow-up). CTCs 

were characterized at both times by immunocytochemistry with specific 

antibodies to the markers mentioned above and by CISH, evaluating the 

expression of the TYMS gene mRNA. CTC counts decreased between the first 

and second collection in patients exhibiting complete pathological response 

(CPR; p = 0.02) or partial response (PR; p = 0.01). Regarding protein 

expression, TYMS was absent in 100% of the CTCs of patients with CPR (p = 

0.001), but was expressed in 83% of non-responders in the second collection 

(p <0.001). Meanwhile, RAD23b was expressed in CTCs of 75% of baseline 

non-responders (p = 0.01) and 100% of follow-up non-responders (p = 0.001). 

Surprisingly 100% of non-responders expressed TYMS mRNA at both times 

(p= 0.001). In addition, TYMS / RAD23b was not detected in CTCs of patients 

with CPR (p = 0.001). We found 83.3% sensitivity for TYMS mRNA at baseline 

(p = 0.001) and 100% for TYMS protein expression (p = 0.064) and RAD23B 

(p = 0.01) at follow-up. Thus, TYMS mRNA and/or TYMS / RAD23b in CTCs, 



as well as CTC kinetics, have the potential to predict non-response to NCRT 

and to avoid unnecessary radical surgery in patients with LARC and CPR. With 

this work we obtained a better understanding about the mechanisms involving 

resistance to treatment in patients with locally advanced rectal cancer, through 

the analysis of CTCs. With these analyzes, we identified new prognostic blood 

biomarkers that could be used as clinical guidance tools in choosing the best 

therapy. 

 

Key-words: Rectal Neoplasms. Neoplastic Cells, Circulating. Liquid Biopsy. 

Breast Neoplasms/immunology. Killer Cells, Natural. Prognosis 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 CÂNCER COLORRETAL 

 

O câncer colorretal (CRC) é uma doença muito heterogênea, causada 

pela interação de fatores genéticos e ambientais. A maioria dos CRCs são 

esporádicos (70% - 80%). Apenas uma pequena parcela de casos está 

relacionada à hereditariedade, ou polipose adenomatosa familiar (< 1%), CRC 

hereditário sem polipose ou Síndrome de Lynch (2% -5%) ou gene MYH 

associado a polipose (< 1%) (DUNLOP et al. 1997). Estima-se que cerca de 

20% - 25% dos casos têm um componente hereditário associado, ainda não 

estabelecido e é conhecido como CRC familiar (PIÑOL et al. 2005). 

O Adenocarcinoma Colorretal (CCR) representa um dos tipos de 

câncer com maior incidência e prevalência, juntamente com os canceres 

pulmonares e mamários (FERLAY et al. 2015). Constitui também uma doença 

de alta taxa de mortalidade, representando a quarta neoplasia maligna mais 

frequentemente diagnosticada e a segunda maior causa de morte por câncer 

nos EUA. Tem-se notado atualmente, nos EUA, uma tendência de queda de 

incidência e mortalidade relacionadas ao CCR (queda de 2-3% ao ano nos 

últimos 15 anos) (SIEGEL et al. 2017). 

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Câncer (INCA), a 

estimativa para 2018 é de 17.380 casos novos de CCR em homens e 18.980 

em mulheres (Ministério da Saúde 2019). Ainda segundo registros do INCA, 
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a cidade de São Paulo apresenta taxas elevadas de incidência de câncer 

colorretal, representado 34,70% para homens e 35,32% para mulheres. 

Dentre os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da 

neoplasia, estão o tabagismo, sedentarismo, dieta inapropriada, obesidade e 

ingestão de álcool, mas o maior fator de risco é a idade (BINEFA et al. 2016). 

Características populacionais relacionadas a baixo desenvolvimento sócio- 

econômico estão associadas à maior incidência de adenocarcinoma colorretal 

(DOUBENI et al. 2012), o que se traduz nas diferenças geográficas 

encontradas. 

Para decisão terapêutica da neoplasia de reto, é levada em 

consideração, entre outras variáveis, a localização da neoplasia, o que 

impacta diretamente na capacidade funcional do paciente, e inclui 

manter/readquirir continência anal e preservação das funções genito- 

urinárias. Particularmente nos tumores retais distais, alcançar cura com 

preservação de qualidade de vida é o grande desafio (BAXTER et al. 2007). 

