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LISTA DE ABREVIATURAS

AR (receptor andrégeno, do inglés androgen receptor)

ASCO (Sociedade Americana de Oncologia, do inglés American Society of Clinical
Oncology)

BL1 (basal 1)

BL2 (basal 2)

CAP (Colégio Americano de Patologia, do inglés College of American Pathologists)
CD (glicoproteinas marcadoras de superficie, do inglés cluster of differentiation)

CDK (quinases dependentes de ciclina, do inglés cyclin-dependent kinase)

Ck (citoqueratina, do inglés cytokeratin)

CM (cancer de mama)

CMCM (célula metastatica de cancer de mama)

CSC (células-tronco cancerosas, do inglés cancer stem cell)

CTC (células tumorais circulantes)

EGFR (receptores de fatores de crescimento epitelial, do inglés epithelial growth
factorreceptor)

EMT (transicao epitélio-mesenquimal, do inglés epithelial-mesenchymal transition)

ER (receptor de estrogénio, do inglés estrogen receptor)

HER2 (receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (erbB-2) do inglés,
human epidermal receptor 2)

INCA (Instituto Nacional de Cancer)

LAR (receptor androgeno luminal, do inglés luminal androgen receptor)

M (mesenquimal)

MSL (tronco-mesenquimal, do inglés mensechymal steam)

PR (receptor de progesterona, do inglés progesterone receptor)

TNBC (cancer de mama triplo negativo, do inglés triple negative breast cancer)



RESUMO

O céancer de mama (CM) é uma doenca que se apresenta como diferentes
subtipos, Luminal A e B, receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2) e triplo negativo. As células-tronco cancerosas (CSC) constituem uma
subpopulacdo de células embrionarias indiferenciadas com caracteristicas particulares
dentro do tumor e sdo as principais contribuintes para o desenvolvimento e progressao
da doenca. Além disso, este tipo celular foi correlacionado com a capacidade de
conduzir metastases. Até o momento ja foram descritos diversos marcadores
moleculares de CSC, porém sem aplicabilidade clinica, uma vez que dados que
correlacionem com os subtipos moleculares do CM séo escassos. Assim sendo, faz-se
necessario investigacdes de biomarcadores especificos, precisos e sensiveis,
particularmente para contribuir e elucidar melhor o entendimento dos diferentes
subtipos de tumores de mama. O objetivo principal deste estudo é tracar um perfil de
avaliagéo das propriedades funcionais moleculares de células displasicas e tumorais de
mama submetidas a cultivo celular. Neste estudo foram avaliadas 6 pacientes com
diagnostico de cancer ductal de mama. As amostras provenientes de cirurgias de
guadrantectomia ou mastectomia foram classificadas de acordo com sua malignidade.
Além disso, realizou-se avaliacdo imunohistoguimica, o que possibilitou classifica-las
como: subtipo Luminal A (n=1), Luminal B (n=4) e HER2 positiva (n=1). Foi realizado
cultivo de células tumorais e benignas das amostras cirdrgicas, nas quais foram
identificados marcadores moleculares de CSC. Observou-se um aumento de CD44 e Ck
e reducdo de CD24 na amostra de isolamento tumoral quando comparado com a
benigna. Em relacdo a diferentes subtipos de CM, foi encontrado valores de CD44,
CD24 e Ck menores para o subtipo HER2+ do que para o Luminal B. A andlise desses
biomarcadores permitiu relacionar com o estadiamento do tumor, subtipo molecular,
pior progndstico e conduta clinica das pacientes. O entendimento da expressdo dos
biomarcadores de CSC permitira, futuramente, proporcionar um diagndstico mais
preciso e prognostico mais direcionado a cada condi¢do e subtipo tumoral, além da

estratificacdo das pacientes de acordo com o risco de desenvolvimento de metastases.



1 INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) é o cancer mais comumente diagnosticado em
mulheres e a quinta causa de morte por cancer no mundo (Moloney et al., 2020;
Xiaoxian et al., 2017), sendo a neoplasia maligna mais prevalente entre a populagdo
feminina (Afzal et al., 2019; SIEGEL et al., 2016). Segundo dados do Instituto Nacional
de Cancer (INCA, 2020), ocorreram 66.280 novos casos no Brasil, correspondendo a
29,7% das neoplasias no sexo feminino (MS / INCA / Estimativa de cancer no Brasil,
2020). Os indices de mortalidade conforme a localizagdo primaria do tumor até o ano de
2017 chegavam a 16,1% no Brasil anualmente (INCA, 2019).

Anualmente, séo diagnosticados aproximadamente 1,67 milh&o de casos de CM
invasivo (Moloney et al., 2020). Pesquisas sobre o0 CM revelaram que 0s mecanismos
moleculares e as vias de sinalizacdo que regulam as funcdes das células-tronco
cancerosas (CSC), uma subpopulacdo de celulas embrionarias indiferenciadas com
caracteristicas particulares dentro do tumor, sdo compartilhadas com células malignas
(Oliphant et al., 2020) e podem contribuir para o desenvolvimento e progressédo da
doenca (Chiotaki et al., 2016). Essas células foram detectadas em tumores primarios e
metastaticos e foram correlacionadas com a capacidade de conduzir metastases (Yang et
al., 2020; LI et al., 2012). A resisténcia das CSC a quimioterapia convencional acaba
levando a recorréncia do tumor inicial, associado aos parametros clinicos, sendo que as
propriedades biologicas caracteristicas dessas células as tornam resistentes a

quimioterapia convencional (Wu et al., 2020; LI et al., 2008).

Nos ultimos anos hd um constante crescimento na busca pelo conhecimento das
células-tronco e seu potencial tumorigénico. Um maior entendimento da capacidade
proliferativa dessas células traria beneficios para o tratamento de diversas patologias
(Wu et al., 2020). Somado aos desafios envolvidos no manejo de pacientes que sao
diagnosticados com CM, principalmente os diagndsticos tardios, buscam-se novos
tratamentos que sejam acessiveis a toda a populacdo. Diante da premissa de que o
tratamento quimioterapico engloba altos custos econdmicos, sociais e humanos,
buscam-se novas tecnologias na area para melhor entendimento molecular do cancer,

bem como, alvos terapéuticos mais especificos.



O advento da tecnologia de microarranjos de DNA e a andlise paralela de
diversos genes permitiram correlacionar perfis de expressdo génica aos desfechos
clinicos dos pacientes. Pesquisadores analisaram mais de oito mil genes e identificaram
inicialmente cinco subtipos: Luminal A, Luminal B, receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER-2) superexpresso, triplo negativo e basal-like. Analises
moleculares revelaram que CSC de CM podem exibir perfis imunofenotipicos distintos
em comparacdo com os seus tumores de origem (Wu et al., 2020; Yang et al., 2020;
LIU et a., 2011). As glicoproteinas marcadoras de superficie (CD) 44 e 24 sdo 0s
biomarcadores mais comumente utilizados para identificar CSC, na qual a expresséo da
glicoproteina de superficie CD44 combinada com baixa expressdo ou auséncia da
glicoproteina de superficie CD24 (CD44+/CD24-) tipifica CSC de mama, demonstrado
primeiramente por Al-Hajj et al., (2003). Estudos afirmam, que CD44 é um regulador
de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), fornecendo informacbes sobre o
desenvolvimento e prognostico desta patologia, como capacidade de invasdo do tumor,
migracdo e resisténcia a terapia. Estes marcadores também estdo envolvidos na
tumorigénese do CM, aumentando a capacidade metastatica e promovendo resisténcia a

terapia.

A maioria dos estudos gendmicos e protedmicos sdo realizados utilizando
tecidos tumorais congelados. Esse trabalho utilizou uma cultura de células a partir do
tecido tumoral fresco, a fim de reproduzir assinaturas transcriptdmicas e/ou proteicas
que possam auxiliar no diagnostico, entendimento do cancer e adaptar estratégias

individuais para cada paciente.

Neste estudom foram cultivadas células cancerosas e displasicas de mama,
avaliado suas propriedades funcionais em tumores primarios e caracterizado o perfil
molecular das células selecionadas em comparacdo com as dos tumores primarios.
Somado a isso, foram identificados marcadores CD44/CD24/Ck em cultivo de células
primarias de amostras de lesbes ndo malignas e malignas de mama e sua correlacdo com

dados do estadiamento da doenca, subtipo molecular e desfecho clinico.

10



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Epidemiologia geral para cancer de mama

O CM ¢ uma doenca causada pela multiplicacdo desordenada das células de
mama, gerando células anormais que se multiplicam e formam um tumor. Um conjunto
diversificado de tipos de células impulsiona a formagéo do tecido mamario por meio da
interacdo e regulacdo de hormonios locais e sistémicos e fatores de crescimento. Seu
desenvolvimento foi descrito em diferentes estdgios na puberdade e na fase adulta
(McNally, 2019). Ha varios tipos de cancer de mama, fazendo com que a doenga possa
evoluir de diferentes formas. Alguns tipos tém desenvolvimento rapido, enquanto outros
crescem mais lentamente. Esses comportamentos distintos se devem a caracteristicas

proprias de cada tumor (Moloney et al., 2020).

O CM e diagnosticado em cerca de dois milhdes de pessoas a cada ano,
causando 627.000 mortes anualmente (Bray et al., 2018). Possui a maior taxa de
incidéncia e € a principal causa de morte por cancer em mulheres no mundo. No
entanto, a mortalidade geral ndo é tdo alta quanto nos outros tipos de cancer (Bray et al.,
2018). Ha um pico de recidivas em cerca de 2 a 3 anos apds a cirurgia, mas a taxa de
metéstases permanece relativamente alta, porque as células disseminadas podem
permanecer dormentes por até 20 anos e comecar a proliferar apos algum evento

desencadeante (Demicheli et al., 2010).

Em nivel mundial, o CM ¢é o mais incidente entre as mulheres. Em 2018,
ocorreram 2,1 milhdes de casos novos, o equivalente a 11,6% de todos os canceres.
Esse valor corresponde a um risco estimado de 55,2/100 mil individuos. As maiores
taxas de incidéncia esperadas foram na Australia e Nova Zelandia, nos paises do Norte

da Europa e na Europa Ocidental (Celia-Terrassa et al., 2018).

O INCA (2020) estima que para cada ano do triénio 2020/2022, sejam
diagnosticados no Brasil 66.280 novos casos de CM, com um risco estimado de 61,61

casos a cada 100 mil mulheres. Em 2017, foram contabilizados 16.927 6bitos, sendo
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16.724 mulheres e 203 homens no pais, o equivalente a um risco de 16,16 por 100 mil

individuos.

Independentemente da condi¢do socioeconémica do pais, a incidéncia desse
cancer se coloca entre as primeiras posicdes das neoplasias malignas femininas . Por
outro lado, observou-se um declinio na tendéncia das taxas de incidéncia em alguns
paises desenvolvidos, parte atribuida a diminuicdo do tratamento de reposicao hormonal

em mulheres pds-menopausa (Moloney et al., 2020; Xiaoxian et al., 2017).

Esse tumor também acomete homens, porém € raro, representando apenas 1% do
total de casos da doenca. Em 2019, cerca de 2.670 novos casos de CM invasivo foram
diagnosticados em homens. Para os homens, o risco de CM ao longo da vida é de cerca
de 1 em 833 individuos. Como nas mulheres, 0 CM em homens pode ser positivo ou
negativo para receptores hormonais, assim como positivo ou negativo para HER2.
Como o numero de casos de CM em homens é relativamente pequeno comparado ao
namero de casos em mulheres, hd uma falta de informagGes sobre a doenga em homens,
alem de ndo existir estudos focados especificamente em tratamentos para 0 CM
masculino. Para auxiliar a tomada de decisbes sobre tratamentos, a Sociedade
Americana de Oncologia Clinica (ASCO) estabeleceu diretrizes sobre como gerenciar o
CM masculino. Estudos clinicos para analisar tratamentos especificos para 0 CM

masculino estdo atualmente em andamento (Instituto OncoGuia, 2020; INCA, 2020).

