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Resumo

A neoplasia mamaria ¢ uma das mais incidentes na populag@o feminina sendo considerada um
problema de satde publica. Pela técnica de microarray ela foi classificada em diferentes
subtipos: luminal A, luminal B, HER2-superexpresso, triplo-negativo (TN) ndo basaloide e
basaldide. Apesar de alguns ja se beneficiarem de tratamentos alvo especificos, como a
hormonioterapia e os anticorpos monoclonais, subtipos agressivos, como o TN, ndo possuem
um tratamento eficaz. Além disso, muitos tumores tém recorréncia € metastase. Dentro deste
contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao de literatura enfocando o cancer de
mama ¢ discorrer sobre o tema das células-tronco do cancer (CTC), bem como sua correlagédo
com a neoplasia mamaria. As células-tronco (CT) sdo naturais do corpo humano e sdo
responsaveis pela renovagdo e diferenciagdo teciduais. O conceito das CTC ¢é relativamente
novo e ndo se encontra totalmente definido, mas estas podem ser responsaveis pelo crescimento
tumoral, recidiva da doenga, bem como por sua disseminagdo a distancia. Isto pode ser devido
ao fato das CTC se encontrarem em estado quiescente, tendo a habilidade de evadir ao
tratamento. Desde sua caracterizagdo, muitos estudos t€m sido dedicados ao seu entendimento e
aplicag@o pratica. Com base nesta revisao, foi concluido que o cancer de mama ¢ uma doenca
que, apesar de extensivamente pesquisada, ainda apresenta aspectos a serem elucidados.
Também que no céncer de mama as CTC se mostram como importantes mecanismos de
manuten¢gdo da doenga, mas seu uso ainda se encontra restrito as pesquisas, ja que sua
caracterizacdo necessita de maior entendimento.

Palavras-chave: cancer de mama, células-tronco, células-tronco do cancer, subtipos tumorais.

Abstract

Breast cancer (BC) is one of the most prevalent among women, and it is considered a public
health issue. Using the microarray technique, it’s been classified into different subtypes: luminal
A, luminal B, HER2-enriched, basal-like and non-basal like triple-negative. Although some of
these can benefit from target-specific treatments, such as hormone therapy and monoclonal
antibodies, the aggressive subtypes, like triple-negative (TN), are still without efficient
treatments. Moreover, most tumors suffer recurrence and metastasis. In this context, the
objective of the present study was to accomplish a literature review focusing on BC and cancer
stem cell (CSC), as well as its correlation with mammary neoplasia. Stem cells (SC) are natural
occurrences in the human body and are responsible for tissue renovation and differentiation. The
concept of CSC is relatively new and its definition is yet to be clarified; however, they are
thought to be reliable for tumor growth, recurrence and metastasis. One explanation for this fact
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is that CSCs are in a quiescent state, having the ability to evade chemotherapy treatment. Ever
since its first characterization, many studies have been conducted to understand its concepts and
apply their potential into research. Based in this review, it could be concluded that BC is a
disease that, although extensively researched, still presents some aspects that need to be
elucidated. Additionally, in these malignant tumors, CSCs were found to be important
mechanisms for disease maintenance, but its applications are until restricted to research, since
the characterization needs more understanding.

Key words: breast cancer, stem cells, cancer stem cells, tumoral subtypes.

INTRODUCAO

Cancer ¢ o nome utilizado para descrever uma centena de doengas distintas que
podem afetar qualquer parte do corpo € que tem em comum o crescimento celular
desordenado " S3o doengas multifatoriais e sempre apresentam componentes
genéticos, ja que para o seu surgimento, sao necessarias mutagdes em genes regulatorios
das células, podendo ser em proto-oncogenes, supressores tumorais ou genes de reparo
do DNA®.

No entanto, o ambiente também interfere no surgimento da doenga: ar, agua,

estilo de vida (dieta, habitos reprodutivos e uso de tabaco). Desconsiderando os tumores
familiais, o ambiente é o maior responsavel pelos tumores esporadicos .
Segundo a OMS, desconsiderando os tumores de pele ndo-melanoma, os canceres mais
frequentes em homens sdo prostata, pulmao, colorretal, estdmago e eséfago. J4 nas
mulheres, o cancer de mama ¢ o mais frequente, seguido pelo cancer de colo de utero,
colorretal, pulmo e tireoide .

Dentro deste contexto, o presente artigo teve como objetivo realizar uma revisao
de literatura tendo como foco o cancer de mama, sua caracterizagdo e atual tratamento.
Adicionalmente, introduzir o conceito de células-tronco do cancer e seus
desdobramentos no tratamento atual das neoplasias, com foco no cancer de mama, além
de discorrer sobre novas pesquisas envolvendo estas células, bem como suas possiveis
implicagdes futuras.

METODOLOGIA

A presente revisdo de literatura foi realizada utilizando artigos cientificos
disponiveis no PubMed do NCBI (“National Center for Biotechnology Information”).

AN 1Y

As palavras-chave usadas para a pesquisa foram “cancer de mama”, “células-tronco” e
“células-tronco do cancer” e suas traducdes para o inglés “breast cancer”, “stem cells” e
“cancer stem cells” e foram selecionados artigos publicados entre os anos de 2003 e
2017.