Em relação ao tratamento da doença localizada, indica-se terapia 

neoadjuvante com quimioterapia - Fluoropirimidina (O'CONNELL et al. 1997; 

HOFHEINZ et al. 2012); e radioterapia em tumores cT3 e cT4, em pacientes 

com tumores distais não passíveis de ressecção local ou em qualquer cT caso 

exista acometimento linfonodal regional. 

Sabidamente há um maior risco de recidivas locorregionais nas 

neoplasias de reto comparativamente com as colônicas. Isto se deve à 

proximidade do reto com estruturas e órgãos pélvicos, ausência de serosa 

envolvendo o reto e às dificuldades técnicas de se alcançar margens 
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cirúrgicas livres. Em função dos fatores expostos, o tratamento neoadjuvante 

envolve também a radioterapia. 

Nos tumores localizados, após tratamento neoadjuvante, a conduta 

padrão é a cirurgia, mesmo nos casos de aparente resposta completa. Após 

cirurgia, embora com benefício controverso, ainda sugere-se tratamento 

adjuvante com quimioterapia por 4 meses, sendo esquemas possíveis 

FOLFOX (fluoropirimidina, leucovorin e oxaliplatina), XELOX (capecitabina 

leucovorin e oxaliplatina) ou esquemas com fluoropirimidinas isoladas (HONG 

et al. 2007). 

 

1.2 CÉLULAS TUMORAIS CIRCULANTES 

 

A presença de células tumorais circulantes (CTCs) no sangue pode ser 

considerada como um potencial fator prognóstico (RAHBARI et al. 2012). Com 

relação ao câncer colorretal (CCR), sabe-se que a primeira estratégia para o 

tratamento desta doença é a ressecção completa da lesão, o que algumas 

vezes inclui ressecção dos órgãos circunvizinhos e ampla dissecção 

linfonodal, procedimentos que afetam a qualidade de vida dos pacientes 

(KATSUMATA et al. 2006). Contudo, apesar da ressecção radical, alguns 

pacientes apresentam recorrência, que se acredita ser devido a sítios de 

micrometástases residuais. Métodos diagnósticos tradicionais não são 

capazes de detectar CTCs presentes nestes sítios e eventualmente liberadas 

na circulação. 

MAGNI et al. (2014) efetuaram a análise das CTCs pela metodologia 
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CellSearch® System, observando 85 pacientes com câncer de retolocalmente 

avançado antes e depois da quimio-radioterapia adjuvante (t0 e t1, 

respectivamente), em 7 dias e 6 meses após a cirurgia (t2 e t3, 

respectivamente). Os autores não encontraram diferença estatisticamente 

significativa entre as CTCs e as características clínico-patológicas, nem com 

sobrevida livre de doença (SLD). Contudo, obtiveram o seguinte dado, dos 39 

pacientes com resposta completa ou parcial, 8 tinham mais do que uma CTC 

no t0 e negativaram no t1. Estes autores reforçaram que mais estudos com 

outras metodologias são necessários para termos uma melhor ideia da 

importância do estudo de CTCs neste grupo de pacientes. 

O grupo de pesquisa com o qual este projeto foi desenvolvido obteve 

alguns dados interessantes com CCRm. Foram capazes de demonstrar, 

através da análise de 34 pacientes tratados com 5-FU, que a expressão 

protéica de timidilato sintase (TYMS) nas CTCs, mas não em tecidos primários 

ou metastáticos, foi determinante para a resistência ao tratamento 

(ABDALLAH et al. 2015). Foram analisados 19 pacientes com CCRm, tratados 

com irinotecano, para expressão de MRP-1 (multidrug resistance protein-1) e 

concluiu- se, como para TYMS, que esta expressão apenas nas CTCs, foi 

determinante para a progressão da doença (ABDALLAH et al. 2015). 

Observou-se também que não só a análise de expressão de proteínas, mas 

também a cinética das CTCs pode identificar pacientes potenciais não 

respondedores ao tratamento (SOUZA E SILVA et al. 2016). Além disso, foi 

relatada uma semelhança em estado de mutação KRAS entre CTCs e 

tumores primários de pacientes com CCRm (BUIM et al. 2015). Desta forma, 
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decidimos avaliar doença não metastática, para verificar se as CTCs 

poderiam, neste cenário, funcionar como biomarcadores de reposta ao 

tratamento neoadjuvante. 