2.2 Consideracdes sobre carcinoma ductal in situ

Cerca de 20% dos novos casos de CM sdo de carcinoma ductal in situ. Quase
todas as mulheres diagnosticadas neste estagio da doenca possuem elevada perspectiva
de serem curadas (Instituto OncoGuia, 2020; ASCO 2017). O carcinoma ductal in situ,
também conhecido como carcinoma intraductal, é considerado ndo invasivo ou CM pré-
invasivo. A diferenca entre o carcinoma ductal in situ e carcinoma invasivo é que as
células ndo se disseminaram através dos ductos para o tecido mamario adjacente
(Intituto OncoGuia, 2020; ASCO 2017).
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O carcinoma ductal in situ é considerado um pré-cancer pois em alguns casos
pode se tornar um cancer invasivo. Isso significa que ao longo do tempo, o carcinoma
ductal in situ pode se disseminar. No entanto, atualmente ndo ha como identificar quais
canceres se tornardo invasivos. Portanto, todas as mulheres com carcinoma ductal in
situ devem ser tratadas (Instituto OncoGuia, 2020; ASCO 2017).

A Figura 1 evidencia o Sistema TNM de estadiamento do tumor, o qual é
estabelecido ap0s tratamento cirdrgico e determina a extensdo da doenga com maior
precisdo (INCA, 2020). A classificagdo dos tumores é obtida de acordo com a dimensé&o
da extensdo anatdmica da doencga, levando em consideracdo as caracteristicas do tumor
primario (T), as caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do
6rgdo em que o tumor se localiza (N) e a presenca ou auséncia de metastases a distancia
(M). Estes parametros recebem graduacOes, de TO a T4, de NO a N3 e de M0 a M1,
respectivamente (Giuliano et al., 2017).

Carcinoma Ductal in situ (o

~ Sistema TNM
! Lobul o o
e éwﬁ@ Caracter!stlrcza_S do Ti-Ta
8 2 tumor primdrio (T)
== 050sY
RN 58 (R Caracteristicas R
‘ 08 Cetutas dos linfonodos (N)
ormales Py A

\ : Metastases a
‘ distancia (M) D=

\l'ejido graso

Metastases a
distancia (M)

Caracteristicas do tumor primario (T) Caracteristicas dos linfonodos (N)

T1: Tumor com < 2 cm em sua maior dimensdo NO: Auséncia de metastase em linfonodos regionais MO: Auséncia de

T2: Tumor entre 2 e 5 cm em sua maior dimensdo N1: Metéastase em linfonodos axilares, homolaterais, méveis metdstase a distancia
T3: Tumor com >5 cm em sua maior dimensdo N2: Metastase em linfonodos axilares homolaterais fixos M1: Metastase a
T4: Tumor de qualquer tamanho com extensdo direta a N3: Metastase em linfonodos infraclaviculares homolaterais e

parede torécica ou a pele

Figura 1: Estadiamento do carcinoma de mama. O Sistema TNM classifica o tumor de
acordo com caracteristicas do tumor primario (T), caracteristicas dos linfonodos das
cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza (N), e a presenca ou
auséncia de metastases a distancia (M). Adaptada de National Cancer Institute (2012);
Giuliano et al. (2017); National Breast Cancer Foundation, Inc. (2020).
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Os valores do TNM nédo s8o os unicos que determinam o estigio da doenga.
Alguns outros fatores devem ser considerados como o grau tumoral, que mede, atraves
da microscopia, qudo anormal as celulas cancerigenas sdo, o que € denominado
diferenciagdo. O grau pode ser importante devido disseminagdo e elevada taxa de
replicacdo tumoral. Geralmente € atribuido uma graduacdo. No baixo grau (células bem
diferenciadas) as células cancerigenas se parecem muito com as células normais. Em
geral, esses canceres tendem a crescer lentamente. Em céanceres (mal diferenciados) de
alto grau, as células cancerosas parecem muito diferentes das células normais. Canceres
de alto grau tendem a crescer mais rapidamente e tém um progndstico pior, portanto
podem precisar de tratamentos diferentes do que os canceres de baixo grau. Mesmo
quando o grau nao afeta o estagio do cancer, ele ainda pode afetar o progndstico e / ou
tratamento (OncoGuia, 2020; INCA, 2020).

Outro fator que deve ser considerado para o diagnostico e decisdo terapéutica € o
estadiamento clinico, que consiste em uma estimativa da extensdo da doenca com base
nos resultados do exame fisico, usando os mesmos critérios do sistema TNM,
juntamente com exames de imagem e biopsia de tumor. E também a linha de base
utilizada comparativa para ver se a doenca responde ao tratamento (OncoGuia, 2020;
INCA, 2020). A figura 2 representa as classificacdes de acordo com o grau tumoral e

estadiamento clinico.
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Classificacao histologica — grau tumoral

Bem diferenciado, células com crescimento lento e histologicamente
semelhantes ao tecido normal da mama;

e Moderadamente diferenciado, células com caracteristicas entre o tipo 1 e 3;

Pouco diferenciado, células tendem a crescer e disseminar de forma mais
agressiva e auséncia das caracteristicas de tecido normal.

Estadiamento do tumor

st Caracterl"stifa's do tumor Cal:acterl’sticas dos MetAstases A distancia (M)
primario (T) linfonodos (N)
0 Carcinoma ductal in situ NO MO
1A T1 NO MO
1A T0, Tl ou T2 NOou N1 MO
na T1,T20u T3 N1ou N2 MO
1B TOouT1 N1* MO
IIB T20uT3 NOou N1 MO
B T4 NO, N1 ou N2 MO
nc 70,71, T2, T30uT4 N3 MO
v 10,71, T2, T30uT4 NO, N1, N2 ou N3 M1

* Micrometastases com aproximadamente 200 células > 0,2 mm < 2 mm.

Figura 2: Classificacdo histologica — grau tumural (1-3) e estadiamento do tumor (I-
IV). Adaptada de Giuliano et al. (2017).

2.3 Espressdo imunohistoquimicade marcadores preditivos para cancer de mama

Atualmente, o diagndstico do carcinoma de mama € individual, baseado em
varios fatores, incluindo a morfologia do tumor, classificacdo do grau tumoral, tamanho
do tumor, presenca de metastases linfonodais e expressdo de estrogénio, progesterona e

HER2, conforme dados do estadiamento (Giuliano et al., 2017).

Através da analise molecular do CM e com o perfil de expressdo génica
estabelecido, Perou e Sorlie (2000; 2001) mostraram que a doenca pode ser
subclassificada em diferentes subtipos. Em termos gerais, esses subtipos incluem: ER
(receptor de estrogénio) luminal positivo (luminal A e luminal B), HER2 positivo e
basal. A determinacdo do perfil de expressdo génica pode ter valor agregado elevado,

demorada e dependendo da plataforma pode exigir uma nova amostra de bidpsia do
15



tumor sem o uso de formalina (Arpino et al., 2016; Reis-Filho et al., 2011). Dadas essas
restricdes, pode ser dificil implementar em larga escala o perfil da expressdo génica. No
entanto, varios grupos, incluindo a ASCO, a Rede Nacional de Cancer Compreensiva e
0 Consenso de St. Gallen, emitiram diretrizes e recomendagbes para apoiar a
implementacdo de analises moleculares Uteis para estratificacdo de riscos e tratamento
planejado (ASCO, 2017; Goldhirsch et al., 2013).

A avaliacdo de biomarcadores padronizados que possam ser avaliados com
imunohistoquimica (ER, PR e HER2) é de extrema relevancia para o diagnostico. A
contribuicdo de outros fatores, como taxa proliferativa e expressao de citoqueratinas,
também podem ser importantes. A classificacdo de St. Gallen (2013) incluiu ainda, a
avaliacdo do Ki67 (um marcador de células em proliferacdo) (Gerdes et al., 1983;
Goldhirsch et al., 2013). A expressdo inferior a 20% de receptores de estrogénio é
associado aos subtipos luminal B e HER2- (Goldhirsch et al., 2013). A Figura 3 mostra
um esquema relacionando a divisdo dos tumores Luminal A e B, Luminal HER2+ e

Triplo negativo com suas respectivas marcagdes imunohistoquimicas.
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Luminal YEddS
* HER2-
* | Ki67 (< 20%) Diferenciada 4

Morfologia celular
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(T TGEIM © | PR+ (< 20%)
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Figura 3: Classificacdo dos subtipos moleculares do cancer de mama (Luminal A e B,
Luminal HER2+ e Triplo negativo) com marcacdes imunoshistoquimicas para
receptores hormonais (ER e PR), HER2 e Ki67 e sua relagdo com o progndstico clinico.
Adaptada de Goldhirsch et al. (2013; 2016); van Seijen et al. (2019).
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No geral, em pacientes com CM em estagio | — Il ocorre recidiva da doenca
local apds cirurgia conservadora de mama e radioterapia em aproximadamente 10-15%
dos casos, enquanto 0-10% dos pacientes com doenga em estagio | — IIA sofrem
recorréncia em parede toracica ap6s mastectomia (Freedman et al., 2000). Até o
momento, varios fatores tém sido associados a biologia agressiva do cancer e 0 aumento

do risco de recorréncia local-regional. Esses fatores incluem:

e invasdo linfovascular (Megee et al., 1996);

e idade jovem (Bouvet et al., 1997);

e tamanho aumentado do tumor (VVon Dongen et al., 2000);

e status da margem fechada ou envolvida (Jager et al., 1999; Obedian et al., 2000);
e status nodal positivo (Touboul et al., 1999; Pisansky et al., 1993);

e grau alto do tumor (Magee et al., 1996; O"Rourke et al., 1994);

e componente intraductal extenso (Voogd et al., 1999);

e doenca multifocal / multicéntrica (Wilson et al., 1993);

e status negativo do receptor hormonal (Borger et al., 1994; Recht et al. 1999);

o ¢ falta de terapia sistémica adjuvante (Harris et al., 2000).

A recorréncia local-regional pode estar associada a um tumor mais agressivo,
impactando diretamente na sobrevida do paciente (Fisher et al., 2002; Ragaz et al.,
2005). De um modo geral, a definicdo das caracteristicas biologicas do CM facilita na
caracterizacdode diferentes tipos histologicos de tumores, na compreensdo do
prognostico da doenca e no planejamento de tratamento. Tipicamente, a
imunohistoquimica é usada para caracterizar a expressdo de proteinas intracelulares ou
de superficie celular relacionadas ao cancer. Entre varios fatores, os marcadores
prognosticos preditivos do CM avaliados por imunohistoquimica mais utilizados
incluem: ER, PR, HER2 e Ki67.

2.3.1 Receptores de ER e PR

O receptor de estrogénio (ER) desempenha um importante papel estimulador no
tecido epitelial normal mamario e no desenvolvimento e progressdo do CM. Além
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disso, o0 ER é um dos biomarcadores progndsticos mais importantes na doenca. O ER
pertence a um grupo de receptores nucleares de horménios que atuam como fatores de
transcricdo, possui duas isoformas: ERa (a isoforma clinicamente mensurada) e ERp.
Pacientes cujos tumores sdo ER+ se beneficiam da terapia enddcrina direcionada para
ER (como tamoxifeno e inibidores da aromatase), e o tratamento pode reduzir a
recorréncia local, recorréncia distante e mortalidade (EBCTCG, 2005; 2011). No
entanto, os CM ER+ ndo respondem a quimioterdpicos citotoxicos e Sdo menos
propensos a obter uma resposta patoldgica completa quando comparados com pacientes
com CM ER- que recebem apenas quimioterapia neoadjuvante (Colleoni et al., 2004;
Ring et al., 2004).