Além disso, foi realizada uma busca manual na lista de referéncias dos artigos de
interesse para selecionar estudos adicionais relevantes. Na analise das publicagdes

selecionadas, foram avaliados os resultados encontrados e as conclusodes do estudo.

Cincer de mama

O cancer de mama ¢ uma doenga altamente heterogénea que afeta mulheres e
homens, sendo mais rara nestes (apenas 1% dos casos). Segundo o Instituto Nacional do
Cancer José Alencar Gomes da Silva ©, esta doenga ¢ um dos tipos de neoplasia mais
comuns no Brasil ¢ no mundo, sendo o mais frequente entre as mulheres no pais,

Biosaiide, Londrina, v. 19, n. 1, 2017



52

excluindo o cancer de pele ndo-melanoma, exceto na regido Norte, onde perde para o
cancer de colo de utero.

De acordo com a OMS “, para o ano de 2012, foram estimados 1.671.000 casos
de cancer de mama, e 522.000 mortes no mundo. Ja para o Brasil, 57.960 novos casos
sdo estimados, tendo uma ocorréncia de 56 casos a cada 100.000 mulheres, e 14.388
mortes para o biénio 2016-2017%). Comparando o perfil brasileiro com o americano,
para 2016, o National Cancer Institute prevé 246.660 novos casos, com um numero de
mortes de 40.450). Pode-se perceber que apesar de os Estados Unidos apresentarem
cerca de quatro vezes mais casos que o Brasil, a mortalidade ¢ apenas duas vezes maior.
Esse resultado pode ser explicado pela deteccao precoce dos casos aliada ao avango dos
tratamentos "+ %%

As causas do cancer de mama ainda ndo sdo conhecidas, mas existem fatores de
risco associados a doenca, tais como: menarca precoce, gravidez e menopausa tardias,
nuliparidade, consumo de alcool e tabaco, obesidade, além de uso prolongado de
medicamentos de reposicdo hormonal ou de anticoncepcionais. A idade e o histdrico
familial também sdo fatores associados a esta neoplasia '°.

A incidéncia do cancer de mama tende a aumentar com a idade, assim como a
mortalidade, a partir dos quarenta anos. Comparando-se as taxas de mortalidade de
mulheres abaixo de 40 anos (1.048 mortes) e acima de 60 anos (7.694) para a doenga,
consegue-se ver que o risco ¢ sete vezes maior na segunda categoria (D As
complicacdes da doenga metastatica e recorréncia sdo a causa principal de morte para
esta neoplasia, e, segundo O’Shaughnessy ?, cerca de 30% das mulheres
diagnosticadas com tumores em estagios precoces da doenga estdo sujeitas a elas. Esta
neoplasia possui 6rgdos metastaticos preferenciais: linfonodos regionais, medula ossea,
pulméo e figado .

Assim como em outros tipos de cancer, o de mama também apresenta um padrao
familial. Os fatores hereditarios estdo principalmente relacionados com mutagdes nos
genes BRCAI e BRCA2 (genes de predisposicao ao cancer de mama hereditario 1 e 2),
que, em seu estado normal, sdo genes de reparo de quebra de fita dupla de DNA.
Quando mutados sdo responsaveis por 10 a 20% dos casos '*. Esses genes estio
associados as formas mais agressivas da doenca, manifestacdes em idade mais jovem e
casos de cancer masculino. Pessoas diagnosticadas com a mutacdo em um dos dois
genes correm um risco muito mais elevado de desenvolverem a doenga .

Segundo o departamento de Oncogenética do Hospital do Cancer A.C. Camargo,
o risco de desenvolver a doenga para pessoas que possuem o alelo mutado de BRCAI ou
BRCA2 aumenta em até 80%. Quando detectados na familia, os parentes proximos (de
até 3 graus) sdo considerados de risco elevado e devem fazer acompanhamento de rotina
a partir dos 25 anos '®. A mastectomia bilateral profilatica em mulheres com mutacdes
nestes genes de alta penetrancia pode ser uma alternativa profilatica, e diminui o risco
de se desenvolver a doenga em pelo menos 95% ©

Classificacdo histologica e molecular

O cancer de mama pode ser classificado pelo tipo histologico, estagio de
progressao da doenca ou tipo de receptores que as c€lulas expressam a7,

O sistema de estadiamento mais utilizado ¢ o Sistema Tumor-Nodulo-Metéstase
(TNM) de classificagao dos Tumores Malignos, preconizado pela Unido Internacional
de Controle ao Cancer (UICC), o qual se baseia na extensdo anatomica da doenga,
considerando as caracteristicas do tumor primario, nos linfonodos das cadeias de

drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza, e na presenga ou auséncia de
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metastases. A avaliagdo desses parametros permite a determinagdo do estadiamento que
varia dos estagios 0 ao IV !,