O gene TYMS mantém o pool de dTMP (monofosfato de timidina) para 

a replicação e reparo do DNA, e devido a esta função, tem sido de interesse 

como um alvo para agentes quimioterápicos do câncer (KUREMSKY et al. 

2009; CONRADI et al. 2011). 

A proteína de reparo por excisão ultravioleta, RAD23 homólogo B 

(RAD23B), que faz parte do processo de reparo por excisão nucleotídica 

(WATKINS et al. 1993; SCHAUBER et al. 1998), seria potencialmente induzida 

pelo dano genético introduzido pela radioterapia. Recentemente, verificou-se 

que o RAD23B está associado ao risco de recaída do câncer de mama 

(PÉREZ-MAYORAL et al. 2013). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVOS DO PROJETO DESENVOLVIDO NO 

A.C.CAMARGO CANCER CENTER 

 

 Objetivo primário 

 

Isolar e quantificar CTCs de pacientes com câncer de reto 

localmente avançado e correlacionar seus níveis com exames de imagem 

e sobrevida livre de doença. 

 

 Objetivos secundários 

 

1. Avaliar o prognóstico dos pacientes e correlacionar com as contagens 

de CTC; 

2. Analisar expressão protéica nas CTCs de marcadores de 

resistência/resposta ao tratamento (TYMS) e resistência à radioterapia 

(RAD23B); 

3. Analisar expressão gênica de TYMS nas CTCs. 
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3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 A.C.CAMARGO CANCER CENTER 

 

3.1.1 Desenho de Estudo 

 Este estudo prospectivo longitudinal foi realizado por meio de coleta 

de sangue total de pacientes com tumores de reto localmente avançado. 

Como controle negativo, foi utilizado o sangue de indivíduos sadios e como 

controle positivo, este mesmo sangue acrescido de células tumorais de reto 

mantidas em cultura. Todo o procedimento de identificação foi realizado 

por códigos, preservando a confidencialidade do paciente. A coleta de 

sangue ocorreu imediatamente antes do início da quimioterapia 

neoadjuvante para avaliação de CTCs e a segunda depois da quimioterapia 

neoadjuvante/antes da cirurgia. O projeto “Análise de marcadores 

sanguíneos relacionados a prognóstico em câncer de reto localmente 

avançado”, foi aprovado pelo CEP da instituição (CEP 2141/15C), como 

afiliado ao projeto já aprovado: “Identificação de Proteínas e Genes de 

Fatores de Transcrição Relacionados à Resistência a Quimioterapia e 

Radioterapia em Células Tumorais Circulantes de Pacientes com Câncer 

de Cólon e Reto Localmente Avançados” (CEP 2141/15) (Anexo 1). Os 

pacientes tiveram aproximadamente 10 mL de sangue coletados em cada 

visita, e participaram da pesquisa apenas os indivíduos que assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE (Apêndice 1). 
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Em todas as coletas, o sangue dos pacientes foi processado e 

armazenado da maneira mais adequada e específica para cada componente, 

sendo: plasma (cfDNA), plaquetas (RNA), leucócitos (DNA). Além da 

membrana derivada da filtragem pelo ISET, onde, nos spots fixados com 

formol foram realizadas as reações de imunocitoquimica e CISH; e dos spots 

não fixados obtivemos o DNA das CTCs, processos que estão descritos 

detalhadamente a seguir. 

 

3.1.2 Contagem e caracterização de CTCs 

Para contagem e caracterização das CTCs, em todos os momentos da 

coleta de sangue, utilizamos o sistema ISET, adquirido pela nossa instituição 

(processo FAPESP 2012/01273-8). De forma resumida, ISET (Isolation by 

Size of Epithelial Tumor Cells) constitui um método direto de obtenção das 

células epiteliais por filtração. Baseia-se na observação de que a maioria dos 

leucócitos do sangue periférico (linfócitos e neutrófilos) são as menores 

células do corpo, com um tamanho que varia de 8 a 11 µm. Desta forma, estas 

células podem ser eliminadas por filtração do sangue através de uma 

membrana de policarbonato com poros calibrados de 8 µm. A simplicidade do 

método evita a perda de células raras em múltiplos passos de isolamento. 

As amostras de sangue periférico do paciente são coletadas em tubos 

com EDTA e diluídas com ISET Buffer® (RareCells Diagnostics, Paris, 

França) 1:10. Após 10 minutos de incubação as amostras são depositadas 

em um poço de ISET BlockTM (RareCells Diagnostics, Paris, França), com 

uma membrana de policarbonato que possui spots cilíndricos de 8 µm de diâmetro. 
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A amostra de sangue é filtrada por aspiração sob vácuo e, em seguida, 

a membrana é lavada com PBS, retirada do ISET Block® e, quando seca, 

armazenada a -20 º C. 