O receptor de progesterona (PR) também se manifesta como duas principais
isoformas (PR-A e PR-B) e desempenha um papel na sinalizagdo do ER (Lange et al.,
2008). E provavel que o PR atue como um fator para o desenvolvimento do CM, que
pode ser mais impactante para mulheres no periodo pos-menopausa (Chlebowski et
al.,2003). Pensa-se que o ER regula a expressdo do PR e a expressdao do PR €
considerada indicativa de um eixo estrogénio-ER funcional (Clarke et al., 2003). Na
maioria dos casos, a expressdo do PR se correlaciona com a expressdao do ER e, do
ponto de vista pratico, a expressdo do PR na auséncia do ER pode exigir repeticdo de
testes. A expressdao do ER e PR apresenta o prognostico com desfecho clinico mais
favoravel no CM. Além disso, a expressdo do PR esta correlacionada com resposta a
terapia enddcrina, mesmo quando a expressdo do PR é baixa (Mohsin et al., 2004). No
entanto, nos casos de CM ER+, a avaliacdo do PR pode ndo adicionar informacGes
preditivas significativas. Dito isto, 0s CM que sdo ER+ e PR+ podem obter maior

beneficio da terapia enddcrina do que tumores ER+ e PR-.

Atualmente, a avaliacdo da expressdo dos ER e PR é pratica padrdo e a maioria
frequentemente realizada por imunohistoquimica. A imunoexpressdo do ER e PR se
manifesta como coloracdo nuclear e a expressdo heterogénea é normalmente observada
em epitélio ductal normal da mama. Até 80% dos CM sdo positivos para ER (Harvey et
al., 1999) e 55-65% sdo positivos para a expressdo PR (Schiff et al., 2012). A ASCO e
0 Colégio Americano de Patologia (CAP do inglés, College of American Pathologists)

estabeleceram recomendacdes sobre a avaliagdo do ER e PR (Hammond et al., 2010).
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De acordo com essas recomendacdes, nos relatorios de patologia para ER e PR, 0s
resultados devem incluir os seguintes detalhes: porcentagem e/ou proporcdo de células
tumorais, coloragdo positiva em uma secdo de tecido ou preparacdo de citologia,
intensidade geral da coloracdo (fraco, moderado ou forte) e uma interpretacdo quanto ao
status dos receptores hormonais. Quanto ao ultimo item, a expressdo do ER e PR €
considerada positiva quando >1% das células tumorais coram positivamente, negativo
quando <1% e incompreensivel quando variaveis pré-analiticas impedem uma avaliacdo
precisa. I1sso inclui o uso de fixadores que ndo sejam 10% de tampé&o neutro formalina
durante o processamento do tecido, duracdo da fixacao inferior a 6 horas ou superior a
72 horas, atraso na fixacdo/tempo isquémico frio mais de 1 hora, descalcificacdo das
amostras usando acidos e controles inadequados de analises intrinsecas ou extrinsecas.
Algumas instituicdes fornecem uma pontuacdo combinando porcentagem e intensidade
do receptor de hormdnio de células tumorais para mensuar a expressdo (Goldhirsch et
al., 2013; 2016).

A maioria dos laboratorios de patologia utiliza métodos imunohistoquimicos
para determinar expressdo do ER e PR. O teste e frequentemente realizado em material
de biopsia prévio a cirurgia e a expressdo de receptores hormonais orienta a resseccao
da lesdo (Harris et al., 2003). Isso permite que médicos, oncologistas, cirurgides e
pacientes possuam informacdes prognosticas e terapéuticas antes de estabelecer um
plano de tratamento. No entanto, existe variabilidade institucional na maneira pela qual
a imunoexpressdo do ER e PR é avaliada. Em alguns centros, os patologistas utilizam a
analise de imagem digital na qual os cortes sdo digitalizados e convertidos em imagens
de computador de alta resolucdo, para que a analise imunohistoquimica possa ser
realizada. A analise da imagem digital esta sendo utilizada com maior frequéncia devido

a variabilidade da técnica (Stalhammar et al., 2016).

2.3.2 Receptor Androgeno

Como ER e PR, a expressdo imunohistoquimica do receptor andrégeno (AR) é
nuclear e geralmente forte e difusa quando presente (isto €, presente em >80% dos
nacleos de células tumorais). A expressdo € observada na maioria dos CM ER+, bem
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como carcinomas HER2+. No espectro do CM triplo negativo (TNBC), os tumores com
superexpressdo do AR geralmente manifestam-se como carcinoma apocrino
(“carcinoma com diferenciacdo apdcrina”), um tumor ductal em que as células invasivas
exibem células apdcrinas com extensas alteracdes (>90% das células tumorais exibindo
caracteristicas apocrinas) (Laksani et al., 2012). A maioria dos patologistas relacionam a
imunoexpressdo do AR em 1% dos ndcleos de células tumorais como AR+. Os tumores
que geralmente exibem um perfil de expressdo negativos para ER, mas positivos para
AR se sobrepde aos grupos luminal, basal e ocasionalmente HER2+. Muitos desses
tumores, mas ndo todos, mostram algum grau de diferenciacdo ap6crina (Farmer et al.,
2005).

Do ponto de vista clinico, os CM com AR+ apresentam bom progndstico,
comparados aos tumores AR-, independentemente do status do ER (Vera-Badillo et al.,
2014). Entre os TNBC, o significado da expressdo do AR no prognostico e no curso
clinico continua sendo investigado. Em alguns estudos, os TNBC AR+ apresentam
melhor progndstico quando comparado ao AR-. No entanto, outros estudos encontraram
uma sobrevida reduzida em pacientes com estagio inicial da doenca (Lehmann-Che et
al., 2013). Confundindo ainda mais o significado progndstico da expressdo do AR, esta
a presenca de superexpressao de HER2 em casos moleculares apocrinos. O curso clinico
favoravel do TNBC positivo para AR pode estar relacionado a sobreposicdo genética

dos tumores luminais.

2.3.3 HER?2

O HER2 é um receptor transmembrana de tirosina quinase que regula o
crescimento celular, proliferacdo e sobrevivéncia através de vérias vias de sinalizacao
diferentes, como as vias mTOR e RAS / RAF / MEK / ERK (Wieduwilt et al., 2008). A
amplificacdo do gene HER2 é observada em 15 a 30% dos CM e é um forte

biomarcador prognostico para um curso clinico agressivo (Slamon et al., 1987).

E importante ressaltar que a superexpressdo do gene HER2 também é um forte

marcador preditivo de resposta a terapia anti-HER2, que inclui anticorpos monoclonais
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que se ligam ao dominio extracelular do receptor HER2 (trastuzumabe e pertuzumabe),
pequenas moléculas inibidoras do receptor de tirosina quinase (lapatinibe) e um
conjugado de anticorpo trastuzumabe (ado-trastuzumabe emtansina; T-DM1) (Algaisi et
al., 2014; Nielsen et al., 2004).

O teste de imunohistoquimica para HER2 é padrdo para carcinomas invasores
de mama, primarios ou metastaticos e a superexpressdo da proteina HER2 ocorre
tipicamente secundaria a amplificacdo do gene HER2/neu (Pegram et al., 2000).
Conforme as recomendacdes da ASCO e CAP de 2013 (Wolff et al., 2013) sobre testes
de HER2 em carcinoma mamério, o limiar para um teste positivo em
imunohistoquimica é forte coloragdo circunferencial em >10% das células tumorais
invasivas (escore 3+), enquanto os critérios para resultado negativo inclui: a) nenhuma
mancha observada ou incompleta, fraca ou quase imperceptivel coloracdo da membrana
em <10% das células tumorais invasivas (escore 0), ou b) incompleto, fraca ou
coloracdo de membrana quase imperceptivel em>10% das células tumorais (pontuacao
1+). Para minimizar equivocos, também sdo realizadas hibridizagdo fluorescente in situ
(FISH), hibridizacdo cromogénica in situ (CISH) ou ensaios de hibridacdo de prata in
situ (SISH) para determinar a amplificacgdo do gene HER2. Os ensaios de
imunohistoquimica e de amplificacdo de genes geralmente produzem resultados
semelhantes, pois a amplificacdo induz a superexpressdo proteica detectada

imunohistoquimicamente em 95% dos casos (Goldhirsch et al., 2013; 2016).

2.3.4 Ki67

O Ki67 é um marcador de proliferacdo nuclear expresso em todas as fases do
ciclo celular, exceto GO (Gerdes et al., 1991). Em geral, os CM que expressam altos
niveis de Ki67 se correlacionam com piores prognosticos (Trihia et al., 2003; Azambuja
et al., 2007). Meta-analises de Azambuja et al., em 2007 e Stuart-Harris et al., em 2008,
mostraram que o Ki67 estd associado ao prognéstico, sobrevida livre de doenca e
sobrevida global. Em 2009, o Consenso de St. Gallen estratificou os tumores de acordo
com baixos valores de Ki67 (<15%), valores intermediarios (16% a 30%) e altamente
proliferativos (>30%) para ajudar identificar pacientes que poderiam se beneficiar
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potencialmente do tratamento com quimioterapia ou terapia endocrina. Estudos
adicionais relataram um nivel de Ki67 de 10% a 14% (Jonat et al., 2011; De Censi et al.,
2011) e 20% (Goldhirsch et al., 2013; 2016), como caracteristica de alto risco para
desfecho clinico desfavoravel.

O subtipo luminal A é definido como ER+ e/ou PR+, HER2- e Ki67 baixo, isto
é, um indice Ki67 <14%. Enquanto que, o subtipo B luminal como ER+ e/ou PR+,
HER2- ¢ Ki67 elevado, ou seja, um indice Ki67 >14%. Além disso, utiliza-se 0 método
imunohistoquimico e o painel de quatro biomarcadores, ER, PR, HER2 e Ki67 para
estratificacdo do tumor (Cheang et al., 2009).

As diretrizes da ASCO néo incluiram Ki67 na lista de marcadores rotineiramente
avaliados para predizer o prognostico da doenca. No entanto, na Europa, o Consenso de
Especialistas Internacionais de St. Gallen recomendou o0 uso de marcadores de
proliferacdo, como o Ki67, aléem de pardmetros padrdes (estagio, grau e status dos
receptores hormonais) na escolha dos regimes de tratamento sistémico (Goldhirsch et
al., 2016). Um papel para o Ki67 também foi encontrado no cenario neoadjuvante,
principalmente em pacientes submetidos a terapia enddcrina pré-operatdria (Dowsett et
al., 2007), indicando como uma variacao na expressao de Ki67 pode prever resultados a
longo prazo. Nishimura e colaboradores em 2010, investigaram o papel do Ki67 no
tratamento sistémico neoadjuvante e constataram que os valores dos marcadores antes
do inicio do tratamento poderiam ajudar a prever a resposta, enquanto 0s mensurados
apos a quimioterapia podem ajudar a prever sobrevida livre de doenca (Nishimura et al.,
2010). Aléem disso, a quantificacdo do Ki67 é rentavel quando comparado aos ensaios
multigénicos. Em alguns centros, o Ki67 ¢ incluido nos relatdrios de patologia cirargica
com outros marcadores padrbes e pode auxiliar na identificacdo de tumores luminais B
ndo identificados por ER, PR e HER2 (Goldhirsch et al., 2013; 2016).
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2.4 Subtipos moleculares dos carcinomas de mama

2.4.1 Luminal A

Representam 30 a 40% de todos os CM invasivos. Possui perfil de expresséo
génica com mutacdes PIK3CA, MAP3KI, GATAS3, FOXAL1 e alta expresséo de ESR1 e
XBP1. Quanto a morfologia, classifica-se como 1 ou 2. A maioria séo carcinomas bem
diferenciados e sem tipo especial, carcinomas lobulares classicos, tubulares, mucinosos,

neuroenddcrinos e carcinomas cribriformes (Vuong et al., 2014).

Em relacdo ao perfil imunohistoquimico, apresenta ER+, alta expressdo do PR
(>20%), HER2- e baixo Ki67. Varios estudos mostraram que um Ki67 de 20% foi o
ponto de corte para separar os subtipos Luminal A e Luminal B (Prat et al., 2013;
Goldhirsch et al., 2013; 2016).

O subtipo molecular luminal A geralmente estd associado a um progndstico
altamente favoravel (Toutsore et al., 2017) e mostra envolvimento linfonodal menos
frequente e menos extenso (Sanpaolo et al., 2011; Garcia et al., 2014). Esse subtipo
também tende a ter um curso mais indolente, com uma evolugdo mais lenta ao longo do
tempo, quando comparado com o0s outros subtipos moleculares (Jatoi et al., 2011). Além
disso, um status positivo de receptor hormonal é um fator progndstico favoravel e
também preditivo de resposta a terapia endocrina (EBCTCG 2005; Von der Leiji et al.,
2012; Haffty et al., 1996). Em termos de recorréncia local-regional, varios estudos
retrospectivos mostraram resultados semelhantes, com porcentagens variando entre 0,8
e 8% (Millar et al., 2009; Voduc et al., 2010; Arvold et al., 2011; Albert et al., 2010;
Nguyen et al., 2008).