Assim, existem cinco estagios de proliferagcdo da doenga. O estagio 0 ¢ quando a
doenca esta restrita ao local inicial: sdo os carcinomas in situ (normalmente
classificados como pré-canceres); no estagio I, os tumores ja invadiram o tecido local e
possuem, no maximo, dois centimetros de tamanho, nessa fase, j& sdo considerados
carcinomas invasivos. No estagio I, os tumores possuem entre dois e cinco centimetros
e ja se pode detectar poucos ganglios linfaticos axilares comprometidos; no estagio III,
os tumores tém mais de cinco centimetros e os linfonodos estdo mais comprometidos. O
estagio IV é marcado pela metastase & distdncia e apresenta um pior prognostico ¥

Os tumores mamarios sdo também classificados histologicamente, de acordo
com o sitio de origem, em: carcinoma lobular in situ, carcinoma ductal in situ (pré-
canceres), carcinoma lobular invasivo e carcinoma ductal invasivo. E dado o nome de
lobular ao tumor que se inicia nas glandulas produtoras de leite e ductal, quando se
origina no ducto. O tipo mais comum ¢ o carcinoma ductal invasivo, que detém cerca de
80% dos casos seguido pelo carcinoma lobular invasivo, englobando cerca de 10% dos
casos '),

Existem também outros tipos mais raros de tumores, como o cancer de mama
inflamatorio, responsavel por até 3% dos casos, o qual se apresenta com inchaco da
mama, frequentemente sem massa ou nddulo palpaveis, podendo ser confundido com
inflamacdo, possui uma maior chance de metastase, e, portanto, um progndstico muito
ruim. A doenca de Paget ¢ outro tumor raro, corresponde a cerca de 1% dos casos, € ¢
caracterizada por células cancerosas no mamilo, podendo estar associada a presenca de
outro carcinoma mamario; ja o tumor filéide ¢ um tipo muito raro que se desenvolve no
tecido conjuntivo da mama, e ¢ normalmente benigno “°.

O grau histologico, isto €, a diferenciagdo celular presente no tumor ¢ de extrema
importancia a ser avaliado, pois consiste em um importante fator prognostico da doenca
(@1:22) Egse parametro varia de 1 a 3, sendo o 1 marcado por tecido bem diferenciado e o
3, por tecido indiferenciado Y.

Os tumores, independentemente do local, podem apresentar receptores
hormonais de estrogénio (RE) e progesterona (RP), além de superexpressdo do
oncogene HER?2 (receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano). Perou et
al. * em um trabalho com microarrays, classificou os tumores em vérios subtipos. Os
tumores que apresentam positividade para RE e/ou RP sao classificados como luminais.
O subtipo luminal A é o mais incidente, com cerca de 60% dos casos, e possui o melhor
prognostico. Sao caracterizados por nao possuirem superexpressao da proteina HER2 e
terem baixo grau histologico, e se diferem do luminal B ou pelo indice de Ki-67
(marcador de prolifera¢do celular), que ¢ superior a 14% no segundo tipo, ou pela
superexpressdao do HER?2, fazendo com que o luminal B apresente um prognostico pior
que o luminal A.

O subtipo caracterizado pela superexpressao de HER2 (HER2+) possui elevada
expressao da proteina HER2, mas diferentemente do luminal B, ndo apresenta
receptores hormonais expressos. Essa forma da doenga tem o segundo pior progndstico.
Ja os tumores triplo-negativos (TN) sdo tumores que ndo apresentam a expressao dos
receptores hormonais e nem a superexpressdo do oncogene HER2. Podem ser do tipo
basaldide ou ndo basaldide. O subtipo basaldide detém o pior progndstico da doenca e
estd associado a mutacdes no gene BRCA 1. Morfologicamente, ele é caracterizado por
alto grau histologico e por elevado indice mitotico. Diferem dos nao basaldides pela
expressao das citoqueratinas 5 e 6 (filamentos proteicos que formam o citoesqueleto) e
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do EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico) ®¥. A Tabela 1 apresenta os
subtipos tumorais da mama classificados segundo o perfil de imunohistoquimica.

Tabela 1. Classificagdo molecular por Imunohistoquimica dos tumores de mama.

Subtipo Molecular Padrao de Imunomarcacio
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- ¢ Ki-67 < 14%
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2- ¢ Ki-67 > 14%
RE+ e/ou RP+, HER2+
Superexpressdo de HER2 RE-, RP- e HER2+
Triplo-negativo basaldide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e¢/ou EGFR+
Triplo-negativo nao basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5- ¢ EGFR-

RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano; Ki-67: marcador de proliferacdo celular; CKS5: citoqueratina 5; EGFR: receptor do fator de crescimento
epidérmico. Fonte: adaptado de Cirqueira et al. (21).

Dependendo do subtipo do tumor, o tratamento da paciente serd diferenciado, ja
que para aqueles tumores que apresentam um alvo molecular, existe tratamento com
drogas especificas, como a hormonioterapia, para os tumores que expressam O0S
receptores hormonais, ou o anticorpo monoclonal anti-HER2, para os tumores que
superexpressam este oncogene .