Para confirmar a existência de células nos spots, é realizada uma 

reação de imunocitoquímica com os marcadores desejados. As reações são 

realizadas seguindo protocolos padronizados em nosso laboratório e descritos 

no paper anexo. As lâminas são examinadas no microscópio de luz branca, 

BX61 - Olympus, (Tóquio, Japão) acoplado a câmera digital de alta resolução 

SC100-Olympus, (Tóquio, Japão). CTCs são caracterizadas 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). 

 

3.1.3 Padronização CISH em CTCs 

Seguimos o protocolo descrito por PAYNE et al. (2012). Brevemente, 

para o ensaio de hibridização in situ do RNA de CTCs (CTCscope), nós 

adquirimos sondas de hibridação desenhadas para o RNAm de TYMS. Para 

iniciar o procedimento, recortamos os spots contendo as células de interesse 

ainda presas na membrana de filtragem do ISET, e que foram fixadas em 

formol e secas à temperatura ambiente. As células foram tratadas com 

protease e em seguida incubadas com as sondas alvo a 40ºC durante 3 h 

(ACD HybEZ™ Hybridization System). O sinal foi amplificado por uma série 

de eventos de hibridação de ácidos nucleicos que resultam na acumulação de 

um grande número de sondas oligonucleotídicas conjugadas com corantes 
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Alexa fluorescentes. O núcleo foi corado com 4', 6-diamidino-2-fenilindole, 

dicloridrato (DAPI), e o experimento foi realizado juntamente a um controle 

positivo (lâmina de controle foi fornecida pela empresa). As lâminas foram 

visualizadas em microscópio de luz branca. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 A.C.CAMARGO CANCER CENTER 
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ML, Gomes Mendes G, Camila Braun A, Aguiar Junior S, Thomé Domingos 

Chinen L. Molecular and Kinetic Analyses of Circulating Tumor Cells as 

Predictive Markers of Treatment Response in Locally Advanced Rectal Cancer 

Patients. Cells. 2019 Jun 26;8(7). pii: E641. doi: 10.3390/cells8070641. 

PubMed PMID: 31247977; PubMed Central PMCID: PMC6679115. 



12 



13 



14 



15 



16 



17 



18 



19 



20 



21 



22 



23 



24 

 
 
  



25 

5 DISCUSSÃO 

 

 

O tratamento do CRLA consiste em QRTn seguido de excisão total 

mesorretal. Para pacientes de alto risco, a quimioterapia adjuvante pós-

operatória também pode ser considerada (SUNG et al. 2017). A capacidade 

de identificar pacientes que foram submetidos à erradicação completa de um 

tumor após a NCRT é crucial. No presente estudo, demonstramos 

prospectivamente uma forte correlação entre a expressão de TYMS e 

RAD23B nas CTCs em pacientes com CRLA e resposta completa após QRTn. 

Entre os 50-60% dos pacientes com LARC que respondem à QRTn (ou 

seja, seus tumores são reduzidos após o tratamento), muitos apresentam 

melhor sobrevida. Foi relatado que a RC após a QRTn está associada a 

melhor resposta e taxas significativamente menores de recorrência local. Por 

outro lado, a taxa de não resposta de 40% após a QRTn (SUNG et al. 2017) 

representa heterogeneidade em resposta ao tratamento padrão (POWELL et 

al. 2012; GREENBAUM et al. 2019). Para este último, são necessárias novas 

estratégias terapêuticas, prevenção da toxicidade associada ao tratamento 

ineficaz e novas opções quimioterápicas neoadjuvantes (GARCIA-AGUILAR 

et al. 2011; FRANKE et al. 2018). Além disso, a identificação de 

biomarcadores facilitaria a criação de planos de tratamento individualizados. 