2.4.2 Luminal B (HER2-)

Representam 20% a 30% de todos os CM invasivos. Seu perfil de expressdo
génica apresenta mutacGes TP53 e PIK3CA, amplificacdo de ciclina D1 e MDM2, perda
de ATM, instabilidade gendmica aprimorada e amplificacbes focais. Quanto a

morfologia, pode ser classificado em 2 ou 3. Sdo canceres com menor diferenciacao,
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principalmente carcinomas ductais invasivos e também alguns carcinomas

micropapilares invasivos (Vuong et al., 2014).

O perfil imunohistoquimico é positivo para ER, menor expressao do PR (<20%),
negativo para HER2 e maior indice de Ki67 (>14 ou 20%) (Harvey et al., 1999; Cheang
et al., 2009). O subtipo molecular luminal B estd associado a um progndstico
intermediério quando comparado ao subtipo molecular luminal A (Tsoutsore et al.,
2017). O risco de recorréncia local-regional para tumores luminais B, conforme descrito
na literatura, varia de 1,5 a 8,7%, com pico de incidéncia nos primeiros 5 anos apos o
diagndstico (Millar et al., 2009; Voduc et al., 2010; Arvold et al., 2011; Albert et al.,
2010; Nguyen et al., 2008).

Os subtipos moleculares luminais apresentam menores taxas de recorréncia
local-regional com cirurgia conservadora e mastectomia (Lowery et al., 2012). No
estudo de Lowery et al., (2012) estimou-se que a taxa de recorréncia local-regional para
os subtipos luminal A e B apds cirurgia conservadora de mama e radiacdo era de
aproximadamente 5%, mesmo no cenario de ndo adesdo a terapia enddcrina. E
importante que os médicos reforcem que a terapia endocrina reduz as taxas de
recorréncia e mortalidade local-regional em mais de 50% de pacientes com CM

positivos para ER entre 5 e 10 anos apds o diagnostico (EBCTCG, 2011).

243 HER?2

Representam 12% a 20% de todos 0s canceres de mama invasivos. Seu perfil de
expressdo génica inclui amplificacdo HER2, TP53, PIK3CA, alta expressdo de FGFR4
e receptor de fator de crescimento epitelial (EGFR), mutacbes APOBEC, amplificacéo
da ciclina D1 e alta instabilidade genémica (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001;
Sorlie et al., 2003; Staaf et al., 2010). Quanto a morfologia, pode ser classificado em 2

ou 3. Sdo carcinomas infiltrantes, carcinomas lobulares apécrinos e pleomorficos.

O estudo de Fountzilas et al., (2012) demonstrou que o status de receptores
hormonais afetam a sobrevida, disseminacdo metastatica e resposta ao tratamento.

Portanto, os tumores HER2+ podem ser divididos em dois subtipos: a) HER2
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superexpresso (ER- e / ou PR-e HER2+) (Fountzilas et al., 2012; Vici et al., 2015) e b)
subtipo HER2 luminal (ER+ e / ou PR+ e HER2+). Ainda, o CM pode ser
diferentemente classificado em dois fendtipos baseados na expressdo do PR: podendo
ser ER+/PR+/HER2+ ou ER+/PR-/HER2+. Ha evidéncias pré-clinicas de divergéncia
entre as vias de sinalizacdo HER2 e o ER com efeito negativo na resposta a terapia
enddcrina (De Laurentiis et al., 2005; Algaisi et al., 2014).

Historicamente, a superexpressao do HER2 tem sido associada a uma maior
frequéncia de recorréncia local-regional com base em estudos em que os pacientes ndo
foram tratados com terapia direcionada ao HER2, variando entre 4 e 15% (Millar et al.,
2009; Voduc et al., 2010; Arvold et al., 2011; Albert et al., 2010; Nguyen et al., 2008).
Na meta-analise de Lowery et al., (2012), 592 pacientes foram avaliados quanto a
recorréncia local-regional apos cirurgia conservadora de mama com radioterapia e
mastectomia. Os resultados mostraram taxas aumentadas de recorréncia local-regional
para pacientes com tumores HER2+, com taxas mais altas de recorréncia observadas
apos cirurgia conservadora versus mastectomia. Neste estudo, menos de 6% dos
pacientes positivos para HER2 foram tratados com trastuzumabe. Uma analise de 9.306
pacientes pertencentes a nove estudos, mostrou uma menor taxa de recorréncia local-
regional apos mastectomia para tumores luminais negativos para HER2, quando
comparados aos canceres luminais positivos para HER2 (7,5% vs. 9,4%). Nesta analise,
ndo foi observada diferenca no risco de recidiva local-regional apds a cirurgia
conservadora para tumores luminais negativos para HER2 em comparagdo com tumores
luminais positivos para HER2. No geral, tanto o cancer luminal HER2- quanto o
luminal HER2+ apresentam uma tendéncia a taxas mais baixas de recorréncia local-
regional quando comparados aos subtipos de ER-/ HER2+ e TNBC (Lowery et al.,
2012).

Pacientes com tumores HER2+ recebem terapias direcionadas, incluindo
trastuzumabe e pertuzumabe, e isso modifica o0 curso natural desse subtipo de doenca,
apresentando melhores resultados (Tsoutsore et al., 2017). A positividade para HER2 é
um fator preditivo para resposta ao trastuzumabe (Romond et al., 2005) e também um
fator progndstico para recorréncia local-regional (Haffty et al., 1996; Pierce et al.,

1994). No estudo de Panoff et al., (2011), pacientes com tumores HER2+ que foram
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submetidos a mastectomia e receberam trastuzumabe, tiveram uma taxa de recorréncia
local-regional de 1,7%. Esse achado foi confirmado por uma anélise de estudos de Yin
et al., (2011), que também mostraram que o tratamento com trastuzumabe resultou em
uma reducdo da recorréncia local-regional em 50%. Foi sugerido que células
cancerigenas da mama com danos de radiacdo poderiam ser mais vulneraveis a lesdes
quando privadas da sinalizacdo celular mitogénica fornecida pela ativacao da via HER2
(Pietras et al., 1999). Além disso, um estudo realizado em pacientes com CM T1
(extens&@o anatdémica da doenca) HER2+ mostrou um risco de recorréncia local-regional
de 2-5,7% para aqueles que ndo receberam trastuzumabe e 0% para aqueles pacientes
tratados com trastuzumabe adionado ou ndo de quimioterapia 5 anos apds o diagnostico
(Fehrenbacher et al., 2014).

2.5 Um tipo especial de carcinoma de mama: triplo negativo

Representa 15 a 20% de todos os céanceres de mama invasivos, o TNBC ¢
definido pela auséncia de expressdo do ER, PR e HER2. Apesar de sua definicédo
simples, apresenta morfologia, caracteristicas genéticas e clinicas heterogéneas. A
maioria dos TNBC se manifesta como carcinoma ductal invasivo de nenhum tipo
especifico, no entanto, a categoria também inclui variantes como carcinoma
metaplasico, carcinoma com caracteristicas medulares (conhecido como carcinoma
medular), carcinoma com caracteristicas apocrinas (conhecido como carcinoma
apocrino), carcinoma secretério (conhecido como cancer de mama juvenil) e adendide
(carcinoma cistico). O perfil de expressdo génica permitiu a subdivisdo desses canceres
em diferentes subtipos progndsticos significativos que, em alguns casos, se
correlacionam com variante patoldgica particular. Os subtipos moleculares mais comuns
e melhor caracterizados de TNBC sédo basal 1 (BL1), basal 2 (BL2), imunomodulatério
(como priméario), mesenquimal (M), tronco-mesenquimal (MSL) e receptor de
androgeno luminal (LAR) (Lehmann et al., 2011).

O carcinoma BL1 geralmente se manifesta clinica e patologicamente como
carcinoma ductal invasivo de nenhum tipo especifico e apresenta altos indices

proliferativos de Ki67 enquanto seu perfil de expressdo é enriquecido em genes
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associadosa citoqueratina basal (incluindo KRTS5), ao ciclo celular,a replicacdo do DNA
e a vias de resposta a danos no DNA. Os tumores BL2 também se manifestam como
carcinoma ductal invasivo de nenhum tipo especifico e também mostram aumento da
expressdo génica da citoqueratina basal, TP63 e sinalizacdo do fator de crescimento (por
exemplo, vias do EGF e IGFR1) (Curigliano et al., 2011; Foulkes et al., 2010).

Os subtipos M e MSL podem apresentar-se clinicamente como carcinoma
metaplasico, definido como CM com diferenciacdo epitelial e mesenquimal, as vezes
assumindo a forma de elementos heter6logos como 0sso e cartilagem. Esses tumores
s&o enriquecidos em genes importantes para a diferenciagéo celular e vias de sinalizagao
do fator de crescimento. Finalmente, o subtipo LAR geralmente se apresenta como
carcinoma com diferenciagdo apocrina e correlaciona-se com o tipo apécrino molecular.
Como esperado, 0 LAR apresenta expressdo aumentada de genes de citoqueratina
luminal (incluindo KRT7 e KRT1) e é enriquecido em mRNA do AR e expresséo de
proteinas, possivelmente explicando sua capacidade de resposta a terapias hormonais
(Curigliano et al., 2011; Foulkes et al., 2010).

O subtipo molecular TNBC esta associado a um prognostico desfavoravel
quando comparado aos outros subtipos de CM, apresentando maior risco de recorréncia
da doencga (Tsoutsore et al., 2017; Malone et al., 2010; Tun et al., 2014). Parao TNBC,
o envolvimento de linfonodos regionais esta associado a um prognostico ruim, sem
relacdo direta com o nimero de linfonodos envolvidos (Romond et al., 2005). O subtipo
TNBC tem sido associado a um maior risco de recidiva local-regional (Haffty et al.,
2006) e doenca contralateral, como mostram Bessonova et al. (2011) e Malone et al.
(2010), além de recidiva sistémica. O pico de incidéncia de recorréncia do TNBC ocorre
nos primeiros 1 a 3 anos, conforme relatado em estudos de Jatoi et al. (2011) e Kumar et
al. (2016). Na meta-analise de Lowery et al. (2012), o subtipo TNBC foi associado ao
aumento das taxas de recorréncia local-regional apds cirurgia conservadora e
mastectomia, variando entre 3 e 17%. Outros estudos relataram que o TNBC ndo esta
associado a um maior risco de recorréncia local-regional (Wang et al., 2013; Moran et
al., 2015). Abdulkarim et al. (2011) nédo relataram diferenca nos eventos de recidiva
local, enquanto Wang et al. (2013) encontraram pacientes com TNBC submetidos a

mastectomia com resultados inferiores. Varios outros estudos descreveram o subtipo
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TNBC como tendo o maior risco de recidiva local-regional (Millar et al., 2009; Voduc
et al., 2010; Arvold et al., 2011; Haffty et al., 2006; Freedman et al., 2000; Albert et al.,
2010; Nguyen et al., 2008). Além disso, apos o diagnostico de recidiva local-regional,
esse subtipo molecular esta associado a uma alta incidéncia de metastases a distancia e

mortalidade relacionada ao cancer (Kumar et al., 2016).

Outro tépico em debate é a aparente resisténcia a radioterapia desse subtipo
molecular, que pode ser impactada pela negatividade do ER, menor duracéo do ciclo
celular e menor tempo para reparo de danos ao DNA. Kyndi et al. (2008) relataram uma
reducdo nas taxas de recidava local-regional apds radioterapia no TNBC e nenhum
beneficio geral de sobrevida, devido a negatividade dos receptores hormonais

associados a radiofrequéncia (Kumar et al., 2016).