1.1  Diagndstico, Progndstico e Tratamento

O cancer de mama ¢ normalmente assintomatico nas fases iniciais, podendo ser
identificado apenas por exames de rastreamento (mamografia e exame de toque das
mamas). A mamografia deve ser feita anualmente a partir dos quarenta anos, segundo
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Mastologia, exceto em pacientes de alto
risco, as quais devem se submeter ao exame a partir dos vinte e cinco anos @9 Tecidos
mamarios muito densos podem dificultar a realizacdo da mamografia, ou dar resultados
ndo precisos. Para esses casos, podem ser necessarios exames complementares, como a
ultrassonografia, a ressonancia magnética e as puncoes percutaneas @7,

Quando o cancer ¢ percebido pela propria mulher, o principal sinal ¢ a presenga
de um nddulo fixo na mama, geralmente indolor. Além disso, sintomas como pele
avermelhada, retraida ou com aspecto de casca de laranja, alteragdes no mamilo,
nodulos nas axilas ou no pescogo e saida de liquido anormal das mamas sao sinais de
uma possivel doenga da mama **.

Ao se detectar uma anormalidade na mamografia, faz-se a bidpsia do tecido, que
pode ser feita via puncdo aspirativa de agulha fina, bidpsia de agulha grossa,
mamotomia ou bidpsia cirurgica. A pung¢do aspirativa de agulha fina ¢ principalmente
utilizada para aspiracdo de cistos mamarios; a de agulha grossa ¢ para nédulos maiores
que cinco milimetros; a mamotomia, em casos de microcalcificagdes; e a biopsia
cirirgica quando os outros exames sdo inconclusivos ou quando se tem uma area de
microcalcificacdo muito grande, fazendo-se a ressec¢ao por meio de cirurgia @0

O tratamento ird depender do tipo histologico do tumor encontrado na bidpsia,
dos marcadores que o mesmo expressa, de seu tamanho e das condi¢des da paciente. De
forma geral, o tratamento ¢ subdividido entre local e sistémico. O tratamento local
inclui cirurgia (podendo ser seguida pela reconstrugdo mamaria) e radioterapia. O
tratamento sistémico abrange a quimioterapia, bem como a administracdo de drogas-
alvo (hormonioterapia ou anticorpo monoclonal). A cirurgia ¢ recomendada em todos os
casos de cancer, a partir do estdgio TNMI, porém, para tumores muito grandes, opta-se
por um tratamento quimioterapico prévio para a diminui¢do do tumor, chamado
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neoadjuvancia. Além da mastectomia, pode ser necessaria a linfadenectomia axilar, que
consiste na retirada de linfonodos axilares, se constatado seu comprometimento @),

A hormonioterapia ¢ utilizada apenas em casos de tumores com receptores
hormonais positivos e consiste na administragdo diaria de medicamentos que inibem a
atividade dos hormdnios. Existem duas classes de drogas principais: os moduladores
seletivos de receptores de estrogeno e os inibidores de aromatase. O tamoxifeno ¢ a
principal droga utilizada e ¢ uma representante da primeira classe. No cancer de mama,
o tamoxifeno atua como um antagonista do estrogeno, ligando-se ao seu receptor e
bloqueando sua agio ®. Os inibidores de aromatase, por sua vez, bloqueiam a enzima
responsavel pela conversao de precursores em estrogénio. Contudo, isso ndo funciona
para o estrogénio produzido pelo ovario, portanto seu uso deve ser restrito as mulheres
em poOs-menopausa @n,

Para os tumores HER2+, existem as terapias bioldgicas anti-HER2, que
bloqueiam a proliferagao desses tumores. O HER2 ¢ uma proteina transmembrana que
estd envolvida em processos de sinalizagdo intracelular que regulam crescimento e
desenvolvimento celulares. Em células normais, seu gene possui apenas duas copias por
nucleo celular interfasico, porém em alguns tumores HER2+, este numero estd muito
aumentado por amplificacao génica, fazendo com que a proteina seja superexpressa. O
anticorpo humanizado monoclonal anti-HER2 se liga ao receptor transmembrana e
bloqueia a cascata de reagdes intracelulares, diminuindo, assim, a prolifera¢ao celular
(9 "¢ melhorando muito o prognostico das pacientes que apresentam os subtipos
tumorais associados a esta alteragdo genética.

No entanto, apesar de incialmente responsivos a quimioterapia e a radiagao,
alguns tumores tém recorréncia, apresentando a mesma diversidade de células que
estavam presentes no tumor inicial. Isso sugere que existam células dentro do tumor
inicial resistentes ao tratamento quimioterdpico e a radiacdo. Essas células teriam
propriedades de células-tronco (CT), ja que sdo capazes de conferir ao tumor recorrente
a diversidade original ©".