A capacidade de identificar tumores que não respondem à radioterapia 

é útil para ajudar os pacientes a evitar efeitos colaterais da radiação, como 

fibrose, incontinência fecal e da bexiga, diarréia, disúria e mielossupressão 
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(SANTOS et al. 2017; SUN et al. 2019). Esse conhecimento também facilitaria 

discussões sobre abordagens alternativas, como estratégias de quimioterapia 

neoadjuvante mais potente com múltiplos agentes ou uma justificativa para a 

radioterapia anterior. Existem vários estudos que discutiram essas 

considerações, embora biomarcadores robustos que predizem não 

respondedores da QRTn com alta precisão ainda precisam ser identificados 

(GOTANDA et al. 2013; KWON et al. 2019; SUN et al. 2019). No presente 

estudo, conseguimos identificar os não respondedores da QRTn na primeira 

coleta, detectando o mRNA do TYMS. Assim, é possível que a avaliação da 

expressão gênica de TYMS diretamente nas CTCs possa representar uma 

ferramenta valiosa na identificação de pacientes não respondedores, antes do 

início da QRTn. Além disso, a detecção da expressão de RAD23B pode tornar 

esse processo de seleção de pacientes mais preciso. Está bem estabelecido 

o envolvimento da proteína RAD23B no reparo do DNA após danos causados 

pela radiação, e sua identificação nas CTCs pode orientar os planos de 

tratamento. No presente estudo, 75% dos tumores que não responderam, 

expressaram essa proteína nas CTCs antes da QRTn. Além disso, quando a 

expressão das proteínas RAD23B e TYMS nas CTCs foi detectada após a 

NCRT, 100% dos pacientes com RC não expressaram nenhuma das 

proteínas. Enquanto isso, 83,5% dos pacientes com tumores não responsivos 

expressavam ambas as proteínas e os 16,5% restantes expressavam pelo 

menos uma dessas proteínas. Além disso, a expressão do RNAm do TYMS 

após a NCRT mostrou alta positividade para não respondedores (100%) e não 

estava relacionada à expressão da proteína. Para os sete pacientes que 
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apresentaram positividade discordante para mRNA/proteína na coleta 1, eles 

apresentaram uma correspondência entre a expressão do gene TYMS e a 

expressão da proteína TYMS na coleta 2. Os agentes quimioterapêuticos 

foram previamente associados a alterações na expressão gênica. Além disso, 

mecanismos pós-transcricionais para bloquear a síntese proteica foram 

caracterizados (LEE et al. 2009; NEGREI et al. 2016; KANENO et al. 2019). 

Diversos trabalhos descrevem essa correlação com o 5-FU (LIANG et al. 

2017; TANG et al. 2017). Os presentes resultados sustentam a hipótese de 

que a análise da CTC pode ser uma ferramenta útil para identificar pacientes 

que responderão à quimiorradioterapia. Como resultado, a estratégia de 

“watch and wait” se torna uma opção a ser considerada além da cirurgia 

radical. 

Após a NCRT, a expressão protéica de TYMS exibiu uma forte 

correlação com o mRNA de TYMS (valor kappa 0,6; P = 0,003) na ausência 

de resposta ao tratamento. Além disso, mostramos anteriormente que a 

expressão elevada de TYMS nas CTCs estava associada a um mau 

prognóstico entre pacientes com câncer colorretal metastático (SCHAUBER 

et al. 1998). 

TYMS, uma molécula alvo de 5-FU, desempenha um papel 

fundamental na síntese de DNA. A enzima catalisa a metilação do 

monofosfato de desoxiuridina para produzir trifosfato de desoxitimidina e, 

posteriormente, timidilato. Pensa-se que o aumento da expressão de TYMS 

seja responsável pela resistência à 5-FU em pacientes com câncer colorretal 

(NEGREI et al. 2016; TANG et al. 2017). Enquanto isso, o RAD23B é um 
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membro do sistema de reparo por excisão de nucleotídeos, que estabiliza a 

proteína do grupo C de complementação com xeroderma pigmentoso (XPC) 

e potencializa sua interação com o DNA danificado (NG et al. 2003). O XPC 

inicia subsequentemente o reparo por excisão de nucleotídeo. Não está claro 

por que foi observado aumento da produção da proteína RAD23B em CTCs 

de não respondedores a QRTn no presente estudo. Uma hipótese possível é 

que níveis aumentados dessa proteína de reparo durante o tratamento 

dificultem a eliminação das células cancerígenas pela QRTn, uma estratégia 

baseada na indução de apoptose como resultado de danos no DNA. 