Ao contrério dos canceres luminais, as taxas de metéstases distantes no TNBC
tornam-se significativamente menores apds cinco anos, portanto a dorméncia das
celulas tumorais disseminadas parece ser menos comum nesse subtipo (Curigliano et al.,
2011; Foulkes et al., 2010).

Esse grupo é caracterizado pela agressividade, progndéstico e desfecho clinico
desfavoravel (Cronin et al., 2018). O baixo percentual de invasdo de linfonodos (Ali et
al., 2016) e alto percentual de celulas-tronco (Oskarsson et al., 2014), conferem a esse
subtipo molecular, resisténcia aos farmacos disponiveis, recorréncia e metastases (Al-
Hajj et al., 2013; Ginestier et al., 2007).

2.6 Capacidade metastatica dos tumores de mama e sua relacdo com células-tronco

As principais causas de mortalidade por CM envolvem metéstases a distancia e
recidiva tumoral, bem como a falta de tratamento eficaz e resisténcia a medicamentos
(Lafourcade et al., 2018; Christowitz et al., 2019).

Estudos apresentam o CM como uma doenca de células-tronco caracterizada
pela existéncia de células cancerigenas com caracteristicas semelhantes a células

progenitoras e com potencial de iniciar tumores. Essas células seriam responsaveis pela
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disseminacdo e metastase do tumor e a quimioterapia convencional ndo seria capaz de
erradica-las, aumentando o nimero de CSC nos tumores, um efeito que poderia
aumentar a probabilidade de recidiva do tumor. Quinze anos apds a primeira evidéncia
da existéncia de uma pequena subpopulacdo semelhante a células progenitoras,
desempenhando um papel importante no CM, foi publicado um estudo sobre as cascatas
de sinalizacdo e proteinas envolvidas na manutencdo do tumor. Além disso, outros
estudos apontam diferencas no tamanho da populacdo de células-tronco e nos
mecanismos que regulam a estenose nos diferentes subtipos de CM. No geral, esse
conhecimento oferece novas abordagens para intervir na atividade celular do CM.

A metéstase representa um processo de varios estagios que inclui invasdo de
células tumorais, intravasamento nos vasos sanguineos com aparéncia de células
tumorais circulantes (CTC), extravasamento para os tecidos e formacdo de micro e
macrometastases (Jie et al., 2017). Os canceres podem sofrer metastases em um estagio
inicial (van de Vijver et al., 2002); contudo, a metéstase é mais tipicamente observada

no cancer avancado (Vanharanta et al., 2013).

Apesar das lesdes metastaticas serem responsaveis pela maioria das mortes
relacionadas ao cancer, a colonizacdo metastatica € um processo extremamente
ineficiente (Massagué e Obenauf, 2016). Cada etapa da cascata metastatica
hematogénica de carcinomas epiteliais (perda de polaridade, distanciamento do tumor,
migracdo através da membrana basal e camadas estromais, intravasamento,
sobrevivéncia na corrente sanguinea e extravasamento) representa um obstaculo
significativo que contribui para a selecdo de clones agressivos de células cancerigenas.
Mesmo focando nas etapas apds o intravasamento, menos de 0,01% das celulas irdo
desenvolver lesbes metastaticas (Naumov et al., 2002; Braun et al., 2005). Estes
nameros sdo confirmados por modelos experimentais de disseminacdo metastatica
(Valastyan e Weinberg, 2011), com a mudanca de micrometastases estimadas que
ocorram com uma frequéncia menor que 0,02% para metastases hepaticas de células de
melanoma (Luzzi et al., 1998; Cameron et al., 2000). Nesse contexto, a persisténcia em
Orgdos secundarios seria uma caracteristica restrita a poucas células altamente
agressivas e que possuem capacidade em atingir 6rgdos com um ambiente permissivo.

No entanto, evidéncias clinicas e experimentais de disseminacao precoce de CM foram
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relatadas (Goddard et al., 2018), indicando que mesmo células da doenca em estagio

inicial podem disseminar e persistir.

Células cancerigenas disseminadas podem levar a recidiva da doenca geralmente
em periodo superior a 5 anos. A recorréncia pode ser no local priméario (dorméncia
primaria do tumor) ou em um local secundario (dorméncia metastatica). Os mecanismos
subjacentes aos dois tipos de dorméncia provavelmente poderdo ser mecanismos
genéticos ou epigenéticos intrinsecos celulares, ou distintos, dependendo do
microambiente do tecido. A dorméncia clinica € comum em céanceres de mama,

préstata, melanoma, renal e de tiredide (Uhr e Pantel, 2011).

Nos CM, o status do ER parece influenciar profundamente a taxa de recidiva:
pacientes com ER- tendem a recidivar nos primeiros 5 anos apos o diagnostico primario
do tumor, enquanto os pacientes ER+ apresentam risco aumentado entre 5 e 20 anos
(Pan et al., 2017; Pantel e Hayes, 2018). Enquanto a terapia anti-estrogénio melhorou
efetivamente os resultados dos pacientes, uma fracdo significativa ainda desenvolve
recidiva a distancia e é necessario prolongar a duracdo do tratamento além de 5 anos
(Pan et al., 2017; Bense et al., 2018; Pantel e Hayes, 2018).

Em aproximadamente 5% das mulheres com CM, as metastases sao clinicamente
evidentes no momento do diagnostico. Em outras mulheres, as metastases tornam-se
aparentes em alguns anos ou mesmo décadas apds o diagnostico inicial (Schwartz &
Erban, 2017). Os mecanismos responsaveis pela ampla variabilidade na propensdo do
CM em desenvolver metastases sdo desconhecidos, embora seja claro que a
disseminacdo metastatica de um tumor primario de mama pode ocorrer precocemente,
em estagio pré-sintomatico, e células disseminadas geralmente se instalam na medula
Ossea onde elas podem ficar dormentes por anos antes de se tornar clinicamente
evidentes (Demicheli et al., 2010).

Dois estudos de Hosseini et al. 2016 e Harper et al. 2016 relacionam o processo
metastatico de células de CM e o tropismo pela medula dssea. Os mecanismos que
influenciam a formacdo de metastases no CM incluem a expressdo do HER2. Ha uma
visdo de longa data de que a progressdo do comportamento maligno durante o curso de

uma neoplasia esta relacionado a aquisicdo gradual por células cancerigenas de
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variantes que predispdem ao comportamento maligno e metastéatico (Markowitz, 2009).
Esse modelo prevé que um subconjunto de mutagdes no tumor primario também sera
encontrado nas células metastaticas. As células metastaticas, no entanto, podem adquirir
mutacdes independentes das muta¢es no tumor primario, um fenémeno conhecido
como progressdo paralela. Uma alternativa, portanto, poderia ser a utilizagdo de
amostras do tumor primario, sangue ou metastases para analise molecular afim de guiar
a terapia (Philippeos, 2011; McGillicuddy et al., 2018).

Os relatérios de Hosseini et al. (2016) e Harper et al. (2016), defendem a analise
minunciosa precoce das células da lesdo e o estabelecimento e proliferacdo dessas
células no local da metéstase. Hosseini et al. (2016) realizaram experimentos usando
camundongos que foram projetados para expressar altos niveis de HER2 nas células
epiteliais mamarias. Esses animais estavam propensos ao CM e, portanto, foram
utilizados como um modelo de CM HER2+. Os autores observaram que 80% dos
camundongos apresentaram metastases da medula Ossea decorrentes de ceélulas
disseminadas a partir de uma lesdo neoplasica precoce de epitélio mamario logo apos a
inducdo da expressdo do HER2. Hosseiniet al. (2016) descobriram que, embora células
em lesdes precoces propensas a metastases, as células nos tumores tardios apresentam
menor probabilidade a disseminacdo do tumor e sdo mais propensas a permanecer in
situ e proliferar; estas células superexpressam HER2 e ndo possuem expressao do PR.
Os autores tambem descobriram que a supressdo dos PR em tumores tardios € mediada
pela alta expressdao de HER2. No artigo de Hosseini et al. (2016), uma analise de células
cancerigenas disseminadas que foram isoladas de mulheres que receberam um
diagnostico de CM (com e sem metastases), revelou disseminacdo de células isoladas
ndo metastaticas e nestas, ndo apresentavam alteracdes cromossémicas encontradas no
tumor primario, como perda de cromossomo 8p. Por outro lado, uma analise das células
cancerigenas disseminadas isoladas de mulheres com metastases mostrou alteracGes
genéticas semelhante a do tumor primario, hipotese que apdia a ideia de que células
cancerigenas disseminadas desde o inicio da lesdo seguem um caminho independente ou

paralelo da evolucdo genética em relacdo as células no tumor primario.

Harper et al. (2016) e Hosseini et al. (2016) concluiram que as vias de

sinalizacdo dependentes de progesterona podem ativar HER2, culminando em
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processos, como o enfraquecimento da adesdo celular, que favorecem as metastases.
Hosseini et al. (2016) também descobriram que a densidade de células (o nimero de
celulas por unidade de volume, alta em tumores estabelecidos vs. baixa no inicio les6es)

influencia a expressdo de PR e a propensdo a metastases.

Certamente existem interagdes entre células metastaticas do cancer de mama
(CMCM) e células da medula éssea. O microambiente da medula éssea pode influenciar
a aquisicao de mutacdes nas células cancerigenas, independentemente das mutacdes que
se acumulam no tumor primario. As células mesenquimais tambeém residem nos nichos
vasculares da medula 6ssea e regulam a renovacdo e proliferacdo de células-tronco,
geralmente por meios de citocinas secretadas. Estas células mesenquimais podem
regular a dorméncia e ativacdo de células metastéticas, embora 0s mecanismos desse
processo ndo encontram-se totalmente elucidados. As células estromais na medula 0ssea
também podem ativar ou suprimir células imunes, incluindo células B, células T e
macrofagos, tipos de células que desempenham um papel importante na defesa contra o
cancer (Shackleton et al., 2006).

Ao longo dos anos, muitos estudos identificaram uma populacdo critica de
células-tronco mamarias que fica no topo dessa hierarquia e pode dar origem a
progenitores e células diferenciadas de ambas as linhagens. A primeira evidéncia da
existéncia de células-tronco mamarias foi obtida através de estudos de transplante, nos
quais pequenos segmentos de epitélio mamario implantados nas camadas de gordura
mamaria “limpas” e livres de receptores epiteliais dos camundongos foram capazes de
reconstituir toda a glandula mamaria (Deome et al., 2019). Estudos subsequentes
apoiaram a teoria de uma populacdo especializada de células-tronco mamarias usando
citometria de fluxo para isolar populac@es raras de células baseado principalmente na
expressdo dos marcadores de superficie de CD24, CD29 e CD49f, que poderiam
repovoar uma glandula mamaria inteira e funcional. Por exemplo, Visvader e colegas
(2006) descobriram que as células CD24 / CD49 de alta expressdo representavam
células-tronco mamarias adultas, denominadas unidades de repovoamento mamario, que
poderiam regenerar de forma confiavel todo o funcionamento das glandulas mamarias
através de transplantes repetidos. Estudos estabeleceram que uma Unica célula possui a

capacidade de regenerar uma completa arvore ductal mamaria (Stingl et al., 2006).
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2.7 Consideracdes sobre o ciclo celular e tumores de mama

Apds disseminacdo num oOrgdo secundario, as CMCM podem sofrer trés
destinos: morte, dorméncia ou crescimento. Foi proposto uma classificacdo de fendtipos
em dorméncia celular, ou seja, células entrando em quiescéncia reversivel em GO, e
massa tumoral dormente, que representa um pequeno aglomerado de células onde a
proliferacdo é contrabalancada pela apoptose devido a falta de nutrientes, aporte
sanguineo ou por causa do sistema imunoldgico (Linde et al., 2016; Goddard et al.,
2018; Weidenfeld e Barkan, 2018; Lan et al., 2019). No entanto, é provavel que esses
estados coexistam no mesmo paciente e provavelmente as mesmas células podem

flutuar dinamicamente entre esses diferentes estados.