1.2 Células-Tronco (CT)

As CT sao células indiferenciadas que ocorrem naturalmente em vérios tecidos,

cuja funcdo ¢ autorrenovacao e diferenciacao em células do proprio tecido no qual estdo
presentes, para suprir sua demanda 2.
Diferentemente de outras células, elas tém a capacidade de realizar uma divisao
assimétrica: uma das células-filha dard origem a uma célula que se diferenciara
enquanto que a outra continuara indiferenciada, ocupando seu lugar como CT ©?. Para
manter o DNA intacto e sem erros, durante essa divisdo assimétrica, ¢ preservada a fita
dupla de DNA parental (“imortal”) na célula-filha que continuard com a capacidade
proliferativa, enquanto que a outra recebe a dupla fita recém-sintetizada **. Apesar de
ndo ser uma regra, ja foram obtidas evidéncias de que essa teoria proposta realmente
ocorre em tecidos como o epitelial *> ¢ o nervoso ©%.

As CT diferem umas das outras de acordo com o tipo de tecido que podem
formar: as totipotentes sdo capazes de dar origem a qualquer tecido do corpo humano,
incluindo os anexos embriondrios, € estdo limitadas ao zigoto e suas primeiras divisoes
celulares; as pluripotentes, embora ndo consigam dar origem aos anexos embrionarios,
tétm a capacidade de se diferenciar em qualquer um dos trés folhetos embrionarios
(ectoderme, mesoderme e endoderme). Sdo encontradas até o periodo de blastocisto,
mas podem ser originadas artificialmente, através de reconfiguracao nuclear. As CT
adultas, por sua vez, podem ser multi, bi ou unipotentes, dependendo de quantos tipos
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celulares elas dao origem: varios, dois ou um tecido e sdo encontradas em quase todos
os tecidos humanos ©?.

O microambiente no qual estdo inseridas as CT adultas ¢ muito importante: ele
proporciona um local adequado para a sua divisdao e previne a diferenciacdo. Também
chamado de “nicho”, ele ¢ composto por moléculas sinalizadoras e matriz extracelular,
que, juntas, controlam seu destino G A mudanca do nicho pode alterar o destino das
CT, como prova o estudo de Bjornson e colaboradores ®¥, no qual foram injetadas CT
neuronais em camundongos irradiados, as quais conseguiram, com SucCessO, S
transformar em células hematopoiéticas, evidenciando que o microambiente no qual
estas estdo presentes influencia seu destino.

As pesquisas com CT tém avangado muito nos ultimos anos, devido ao seu
potencial terapéutico. Mesmo em tecidos que se supunha ser totalmente diferenciado e
que ndo se encontrava qualquer atividade mitdtica, como o nervoso, foi descoberto que
existem CT capazes de repopular o tecido, quando reimplantadas experimentalmente.
Outra fonte interessante de CT ¢ o tecido adiposo, ja que a coleta neste tecido ¢ menos
invasiva, devido a sua acessibilidade. Descobriu-se, também, que estas células sao
capazes de formar condrocitos, hepatocitos, cardiomiocitos e linhagem neurogénica ©”.

O transplante de medula ¢, ainda, o nico tipo de tratamento com CT aceito pelo
Conselho Federal de Medicina e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA), apesar de as pesquisas estarem em ampla expansdao por mais de duas
décadas. Esse consiste em transplantar CT obtidas da medula éssea (MO), do iliaco, do
sangue periférico ou do cordao umbilical ou placentario para outro individuo que esteja
sofrendo de doengas hematoldgicas ou para reconstituigdo da MO apds tratamento de
doenca oncologica “?.

Uma vez que o seu uso ¢ restrito no Brasil, pessoas que sofrem de doencas para
as quais ainda nao existe tratamento t€ém viajado para paises que possuem legislagao
mais branda para conseguir terapias celulares envolvendo CT. As clinicas que oferecem
esse tipo de tratamento sdo facilmente localizdveis por pesquisa na internet € ndo existe
uma lei internacional que regulamente este tipo de tratamento *".

A ideia de que existam CT presentes nos tumores malignos nao ¢ recente: foi
proposta ha mais de um século e meio “*, mas na época, no existiam métodos que
pudessem identifica-las com sucesso. A hipotese foi reconsiderada nas tltimas décadas
e sua existéncia vem sendo bem aceita dentro da comunidade cientifica, corroborada por
estudos realizados com tumores sélidos.

13 Células-Tronco do Cancer (CTC)

Sabe-se que apenas uma pequena parcela das células presentes nos tumores
malignos tem a capacidade de se propagar in vitro, evidenciando que o tumor apresenta
diferentes tipos celulares “¥. Em 1994, Lapidot e colaboradores “* identificaram
células iniciadoras de leucemia em um estudo com camundongos NOD/SCID
(diabéticos ndo obesos e severamente imunocomprometidos), um marco na area, o qual
constituiu o primeiro tipo de célula-tronco do cancer (CTC) descoberto. Em tumores
solidos, devido ao dificil acesso, a primeira caracterizagdo aconteceu apenas em 2003,
por Al-Hajj e colaboradores, em tumores de mama .