Uma abordagem de tratamento que merece discussão no contexto de 

nosso estudo é a estratégia “watch and wait”. Para os pacientes cujos tumores 

respondem completamente a QRTn (como evidenciado por avaliações 

radiológicas, clínicas e endoscópicas), a estratégia de “watch and wait” pode 

reduzir a morbidade, a mortalidade e as conseqüências funcionais do 

tratamento cirúrgico radical. Uma meta-análise recentemente publicada de 

880 pacientes que foram monitorados utilizando a estratégia de “watch and 

wait” mostrou que a estratégia pode ser incorporada com segurança a um 

plano de gerenciamento multidisciplinar para o tratamento de pacientes com 

câncer retal que atingem a RC após tratamento neoadjuvante (BUNICK et al. 

2006; RUSHWORTH et al. 2015; FERNANDEZ-MARTOS et al. 2015). 

Portanto, a identificação de um biomarcador que possa prever a resposta 

complete dos pacientes para a QRTn antes do tratamento, ou nos estágios 

iniciais do tratamento, seria de grande utilidade clínica em combinação com 

parâmetros clínicos comumente usados. 
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No presente estudo, observou-se que 100% dos pacientes que 

responderam a QRTn não expressaram proteínas TYMS ou RAD23B em suas 

CTCs no início do acompanhamento. Essa falta de expressão de proteínas 

nos CTCs é consistente com estudos de imagem e cinéticos que mostraram 

uma redução ou eliminação dos CTCs após a QRTn. Além disso, observamos 

que a cinética da CTC se correlacionou com o resultado da doença em nossos 

pacientes com CRLA. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a 

demonstrar esse resultado. A diminuição observada nos níveis de CTC 

durante o tratamento em nossos casos, envolvendo respostas completas ou 

parciais, apoia ainda mais o uso de análises de CTC para prever a resposta 

ao QRTn. 

Em resumo, nossos resultados fornecem dados valiosos sobre dois 

biomarcadores potenciais de resistência à quimiorradiação em pacientes 

submetidos a tratamento neoadjuvante para CRLA. Apesar do pequeno 

tamanho da amostra de nosso estudo, a cinética da CTC, bem como a 

expressão do mRNA do TYMS e / ou da proteína RAD23B / TYMS nas CTCs, 

mostrou forte correlação com o RC. Mais estudos são necessários para validar 

esses achados com uma coorte maior de pacientes. Se a análise das CTCs 

se mostrar útil na previsão de RC com alta precisão, muitos pacientes podem 

ser poupados de uma cirurgia radical para tratamento do câncer retal. Além 

disso, análises de biomarcadores e cinética das CTCs podem identificar 

potenciais não respondedores ao tratamento com QRTn, identificando, assim, 

a necessidade de avaliar outras formas de terapia para esses pacientes. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 Encontramos dois potenciais biomarcadores de resistência à 

quimiorradiação em pacientes submetidos a tratamento neoadjuvante 

para LARC, TYMS e RAD23b, expressos em CTCs; 

 

 Apesar do pequeno tamanho amostral de nosso estudo, a cinética da 

CTC, bem como a expressão do mRNA do TYMS e/ou das proteínas 

RAD23B/TYMS apresentaram forte correlação com a resposta 

completa dos pacientes ao tratamento. Mais estudos são necessários 

para validar esses achados com uma coorte maior de pacientes. 

 

 Caso a análise das CTCs, com estudos mais amplos, mostre-se útil, 

prevendo resposta completa com alta precisão, muitos pacientes 

podem ser poupados de uma cirurgia radical para tratamento do câncer 

retal. Além disso, as análises de biomarcadores e cinética das CTCs 

podem identificar potenciais não respondedores ao tratamento com 

NCRT, identificando assim a necessidade de avaliar outras formas de 

terapia para esses pacientes. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

NOME DO ESTUDO: IDENTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS E GENES DE 

FATORES DE TRANSCRIÇÃO RELACIONADOS À RESISTÊNCIA A 

QUIMIOTERAPIA E RADIOTERAPIA EM CÉLULAS TUMORAIS 

CIRCULANTES DE PACIENTES COM CÂNCER DE CÓLON E RETO 

ESTÁDIOS II E III 

 

Investigador Responsável: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen 

Nome do (a) Voluntário 

(a):______________________________________________ 

RGH:_______________________ 

 

Você está sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. 