Em contrapartida, os mecanismos de parada do crescimento geralmente se
dividem em trés principais categorias: quiescéncia, diferenciacdo terminal e senescéncia
(Pack et al., 2019). Enquanto o primeiro € reversivel apds retirada de sinais restritivos,
este Ultimo esta associado a saida permanente do ciclo celular e ativagédo persistente de
sinais de estresse. Quinases dependentes de ciclina (CDK) promovem a proliferacao
celular inibindo a familia de proteinas Rb (P107, P130), inversamente, CDK séo
inibidos por inibidores de CIP / KIP (P21, P27, P57) e inibidores de INK4 (como P16).
Fatores intrinsecos e extrinsecos sdo integrados a regulacdo deste mecanismo central,
por exemplo, a diminuicdo do aporte sanguineo desencadeia a regulacédo positiva de P27
e interrompe a proliferacdo, enquanto que as CDKs sdo induzidas por sinais
mitogénicos. O dano ao DNA é o sinal interno que regula a proliferacdo e medeia a
parada de crescimento via estabilizacdo de P53 e seu alvo P21 (Bragado et al., 2013;
Touny et al., 2014). Pouco se sabe sobre o papel do ciclo celular em relacdo aos
diferentes estagios do fendtipo adormecido metastatico e se células adormecidas estdo

mais proximas de quiescéncia ou senescéncia no ciclo celular.

Assume-se que as células dormentes sdo inerentemente resistentes a
quimioterapia convencional (Wells et al., 2013; Linde et al., 2016). Se as células
dormentes fossem inativas ou submetidas a proliferacdo, em que a taxa de proliferacao é

compensada por apoptose, haveria um profundo impacto no desenho de novas terapias.
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Dados recentes mostram que a quimiorresisténcia esta em parte ativamente apoiada pelo
nicho metastatico e ndo é apenas um consequéncia da parada do ciclo celular (Carlson et
al., 2019). Além disso, recentemente foi demonstrado que varios pacientes com
metéstase Gssea, com resisténcia ao tratamento com FEC (fluorouracil, epirrubicina e
ciclofosfamida), beneficiaram de tratamento adicional com docetaxel. Como este
farmaco induz estabilizacdo de microtubulos, parada do ciclo celular no G2, fase M e
apoptose, isso sugere que uma fracdo consideravel de células adormecidas ainda
apresentam atividade proliferativa (Naume et al., 2014; Goddard et al., 2018).
Notavelmente, pacientes com células cancerigenas disseminadas e inativas, persistentes
mesmo apds a segunda terapia, apresentam pior progndstico, apoiando a ideia de que
lesbes metastaticas se desenvolvem a partir células cancerigenas disseminadas

adormecidos pre-existentes (Braun et al., 2005; Naume et al., 2014).

2.8 Células-tronco cancerigenas e cancer de mama

As células-tronco cancerigenas (CSC) apresentam uma populacdo rara de células
tumorais que, devido a auto-renovacéo e capacidade de diferenciacdo, sdo responsaveis
pelo inicio e manutencdo do tumor. Também sdo consideradas uma fonte de metastases
(Krawczyk et al., 2014), associadas a0 mau prognostico e alta agressividade do CM
(Abreu et al., 2020).

Avancos na tecnologia genética, mostraram que os CSC, como as células
tumorais primarias, exibem heterogeneidade genética (Pestrin et al., 2015; Shaw et al.,
2017). No entanto, existem poucas informacGes sobre alteracdes genéticas especificas
que possam estar associadas ao potencial metastatico das CSC, particularmente com
uma maior capacidade de migrar, intravasar, alterar o metabolismo energético, interagir
com plaquetas e células imunes do sangue e ser resistente a terapia (Lim et al., 2019;
Wang et al., 2018; Lim et al., 2019). Os dados atualmente disponiveis indicam
heterogeneidade genética das CSC no mesmo paciente, bem como diferencas na
paisagem mutacional entre os CSC e o tumor ou metastases primarias. Esses achados
indicam que apenas parte das células tumorais primarias tem capacidade de invasao e

uma grande porcentagem de CSC morre na circulacdo. A sobreposicdo entre CSC e o
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tumor primario dependem, entre outros fatores, da heterogeneidade do tumor (Paoletti et
al., 2018).

Ate 0 momento, as CSC foram identificadas em muitas neoplasias malignas. No
entanto, suas caracteristicas bioldgicas foram descritas principalmente por citometria de
fluxo, sequenciamento, analise de FISH e PCR, técnica espectroscopica (SERS), entre
outras (Kaminska et al., 2019; Millner et al., 2013). Alguns autores indicam que
modelos in vitro e in vivo também podem ser utilizados para estudar o fenétipo de CSC
(Samanta e Semenza, 2018).

Ainda hé& poucos recursos para tratamento de tumores metastaticos, portanto,
metéstases continuam sendo a principal causa de mortalidade por cancer (Lawson et al.,
2018). A principal causa da terapia anti-metastatica malsucedida sdo as diferencas
genética e fenotipica entre as metastases e o tumor primario. Por um lado, isso se deve
ao fato da evolucéo clonal das células metastaticas e, por outro lado, a heterogeneidade
dos CSC formadoras secundérias de focos tumorais. Em outras palavras, apenas parte
das células tumorais primarias entra na corrente sanguinea, a maioria das células morre
na circulacdo. As demais CSC, que refletem a paisagem genética do tumor primario em

menor grau, so capazes de formacdo de metastases (Massague et al., 2016).

A avaliacdo de CSC metastaticas pode ser usada para prever a probabilidade de
metéstase e também para determinar medidas diagnosticas e terapéuticas necessarias.
Além disso, o desenvolvimento de novas estratégias de tratamentos ou medicamentos
baseados em um retrato molecular de CSC metastaticas parecem promissores. 1sso seria
permitir a eliminacéo de tais células tumorais ndo somente na circulacdo como no local
primario, impedindo sua entrada na corrente sanguinea. Até o0 momento, ndo ha opcoes
de tratamento antitumoral com base no direcionamento de futuras metastases. No
entanto, varios métodos terapéuticos visando eliminar inicialmente o risco de doenca

metastatica foram propostos (Owens e Nylor, 2013).

Foi provado que a terapia anti-HER2 em pacientes com CM com CTC HER2+
aumenta significativamente a sobrevida (Liu et al, 2013). O gefitinibe, um
medicamento anti-EGFR, mostrou-se altamente eficaz para pacientes com CM

avancado com expressdo de EGFR (Kalykaki et al., 2014). Um estudo recente propds
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através de imunofluorescéncia um painel de marcadores (Topl, Top2, Ki67, RAD51,
ABCG2 e H2AX) combinado com ensaio de deteccdo de apoptose TUNEL, focada nos
CTC e projetada para prever a resposta a terapia. Este trabalho demonstrou que o
tratamento com erinotecano melhora a sobrevida global de pacientes com CM com
baixa expressao de Topl (Rugo et al., 2018).

Atualmente, ha dezenas de ensaios clinicos avaliando CTC para predizer o efeito
da terapia em pacientes com diferentes tipos de cancer e a efetividade de varios
medicamentos direcionados a essas células. Por exemplo, em um estudo randomizado
multicéntrico avaliou a eficacia do lapatinibe, um medicamento anti-HER2 / EGFR,
realizado em pacientes metastaticos, inicialmente negativos para HER2 com posterior
HER2+ (Alqaisi et al., 2014; Nielsen et al., 2004).

Embora o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos tém aumentado
significamente as taxas de sobrevida de pacientes com CM, aproximadamente 20-30%
desses pacientes diagnosticados precocemente irdo apresentar recidiva e evoluirdo para
Obito (Austreid et al., 2014; Bray et al., 2018).

2.8.1 Marcadores moleculares de células-tronco de cancer de mama

Embora vérios estudos buscam identificar CSC através de marcadores de
superficie celular, ainda ndo ha correlacdo em relacdo ao subtipo molecular. Diversos
biomarcadores ja foram propostos (Abraham et al., 2007; Ginestier et al., 2007), mas se
faz necessario um padrdo universal de marcadores que identifiquem especificamente as
células-tronco de CM. A heterogeneidade morfologica e molecular do CM, juntamente
com variaveis clinicas contribuem para essa complexidade (Symmans et al., 1995). A
identificacdo das CSC é baseada na avaliagdo de marcadores moleculares, como o
CD44 e Ck. A Figura 4 ilustra os marcadores e suas fungdes no metabolismo celular

tumoral e ndo tumoral.
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= Marcador de CSC de mama;

« Critico na transigdo epitélio mesenquimal;

« Progress&o do tumor em pacientes HER2+ e Luminal;
« Relacionado com metastases.

+ Marcador de diferenciacéo nas células normais de
mama;

+ Negatividade dessa proteina é utilizada para definir as
células CSC de mama.

CD44+/CD24- « Tipifica as CSC de mama.

Marcad
~ Tumorais

« Diferenciac&o de subtipos especificos do CM;

« Indicador prognéstico;

« Deteccao de pequenos focos tumorais em linfonodos
sentinela ou metastases a distancia;

Figura 4: Relag&o de células-tronco cancerigenas com diferentes marcadores, definindo
diferenciacdo celular e prognostico. Adaptada de Paula et al. (2017); Leibold et al.
(2019); Al-Hajj et al. (2003); Madjd et al. (2009); Xu et al. (2015); Blick et al. (2010);
Shao et al. (2012).

A heterogeneidade intra-tumoral implica que um unico tumor pode conter varias
populacdes de células tumorais, exibindo diferentes perfis moleculares e propriedades
biologicas (Martelotto et al., 2014). De acordo com esse conceito, diferentes fendtipos
do CM foram descritos, alguns associados a alta proliferacdo e desfecho clinico
desfavoravel (Xiao et al., 2008). E importante definir quais fen6tipos tém alto potencial
de desenvolvimento de CSC, progressao tumoral e resisténcia a terapia (Croker et al.,
2009).

A expressdo do marcador CD44 de células de CM esta associado a progressdo da
doenca, maior probabilidade de metéstase a distancia e diminuicdo de sobrevida global
(Da Cruz et al., 2014). Os marcadores CD44, CD24 e citoqueratina (CK) também foram
utilizados para avaliar células tumorais disseminadas em amostras de medula 0ssea de
pacientes com CM. A maioria das células tumorais disseminadas da medula 6ssea

apresentavam CD44+/ CD24—, associado a um mau prognostico em pacientes (Balic et
al., 2006).
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Theodoropoulos et al. (2010) demonstraram células tumorais circulantes
detectadas em 67% dos pacientes com CM, 35% dos quais tinham Ck+/CD44+/CD24—.
Wanget al. (2012) encontraram a propor¢do de CD44+/CD24— em sangue periférico de
pacientes com CM com mais elevados niveis dos marcadores conforme estagio do
tumor e sugeriram, que a presenca dos marcadores pode ser usada para orientar a terapia

e prever prognostico.

Paula et al. (2017) caracterizaram CD44+/CD24—/Ck+ em lesdes mamarias nao
malignas e malignas. Os autores descobriram que a intensidade média de fluorescéncia
de CD24 e Ck é significativamente menor em células malignas em comparagdo com
amostras ndo malignas. Isto estd relacionado ao fato de CD24 ser um marcador de
diferenciacdo em células epiteliais da mama normais, sendo a perda de diferenciacéo
uma caracteristica geral das células malignas (Bane et al.,, 2013). Os autores
encontraram também, um aumento gradual na porcentagem de CD44+/CD24—/Ck+ em
células ndo malignas e lesdes de carcinoma ductal in situ e carcinoma ductal invasor.
Alguns estudos estabeleceram a relagdo CD44+/CD24—com as propriedades invasivas

de carcinomas ductais in situ (Sheridan et al., 2006; Makki et al., 2014).

Hardt et al. (2012) isolaram CD44+/CD24— de carcinoma primario de mama
ER+. Diversos estudos mostram que, essas diferencas biologicas estdo associadas a uma
variacao na resposta ao tratamento e no desfecho clinico da doenca (Millar et al., 2009;
Haffty et al., 2006).