No entanto, o conceito de “célula-tronco do cancer” ainda ndo se encontra
totalmente bem estabelecido. Alguns autores, como Wicha, Liu e Dontu (46), acreditam
que estas sejam CT normais que sofreram o processo de malignizacdo, transformando-
se nas c¢lulas origindrias do tumor, enquanto que outros autores como Clarke e Fuller
2 acreditam que também possam ser originarias de células que conseguiram reverter o
processo de diferenciacao.
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Esse processo de reversdo da diferenciacdo ¢ dado pela transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM), que leva células diferenciadas a ganharem a habilidade de se
tornarem imortais. A TEM envolve uma série de eventos complexos que culminam na
perda do fendtipo de célula epitelial e aquisicdo do fenotipo mesenquimal em células
tumorais. Com esse processo, elas perdem a capacidade de aderéncia célula-a-célula,
constituindo um marcador de mau progndstico, ja que ¢ reconhecida como um processo
inicial de metéastase 7.

Independentemente da origem, as CTC possuem as mesmas propriedades:
capacidade de autorrenovacdo e diferenciagio das células presentes no tumor % 9.
Assim como as CT normais, aquelas do cancer também sdo quiescentes, estacionadas na
fase GO do ciclo celular e, portanto, ndo responsivas a maior parte dos tratamentos
quimioterapicos, os quais se baseiam em estagios especificos do ciclo celular, o que
pode influenciar em fendmenos de recorréncia tumoral e metastase “%.

Apesar de parecer contraditorio pensar que as CTC sdo responsaveis pelo
crescimento tumoral, ja que estdo em estado quiescente, o pensamento parece correto.
Na divisdo assimétrica, além de dar origem a uma nova CT, ela também dé4 origem a
uma célula amplificadora transitoria . Esta célula é caracterizada por uma alta
capacidade proliferativa. As células amplificadoras transitérias sao a forma como um
pequeno grupo de CT pode dar origem a um grande nimero de células diferenciadas “®.

Como esse tipo celular parece ser diretamente responsavel pelas caracteristicas
mais agressivas do tumor, sua existéncia causa uma mudan¢a de paradigma no
tratamento das neoplasias. Atualmente, ele ¢ direcionado as células de rapida divisao,
que fazem o tumor crescer em tamanho, permitindo que as células quiescentes evadam o
tratamento. Porém um alvo muito interessante surge com esse modelo, uma vez que
estas CTC tém caracteristicas que variam dependendo do 6rgao/tecido que colonizam,
fazendo necessaria, portanto, uma caracterizacao mais detalhada, ja que até¢ o momento,
ndo existe consenso sobre qual seria o melhor marcador para a sua identificacdo em
nenhum tipo de cancer “9),

Com a teoria das CTC, passa-se de uma no¢ao que o tumor ¢ um aglomerado de
células de origem monoclonal, todas semelhantes, diferenciadas apenas pelas mutagdes
subsequentes para um modelo que aceita que o tumor ¢, na verdade, um “6rgdo”, com
diferentes populacdes celulares, incluindo um estoque de CT que seriam também
responsaveis pela proliferagio e pelo seu crescimento “”. Ainda, segundo os mesmos
cientistas, esse estoque representaria apenas entre 1 a 20% da populacao celular.
Infelizmente, assim como as CT normais, aquelas do cancer ndo apresentam um tipo
especifico de marcador de superficie: ao invés disso, existem padrdes de marcagdo, com
varias proteinas de superficie ©¥. Ebben et al. ©® resumiu os principais tipos de
neoplasias e seu padrdo de marcadores celulares, como se pode observar na Tabela 2.
Para se obter a confirmacdo que se trata de uma CTC, é necessario que a célula em
questao seja capaz de reproduzir o tumor inicial em um ensaio clonogénico in vivo (esse
teste é considerado o “padrdo ouro”) 7.

Al-Hajj e colaboradores > separaram as células de tumores de mama utilizando
citometria de fluxo com os anticorpos anti-CD44, anti-CD24 e anti-B38.1, que se
encontraram diferencialmente expressos entre as populacdes (CD44 e CD24 sao
moléculas de adesdo, enquanto que o B38.1 ¢ um marcador especifico para cancer de
ovario ¢ mama). Com a separagdo das células conforme seu perfil de marcagao, os
pesquisadores injetaram diferentes populagdes em camundongos NOD/SCID.
Observou-se que apenas a populagio com a marcacdo CD44'CD247"*° teve a
capacidade de formar novos tumores, com a mesma heterogeneidade de células do
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tumor inicial, identificando, assim, esta linhagem, como provaveis células-tronco do
cancer de mama Y.

Tabela 2. Canceres e respectivos marcadores especificos de superficie celular.

Tipo de Cancer Marcador de superficie celular
Leucemia CD34", CD38, CD19"

Mama CD44", CD24; ALDH1"
Cérebro CD133"

Melanoma CD20"; ABCB5"

Colorretal CD133"; EpCAMi CD44",CD166"; ALDH1"
Pulmio CD24", CD44"; CD133"
Sarcomas CD105", CD44", Strol "

Cabeca e Pescogo CD44"

Figado CD133"; CD90", CD44"
Pancreas CD44", CD24", ESA"; CD133"

ABC: cassete ligado a ATP; ALDH: aldeido desidrogenase; EpCAM: molécula de adesdo a célula epitelial; ESA:
antigeno especifico epitelial; Stro: marcador estromal. Fonte: adaptado de Ebben ef al. (50).