Por favor, leia cuidadosamente este termo, 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 termo. 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 isolar células 

tumorais circulantes (são células que se desprendem do tumor) no sangue 

periférico de pacientes com câncer de cólon/reto localmente avançados e 

correlacionar seus níveis com: 

- recorrência tumoral local/à distância; 

- resposta ao tratamento (verificaremos se há diminuição dos níveis dessas 

células durante e após o seu tratamento); 



 

- expressão de genes e proteínas de resistência a drogas (ERCC1, resistência 

a derivados de platina e TYMS, resistência a 5-fluorouracil, tratamentos 

comumente utilizados), genes de invasão tumoral (TGFβ, MMP2, MMP9), 

proliferação (Ki-67) e dormência celular (β-gal), que poderiam auxiliar no 

acompanhamento do câncer; 

- sobrevida livre de progressão; 

- tempo de vida após o tratamento. 

 

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO 

 

Se concordar em participar deste estudo, você será submetido a três 

coletas de sangue (aproximadamente 10 mL), antes do início do tratamento 

(cirurgia ou quimioterapia/radioterapia), após este tratamento e 

aproximadamente a cada 4 meses, até a mudança do protocolo do tratamento 

ou, se a doença progredir, até a progressão. 

Caso haja necessidade, dependendo do tratamento e de seu 

consentimento, mais coletas de sangue serão realizadas. 

Você não precisará vir ao hospital apenas para a coleta desta pesquisa. 

Contataremos você nas datas que você tiver exames e na maioria das vezes, 

aproveitaremos as punções venosas (coleta de sangue) dos exames no 

laboratório de rotina. Caso não tenha exames a ser realizados, contataremos 

você nos dias que tiver consulta ou outros procedimentos no hospital. 

Todo o material coletado (sangue) será esgotado em um processo de 

filtração. Armazenaremos em freezer apenas o material contido no filtro 

(células, DNA, RNA, plaquetas e plasma) e analisaremos na pesquisa. 

Toda 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. Não haverá danos imediatos ou tardios, que comprometam a 

sua saúde, salvos possíveis desconfortos e riscos decorrentes da punção 

venosa, procedimento comum para exames hematológicos. 

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. 

Garantimos a assistência integral e gratuita pelo tempo que for necessário 

em caso de danos decorrentes da pesquisa. 

Embora garantindo que seus dados serão identificados por meio de 

códigos e siglas, existe sempre o risco da perda de confidencialidade entre os 

investigadores. 

 

BENEFÍCIOS 

 

Não haverá benefícios de qualquer espécie para você, 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 seu 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 também 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. Contato da pesquisadora: Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen 

(2189-5000 ramal 2776). 

Caso os achados da pesquisa, fatos ou informações encontradas pelo 

pesquisador no decorrer da pesquisa sejam considerados de relevância para 

você ou para comunidades participantes, os mesmos serão divulgados de 

forma a contribuir com o acompanhamento do câncer, juntamente com os 

exames de rotina. Garantimos, ainda que os resultados dos exames genéticos 

não sejam fornecidos a terceiros (como, por exemplo: seguradoras, 

empregadores, supervisores hierárquicos, entre outros). 

 

CUSTOS 

 

Não haverá qualquer custo ou forma de pagamento para você 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. 

 

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), endereço: Rua 

Professor Antônio Prudente, 211- Liberdade- São Paulo, SP. 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 

07h00 às 18h00 e de sexta-feira das 07h00 às 16h00 (Telefone 2189-5000 

ramal 5020; endereço: Rua Professor Antônio Prudente, 211- Liberdade- São 

Paulo, SP). 

O Comitê de Ética em Pesquisa é uma comissão composta por médicos, 

enfermeiras, farmacêuticos, biólogos, psicólogos, fisioterapeutas, 

pesquisadores e membros da comunidade. Utiliza mecanismos, ferramentas 

e instrumentos próprios de inter-relação, num trabalho cooperativo que visa, 

especialmente, à proteção dos participantes de pesquisa do Brasil, de forma 

coordenada e descentralizada por meio de um processo de acreditação. 

O termo é elaborado em duas vias e rubricado em todas as páginas, 



 

sendo uma via retida com o pesquisador responsável e outra com a instituição. 

Você receberá uma via deste documento. 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 via assinada deste formulário de consentimento. 

 

   /  /    

Assinatura do (a) voluntário (a)  dia mês ano 

 

 

  /  /    

Assinatura do (a) voluntário (a) letra de forma  dia mês ano 

 

  /  /    

Assinatura do (a) voluntário (a) letra de forma  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 do (a) voluntário (a) letra de forma  dia mês ano 