De acordo com a hipdtese de CSC, um subconjunto de células, definidas como
células iniciadoras de cancer, apresentam relevancia nas metastases tumorais e
recorréncia do cancer apos quimioterapia (Yu et al., 2012; Wang et al., 2015). Esta
subpopulacdo residente em um tumor primario heterogéneo, exibe propriedades
invasivas, bem como a capacidade de crescimento (Wolf et al., 2013; Sheridan et al.,
2006). Isolado de biopsias solidas e linhagens de células tumorais, as CSC sao
atualmente identificadas pela expressao do antigeno de superficie usando marcadores de
células-tronco, incluindo CD24 e CD44 (Ponti et al., 2005; Krawczyk et al., 2014).

A metastase envolve deslocamento de células tumorais do tumor primario e

intravasamento para o circulacdo, onde sdo identificadas como CTC (Zhang et al.,
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2013). A presenca de CTC no sangue representa uma etapa crucial no processo
metastatico, conforme indicado pelo seu valor prognéstico para varios tipos de tumores,
incluindo o CM. E importante ressaltar que os resultados de uma meta-analise recente
evidenciam que a detec¢do e a quantificacdo de células tumorais circulantes representa

um indicador progndstico de CM metastatico (Cristofanilli et al., 2019).

2.9 Citometria de fluxo

Como mencionado no tdpico anterior, os marcadores de superficie celular,
incluindo glicoproteinas e Ck, altamente expressos nas CSC podem ser quantificados
por meio de citometria de fluxo. A citometria de fluxo é um instrumento sofisticado que
mede multiplas caracteristicas fisicas de uma Unica célula, como tamanho e
granularidade simultaneamente, a medida que a célula flui em suspensao através de um
dispositivo de afericdo, como mostrado na figura 5. Seu funcionamento depende das
caracteristicas de dispersdo da luz nas células sob investigacdo, que podem ser
derivadas de corantes ou anticorpos monoclonais direcionados a moléculas
extracelulares localizadas na superficie ou moléculas intracelulares no interior da célula.
Essa abordagem faz da citometria de fluxo uma ferramenta para analise detalhada de
populacdes complexas em um curto periodo de tempo. Os dados obtidos podem
fornecer informacdes valiosas sobre aspectos bioquimicos, biofisicos e moleculares das
particulas. A dispersdo da luz é diretamente relacionada as propriedades estruturais e
morfologicas das células, enquanto a emissdo de fluorescéncia deriva de um sonda de
fluorescéncia e é proporcional a quantidade de sonda fluorescente ligada a célula ou

componente celular (Macey, 2010; Adan et al., 2017).
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Figura 5: O principio de um citdmetro de fluxo. Fonte: Adan et al. (2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade de cultivo in vitro de células progenitoras/células-tronco
oriundas de espécimes cirdrgicas de tumores de cancer de mama e investigar a presenga

de marcadores moleculares do cancer.

3.2 Objetivos Especificos
- Determinar o estadio anatomopatolégico de biopsias de carcinoma ductal in situ;

- Avaliar a expressdo imunohistoquimica do ER, PR, HER2 e Ki67 em amostras de

bidpsias de carcinoma ductal in situ;

- Cultivar in vitro células progenitoras/células-tronco oriundas debidpsias de carcinoma

ductal in situ;

- Avaliar alteracdes in vitro na morfologia e padrdo de crescimento de cultivos

submetidos a digestdo celular e cultivos primarios;
- Investigar alteracGes in vitro observadas entre cultivos tumorais e ndo tumorais;

- Avaliar a expressdo dos marcadores moleculares CD44/CD24/Ck de ceélulas
progenitoras/células-tronco em cultivo celular proveniente de bidpsias de carcinoma

ductal in situ;

- Relacionar a expressdo dos marcadores moleculares CD44/CD24/Ck de células

progenitoras/células-tronco com o padrdo de expressao de ER, PR, HERZ2;

- Relacionar a expressdo dos marcadores moleculares CD44/CD24/Ck de células

progenitoras/células-tronco com parametros de estadiamento do tumor;

- Descrever o desfecho clinico das pacientes com diagnéstico de carcinoma ductal in

situ dois anos apds a data da realizacdo da bidpsia;
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- Relacionar a expressdo dos marcadores moleculares CD44/CD24/Ck de células
progenitoras/células-tronco com o desfecho clinico das pacientes com diagndstico de

carcinoma ductal in situ dois anos ap0s a data da realizagdo da biopsia.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Pacientes

Os pacientes (n=6) com diagnostico de carcinoma ductal in situ foram
submetidos a cirurgia de mastectomia, resseccdo completa da mama, ou
quadrantectomia, ressec¢ao de um segmento ou setor da mama, para fins de diagndstico
e/ou tratamento no Hospital Geral de Caxias do Sul. Nenhuma paciente recebeu
quimioterapia, terapia endocrina ou radioterapia antes da cirurgia. DecisGes de
tratamento e do procedimento cirdrgico foram baseados exclusivamente em

recomendac¢des médicas.

4.2 Comité de ética em pesquisa

Esse estudo foi submetido a aprovacdo pelo Comité de Ensino e Pesquisa do
Hospital Geral (protocolo 35/2017). Participaram do estudo pacientes do servico de
oncologia (UNACON) do Hospital Geral de Caxias no Sul. Todas as pacientes
assinaram o termo de Consentimento Livre Esclarecido previamente ao seu
envolvimento no estudo. O Termo de Compromisso e o Termo de Consentimento Livre

Esclarecido constam anexados neste documento.

4.3 Amostras tumorais

As amostras coletadas (n=6) por meio de procedimento cirargico de
mastectomia ou quadrantectomia em Bloco Cirurgico do Hospital Geral de Caxias do
Sul foram visualmente segregadas em parte tumoral e a margem de seguranca, tecido
benigno, por um médico patologista. As pecas cirurgicas ressecadas foram
encaminhadas para o Laboratdrio Centro de Patologia Médica localizado em Caxias do
Sul para procedimento de fixacdo, emblocamento e coloracdo padrdo com hematoxilina

e eosina para diagnostico tumoral. As pecas parafinizadas foram submetidas a analise
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imunohistoquimica, conforme descricdo na segdo “Analise Imunohistoquimica dos

Antigenos ER, PR, HER2, Ki67 em Peca Cirargica”.

Pequenos fragmentos benignos e tumorais das pecas cirdrgicas, com dimensdes
de aproximadamente 5 mm, foram suspensos em meio de cultivo Dulbecco's Modified
Eagle Medium - low glucose (DMEM), suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) a
20% e PS 1% (I g/mL de estreptomicina, 100 unidades/mL de penicilina. Os espécimes
foram encaminhados para o Laboratorio de Gendmica, Protedmica e Reparo de DNA

para serem cultivados in vitro.

4.4 Classificagdo dos tumores

A espécime cirurgica foi classificada conforme o Sistema TNM de Classificagdo
dos Tumores Malignos, que baseia-se na extensdo anatdmica da doenca, levando em
conta as caracteristicas do tumor primério (T), as caracteristicas dos linfonodos das
cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza (N), e a presencga ou
auséncia de metastases a distancia (M). Estes parametros receberam graduacdes, de TO a
T4, de NO a N3 e de MO a M1, respectivamente.

4.5 Analise imunohistoquimica dos antigenos ER, PR, HER2 e Ki67 em peca
cirtrgica

As pecas cirargicas contendo os tumores emblocadas em parafina foram
avaliadas para os marcadores ER, PR, HER2 e Ki67. Inicialmente, as amostras tumorais
foram seccionadas em 3 pm com micrétomo para avaliacdo imunohistoquimica. As
laminas foram desparafinizadas com banhos de xilol e hidratadas com concentracdes
decrescentes de etanol. Apds recuperacao antigénica, as amostras foram tratadas com os
seguintes anticorpos primarios: anticorpo monoclonal Mab para ER (Dako, Glostrup
Dinamarca diluicdo 1/100), MAb para PR (Dako diluicdo 1/800), MAb MIB-1 para
antigeno Ki-67 (Immunontech, Marselha Franca, 1/2000) e anti-soropoliclonal (Dako
diluichio 1/3200) com a proteina HER2 para o gene her-2-neu. A analise

Imunohistoquimica foi realizada no Laboratério de Centro de Patologia Médica
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localizado em Caxias do Sul. A Figura 6 mostra padroes de expressdo proteica para
cada marcador e os anticorpos utilizados neste estudo, bem como o sanduiche molecular

para evidenciar a marcagdo imunohistoquimica do antigeno tecidual.

%’ 1L Receptor de Estrogénio (ER)
"' ¢ anticorpo monoclonal para ER (1:100)
’%ﬂ.. )

Receptor de Progesterona (PR)

* anticorpo monoclonal para PR (1:800)

b *ﬁ
A/ L)

el HER2

"'}# ti liclonal Her-2-neu (1:3200)

5 [a .#| * anti-soro policilonal para o gene Her-Z2-neu (1.

A / A ’
7| Antigeno Ki67 | L .

* MIB-1 para antigeno Ki67 (1:2000)

Figura 6: Padrdo de marcacdo imunohistoquimica para ER, PR, HER2 e Ki67. A
direita da figura, padrdo de marcacdo molecular com deteccdo de antigeno (triangulo
vermelho), em contato com o anticorpo primario (azul), secundario (verde) e sistema de
deteccdo a base de diaminobenzidina (amarelo). Adaptada de Lee et al. (2011);

Principles of immunohistochemistry staining / Cells Signaling Technology (2020).

4.6 Cultivo celular primario de tumores de mama

Uma amostra de cada tumor de mama foi removida da peca cirdrgica e
encaminhada ao Laboratdrio de Genémica, Protedmica e reparo de DNA. As amostras
foram incluidas em meio DMEM imediatamente ap0s a cirurgia. Foi utilizado meio
DMEM com baixo contetdo de glicose, suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) a
20% e PS (I g/mL de estreptomicina, 100 UlI/mL de penicilina). As células aderentes
foram cultivadas a 37 °C a 5% de CO2 em frascos para cultivo celular com &rea de 12,5

cm?3
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4.7 Isolamento de células-tronco

Dois grupos (1 e 2) foram gerados para cada amostra coletada: Grupo 1 —
Amostras submetidas ao processo de digestdo enzimatica com colagenase tipo | (100
mg/mL) e protease (20 mg/mL) para isolamento de células progenitoras em cultivo. A
enzima colagenase é amplamente utilizada pois degrada tecidos conjuntivos e promove
a dissociacdo da matriz extracelular. Este mecanismo é potencializado pela enzima
protease (Wolters et al., 1992; Soldatow et al., 2013). O processo de dissociagcdo
enzimatica do tecido foi iniciado dentro de 2 horas p0s cirurgia; Grupo 2 — Amostras
submetidas apenas ao cultivo celular sem digestdo prévia. O esquema abaixo na Figura
7 representa a forma que a amostragem foi organizada. Além disso, em ambos 0s
grupos os processos foram realizados tanto para o tecido maligno quando para a

margem de seguranga (tecido benigno) para fins comparativos.

g
8
) o |.l".o,\ g

¥, 2
Seastuont’” ”» s
e ',‘}-",'-"S

Coletado tecido tumoral e margem de seguranca (tecido benigno)

Submetido a digestdo
enzimatica com
Colagenase do Tipo | e Protease

Sem processo de digestdo
enzimatica; apenas mecanica

OBS: Iniciado dentro de 2 horas apés a cirurgia.

Figura 7: Representacdo esquematica quanto a organizacdo do quadro amostral deste

estudo em grupos: 1) que recebeu a digestdo enzimatica; 2) sem digestdo enzimatica.

4.8 Andlise morfologica das culturas celulares

A presenca das células aderentes, assim como sua confluéncia foram
rotineiramente observadas em microscopio invertido de contraste de fase Brastec. Para
atingir um maior nimero de copias, as células foram cultivadas em frascos para cultura
de 75 cm3 por aproximadamente 4 e 8 semanas para 0 grupo 1 e 2, respectivamente, ou
até confluéncia de 80%. Abaixo a Figura 8 esta elucidando um esquema representativo

do cultivo de células primarias.
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Figura 8: Esquema representativo das amostras que receberam digestdo enzimatica
(Grupo 1). Etapas do cultivo de células primarias desde a coleta dos espécimes de tecido

mamario de células displasicas e malignas até o isolamento de células.