1.4 CTC e ciancer de mama

Apbs o primeiro trabalho de caracterizacdo das CTC feito por Al-Hajj e
colaboradores (45), os trabalhos realizados com CTC em céncer de mama so6 tém
aumentado. Abraham e colaboradores ®" investigaram o valor prognostico das células
com perfil CD44'CD24™%*°  utilizando tecidos incluidos em parafina, com e sem
recorréncias. Nao foi constatado um aumento dessas células na progressao da doenga,
assim como ndo foram encontradas diferengas significativas na percentagem de
CD44"CD24™* nos subtipos de céncer de mama. No entanto, houve uma maior
porcentagem destas células em tumores primarios de pacientes que tiveram metastases,
especialmente dsseas V.

Em 2005, Ponti ef al. ®? conseguiram, pela primeira vez, estabelecer culturas de
longa duragdo da linhagem CD44°CD24™™*°, um marco importante, ja que essas
culturas servem como modelo de estudo in vitro. Das dezesseis linhagens inicialmente
estudadas, apenas trés sobreviveram a longo termo e foram capazes de originar tumores
em camundongos SCID.

Morel e colaboradores ®* provaram que células epiteliais mamérias primérias
tém condi¢des de se transformar em CTC in vitro com a indugdo de oncogenes e outros
genes associados ao cancer. Os pesquisadores utilizaram células com perfil
CD44"*CD24" ¢ induziram a via do oncogene Ras, conseguindo, ao final do
experimento, células com o perfil CD44"CD24™**. No mesmo trabalho, ainda foi
provado que as células sofreram o processo de TEM, examinando marcadores epiteliais:
as células apresentaram baixos niveis de vimentina e fibronectina (marcadores
epiteliais), e altos niveis de E-caderina e de B-catenina (perfil mesenquimal).

Ginestier e colaboradores ¥ estudaram a expressio da aldeido desidrogenase (ALDH),
uma enzima que faz parte do metabolismo do acido retindico, e parece fazer parte do
processo de diferenciagdo das CT. O primeiro ensaio foi realizado em tecidos mamarios
normais, para avaliar a presenca de populagdes ALDH'. Essas populacdes foram
identificadas e apresentaram caracteristicas comuns as CT. O proximo passo foi a
investigacdo de populagdes ALDH" em cancer de mama. Os pesquisadores concluiram
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que apenas as populagdes ALDH' eram capazes de formar tumores, mesmo quando
implantadas em baixo niimero.

Charafe-Jauffret et al. ©> estudaram a associagdo do perfil ALDH na evolugio
de pacientes com cancer de mama inflamatorio (CMI), um dos tipos mais agressivos da
doenga, e para o qual ndo hd nenhum marcador prognoéstico descrito. Foi encontrada
uma relacdo entre esse perfil e o desenvolvimento de metastases e sobrevida. Com este
resultado, foi sugerida a aplicagdo clinica desse parametro como fator prognostico para
o CML.

Outro estudo relacionado as CTC no cancer de mama foi realizado por Conley e
colaboradores ©®, no qual os autores constataram que farmacos anti-angiogénicos
aumentaram a quantidade de CTC presentes em tumores, por hipoxia. Foi observado
que as drogas retardaram o crescimento tumoral assim que atingiram um tamanho
médio de trés milimetros, apresentando extensivas éareas de hipoxia. Utilizando
coloragdo histoquimica, os pesquisadores puderam constatar que as células de perfil
ALDH'" se concentravam nas areas de hipoxia. Este estudo ofereceu uma explicagdo de
por que tratamentos baseados em agentes anti-angiogé€nicos oferecem respostas
transitorias e podem induzir a recorréncia da doenga.

Lu e colaboradores ©” focaram seu estudo no nicho das CTC, visando a relacao
entre os monocitos € macrofagos associados a tumores (TAM) e as CTC do cancer de
mama. Os pesquisadores encontraram a proteina CD90 (glicoproteina que interage com
células adjacentes, e que medeia a adesdo de mondcitos) superexpressa em células
epiteliais mamarias humanas forgadas a passar pela TEM. As células com perfil CD90"
se mostraram com maior capacidade de formar mamosferas e produziram tumores mais
agressivos € metastaticos, enquanto que as que tiveram sua expressdao reduzida
resultaram em tumores menores € com um inicio tardio. Este perfil foi
comprovadamente necessario para que os monocitos se ancorassem as CTC em estudos
in vitro, e a presenca de macrofagos foi fundamental para a formagdo de tumores in
vivo. O mecanismo de interagdo das TAM e CTC foi, entdo, estudado, e¢ os
pesquisadores descobriram que algumas citocinas secretadas pelas CTC eram as
responsaveis pela comunicagao intercelular, barrada quando se separava as células por
uma membrana. Como essa combinagdo CTC+TAM se provou mais eficaz em criar
tumores, ela deve ser estudada mais a fundo e alvos potenciais podem surgir para o
desenvolvimento de novas terapias.

Chao e colaboradores ®® avaliaram a enzima histona deacetilase (HDAC) 8 ¢
seu papel na estabilizacdo da proteina Notchl (associada ao processo de tumorigénese,
resisténcia a drogas e recorréncia, além de renovacao de CTC). Trés tipos de inibidores
de HDAC foram utilizados em diferentes linhagens celulares de cancer de mama e foi
constatado que houve uma diminuicao da expressao do Notchl, implicando que ndo ha
uma dependéncia do tipo celular na regulagdo do Notch pelo HDAC. Estudos
posteriores provaram, por knockout de genes, que apenas o HDACS (e nenhum outro
gene da familia) foi responsével pela diminui¢do de CTC e da expressdao do Notchl. O
silenciamento do HDACS in vivo demonstrou que esse processo diminui e atrasa a
formacdo de tumores, sugerindo que a inibicdo do HDACS também ¢ um alvo
terapéutico interessante para diminuir a subpopulagao de CTC no cancer de mama.

Um estudo recente realizado na Suécia demonstrou a importancia do RE-f (receptor de
estrogeno tipo ) nas CTC do cancer de mama. Enquanto que o RE-a positivo ¢ ligado
aos tumores luminais, os pesquisadores ndo encontraram diferengas de expressdo do
RE-B entre os diferentes subtipos mamarios, sendo expresso em 79,2% dos tumores
pesquisados. Ainda, as CTC apresentaram fendtipo RE-a negativo, mas, em sua grande
maioria, RE-f positivo, enquanto que linhagens diferenciadas apresentam sua expressao
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diminuida. Foram produzidas linhagens celulares com o gene RE-B silenciado e os
cientistas concluiram que a formacdo de mamosferas teve uma redugdo significativa.
Eles, entdo, testaram o efeito do E2 (17B-estradiol), do agonista seletivo do RE-f, o
DPN, do antagonista seletivo do RE-, o PHTPP e do agonista seletivo do RE-a, o PPT.
Foi observado que tanto o DPN quanto o PPT causaram o aumento do tumor em
linhagens luminais, sendo o aumento maximo conseguido pela combinagdo de ambos;
em linhagens TN, o knockdown do RE-B reduziu o volume tumoral pela metade. Outro
resultado interessante do estudo foi que a combinacdo do E2 e PHTPP reduziu o
nimero de células com o perfil ALDH', além de diminuir o tamanho tumoral, fazendo
com que o RE-B seja um alvo terapéutico interessante mesmo em tumores TN que, até o
momento, ndo possuem nenhuma terapia alvo-especifica ©”.

Como pode ser observado, os estudos envolvendo CTC em cancer de mama
continuam em ampla expansdo. No entanto, existem, ainda, algumas questdes a serem
estudadas. Existem dois protocolos diferentes descritos para a caracterizagdo das CTC:
o de Al-Hajj et al. ), que identifica o perfil CD44"CD24™* ¢ o de Ginestier et al.
Y com o perfil ALDH'. Apesar de ambos os perfis terem conseguido, com sucesso,
causar tumores in vivo, as linhagens celulares delimitadas por eles ndo sdo as mesmas.
A sobreposicao dos dois perfis se dd em um pequeno numero de células que se
apresenta altamente tumorigénica, podendo originar um tumor a partir de apenas vinte
células. O perfil CD44/CD24/ALDH nio se mostrou tumorigénico, e o perfil ALDH"
que ndo apresentou o carater CD44/CD24" foi capaz de gerar tumores, mas com um
numero de células superior a 1.500 YA descoberta que os dois protocolos identificam
dois tipos celulares distintos, com uma pequena sobreposi¢do, pede uma investigacdo
mais detalhada de qual, de fato, seria o perfil correto de uma CTC no cancer de mama.

Até o momento, ndo foi possivel a comprovagdo das CTC in situ nas pacientes
com cancer de mama. O Unico teste que era possivel realizar era a marcagdo radioativa,
que permitia o delineamento de CT e células progenitoras, mas que, por causa da
exposicao a radiacdo necessaria, ndo ¢ mais eticamente aceitavel em humanos o),
Novas terapias tém sido sugeridas para o combate ao cancer, porém se encontram em
fases pré-clinicas ou clinicas. E mesmo terapias inicialmente consideradas altamente
efetivas, como a anti-angiogénica ou mesmo as terapias alvo, se mostraram limitadas
(56) sugerindo que talvez a doenga deva ser combatida com combinagdes terapéuticas,
onde as CTC poderiam ter um papel relevante futuramente.

Conclusoes

O cancer de mama ¢ uma doenga que, apesar de ser extensivamente pesquisada, ainda
apresenta aspectos a serem elucidados. Dentre estes, o porqué de algumas terapias
especificas, como os agentes anti-angiogé€nicos, que sdo inicialmente muito efetivas,
levarem a resisténcia, podendo dar origem a recidiva e metastase. Também que as CT
ocorrem naturalmente nos diferentes tecidos humanos e que essas fornecem um bom
argumento para a teoria das CTC nos diversos canceres humanos. No cancer de mama,
as CTC parecem constituir importantes mecanismos de manutencao da doenca, mas seu
uso ainda se encontra restrito as pesquisas, ja que sua caracterizagdo necessita de maior
entendimento para uma segura aplicagao clinica.
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