4.9 Andlise imunofenotipica das células cultivadas

A fim de verificar a presenca de CSC e quantifica-las nos diferentes grupos
testados, as células em suspensdo foram marcadas com os marcadores CD44 APC,
CD24 PE e Ck PE (BD Bioscences). A Ck utilizada corresponde a Ck 7 e 8. Foi
adicionado as células em suspensdo 250 pL da solucdo de fixacao/permeabilizacdo no
tubo por 20 minutos a 4°C. Apos, as celulas foram lavadas duas vezes com 1 mL de BD
Perm/Wash™ buffer 1 X (solu¢dao de permeabiliza¢dao). Em seguida, realizou-se a etapa
de incubacdo dos anticorpos por 30 minutos ao abrigo da luz a 4°C, as células foram
lavadas e ressuspensas em 1 mL de PBS. Posteriormente, as células foram analisadas
em citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences), equipado com dois lasers (488 e
633 nm) no laboratdrio de Microbiologia Aplicada da UCS. O equipamento foi ajustado
para as condicbes de analise de tamanho e complexidade celular e o ajuste de
fluorescéncia foi realizado com auxilio dos controles isotipicos, a fim de eliminar a
possibilidade de marcacdo falso-positiva. A aquisicdo dos dados foi realizada
utilizando-se em torno de 5.000 eventos para cada amostra. Para calibracdo do

equipamento, antes de cada analise, beads de compensacdo para os fluorocromo
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escolhidos foram utilizadas a fim de evitar marcacdo inespecifica de
fluorocromos/marcadores. A andlise dos dados foi realizada com auxilio do software

FlowJo (BD Biosciences).
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5 RESULTADOS

5.1 Amostras tumorais e classificacdo dos tumores

Do n amostral inicialmente proposto (n=12), apenas 50% das amostras (n=6)
foram recuperadas em condi¢des ideais ap0Os cultivo in vitro. Inicialmente, foi
selecionado um quadro amostral de 20, sendo que destas 12 amostras foram para
cultivo, resultando em 6 amostras analisadas ao final. Os fatores de perda estdo
relacionados ao processo de cultivo, o qual é longo e, desta forma, as amostras tumorais
em meio de cultura controlado ficam sujeitas a adversidades como contaminacdo, morte
celular, entre outros fatores. Foram consideradas para avaliacdo neste estudo apenas
amostras que apresentavam padrbes morfologicos e fenotipicos ideais para

processamento.

As amostras selecionadas apos cultivo foram classificadas de acordo com a
extensdo anatdmica da doenga, levando em conta as caracteristicas do tumor primario
(T), dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se
localiza (N), e a presenca ou auséncia de metastases a distancia (M). Das amostras em
estudo, 33,3% foram classificadas com extensdo anatdmica T1, onde o tumor apresenta
tamanho inferior a 20 mm e 67,3% foram classificadas com extensdo anatémica T2, o
que corresponde a uma lesdo entre 20 e 50 mm de dimensdo. 50% das amostras
apresentaram acomentimento de linfonodos (N1) e apenas uma (16,6%) apresentou
metéstase a distancia (M1). Os dados estdo listados na Tabela 1. A idade das 6

pacientes avaliadas neste estudo variou de 40 a 71 anos de idade.
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Tabela 1: Classificagdo do Tumores estudados segundo Sistema TNM

Caracteristicas dos
Presencga ou

Extenséo linfonodos das cadeias de ausencia de
Amostra  ldade anatbmica da drenagem linfatica do ) X
doenca (T) 6rgdo em que o tumor se metastases a
. distancia (M)
localiza (N)
4 71 1 1 0
5 50 2 0 0
9 71 2 1 0
10 47 1 0 0
11 46 2 1 1
12 40 2 0 0

5.2 Andlise imunoistoquimica dos antigenos ER, PR, HER2 e Ki67 em peca
cirargica

A classificacdo do fenotipo é baseada na avaliagdo dos ER e PR, superexpressao
de HER2 e indice de proliferacdo celular Ki67, um anticorpo monoclonal que detecta
um antigeno nuclear. De acordo com os diferentes fenotipos obtidos, sdo definidos
cinco subtipos: luminal A (ER+, PR+, HER2- e Ki67 < 14%), luminal B-HER2- (ER+
e/ou PR+, HER2- ¢ Ki67 > 14%), luminal B-HER2+ (ER+ e¢/ou PR+, HER2+ ¢ Ki67 >
14%), triplo negativo (ER-, PR-, HER2- e > 30%) e HER2 superexpresso (ER-, PR-,
HER2+ e > 14%). Os tumores luminais tém sido associados a progndsticos mais
favoraveis, enquanto os subtipos triplo negativo e a superexpressdo de HER2 a

prognosticos mais reservados.

A Tabela 2 mostra os subtipos de tumores utilizados neste estudo, comparando a
presenca ou auséncia de receptor de estrogénio, de progesterona, HER2 e Ki67. Entre as

amostras avaliadas 100% expressam ER e PR. Quanto ao HER2, 33,3% das amostras
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expressaram este receptor, sendo que um deles superexpressa (+3) e foi classificado

como HER2+ (amostra 9). Todas as amostras foram positivas para Ki67. No entanto, a

amostra 10 apresentou expressdo de Ki67 inferior a 10% e foi classificada como

Luminal A. As demais amostras apresentaram expressoes superiores a 20%, indicando

subtipo Luminal B.

Tabela 2: Andlise imunohistoquimica das amostras tumorais estudadas quanto a

presenca de receptores de estrogénio, progesterona, HER2 e marcador de proliferacdo

Ki67

Receptor de Receptor de ) -
Amostra . CerbB2 (Her2) Ki67 Fenotipo
estrogénio progesterona
. . . - Luminal B
4 Positivo 80% Positivo 20% Positivo (2+/4+)  Positivo 20%
HER2-
o N _ - Luminal B
5 Positivo 90% Positivo em 90%  Negativo (1+/3+)  Positivo 40% HER?
9 Positivo 90% Positivo em 40% Positivo (3+) Positivo 60% HER2+
o - _ - Luminal A
10 Positivo em 95% Positivo em 20% Negativo Positivo 10 %
HER2-
. . _ » Luminal B
11 Positivo 70% Positivo 80% Negativo Positivo 20%
HER2-
. N _ - Luminal B
12 Positivo 95% Positivo 20% Negativo Positivo 25% HER?
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5.3 Cultivo celular primério de tumores de mama e isolamento de células-tronco:

analise morfoldgica das culturas celulares

A aderéncia das células aos frascos de cultivo, bem como o crescimento celular
e 0 aumento da populacdo mostrou estar relacionado ao tipo celular, benigno ou
tumoral. A Figura 9 compara uma amostra de cultivo primario de células tumorais com
uma nao tumoral. Pode-se observar um aumento na confluéncia nos cultivos de células

malignas em relacdo as benignas.

Figura 9: Cultivo primario in vitro de células ndo tumorais (A) e tumorais (B) obtidos
por processo ndo enzimatico referente a amostra 12. Imagens capturadas em aumento de
200x, 48 h apos inicio do cultivo.

A Figura 10 evidencia diferencas no padrdo de crescimento in vitro de células
que foram submetidas a processo de isolamento enzimatico em relacdo as células que
ndo receberam tratamento com enzimas. E possivel observar que os cultivos isolados
por meio do processo enzimatico (isolamento), tanto de células malignas quanto
benignas, exibiram um comportamento de replicacdo celular acelerado em relacdo ao

processo mecanico (cultivo primario).
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Cultivo primério Benigno Isolamento Benigno

Cultivo primério Tumoral Isolamento Tumoral

Figura 10: Comparacdo de cultivos celulares in vitro submetidos a diferentes
condi¢des. Nas linhas constam as células benignas (A e B) e malignas (C e D), enquanto
nas colunas constam as células submetidas a processos mecanicos (A e C) e processos
enzimaticos (B e D). As figuras sdo referentes a amostra 12. Imagens capturadas em

aumento de 200x, em 48 h apos inicio do cultivo.

Devido a coleta de amostras ocorrer em periodos distintos e, portanto,
apresentando condic@es de cultivos diferentes, ndo foi possivel correlacionar o fenétipo
de pior prognostico da amostra 9 com a exibicdo de um padrdo de crescimento mais

agressivo em relacdo as demais amostras.

A Figura 11 evidencia um exemplo de amostra (12) com diferentes fases de
crescimento em cultura, representando o dia 1, 2, 5 e 7 ap0s o inicio do cultivo. Nesta
imagem é possivel verificar um aumento de confluéncia das células a medida que o

tempo de cultivo é incrementado. Da mesma forma, é possivel verificar que a
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morfologia celular se modifica para um fen6tipo mais alongado com o tempo,
caracteristica importante no processo de isolamento de células-tronco.

Cultivo primario Benigno 1° dia Cultivo primario Tumoral 1° dia Isolamento Benigno 1° dia Isolamento Tumoral 1° dia

o5

Cultivo primario Benigno 2° dia Cultivo primario Tumoral 2° dia Isolamento Benigno 2° dia

Isolamento Benigno 5° dia

Cultivo primario Benigno 7° dia Cultivo primario Tumoral 7° dia Isolamento Benigno 7° dia Isolamento Tumoral 7° dia

Figura 11: Amostra 12 em diferentes tempos de cultivo. (A) 1 dia; (B) 2 dias; (C) 5
dias; (D) 7 dias ap0s o inicio do cultivo. As alteracbes fenotipicas caracteristicas de
célula-tronco podem ser visualizadas nas imagens. Células mais alongadas estdo
apontadas com setas. O grupo 1 (submetito a processo enzimatico de isolamento de
células-tronco/progenitoras) corresponde as colunas 3 e 4 da figura, nomeadas como
“Isolamento Benigno ou Tumoral”. O grupo 2 (submetito apenas a processo mecénico)
corresponde as colunas 1 e 2 da figura, nomeadas como “Cultivo Primario Benigno ou

Tumoral”. Imagens capturadas em aumento de 200x.
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5.4 Anélise imunofenotipica das células cultivadas

Apos a realizacdo das bidpsias e do cultivo celular (n=6), as amostras celulares
foram preparadas para o ensaio de citometria de fluxo. Inicialmente havia sido proposto
a realizacdo de 4 tipos de cultivos celulares diferentes para cada amostra objetivando a
analise por citometria, os quais incluem isolamento tumoral e isolamento benigno
(processo enzimatico) e cultivo priméario tumoral e cultivo priméario benigno (processo
mecanico). A analise imunofenotipica de todas as amostras apresentou marcagdo para
apenas 2-3% da populacdo alvo que compreendeu de 5-10 mil eventos. Dado a
necessidade de processamento das amostras e a obtencdo de um elevado nimero de
eventos para a execucgdo da técnica de citometria, ndo foi possivel realizar 0s ensaios
para todas as condi¢fes propostas. Portanto, a avaliagdo dos marcadores moleculares
CD44/CD24/Ck foi passivel de realizagcdo em isolamento benigno nas amostras 4 e 10 e
em isolamento tumoral nas amostras 4, 5, 9, 10 e 11. Quanto ao cultivo primario, foi
realizada a identificacdo dos marcadores na condi¢do benigna nas amostras 4, 5e 10 e
na condicdo tumoral nas amostras 4 e 10. A figura 12 representa um fluxograma

referente a quais amostras foi realizada a citometria de fluxo.
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Figura 12: Fluxograma das amostras submetidas a citometria de fluxo. Seis pacientes
diagnosticadas com carcinoma ductal in situ foram submetidas a cirurgia de
quarantectomia ou mastectomia no Hospital Geral de Caxias do Sul. A bidpsia realizada
possibilitou classificar os tumores de acordo com expressdo hormonal em Luminal A
(n=1), Luminal B (n=4) e HER2+ (n=1). Entre os tumores Luminais B, 1 amostra
apresentou metastase a distancia. Um fragmento dos espécimes cirurgicos foi submetido
ao cultivo celular em 4 condicGes diferentes: processamento enzimatico visando
isolamento tumoral e isolamento benigno, e processamento mecanico visando cultivo
primario tumoral e cultivo primario benigno. Posteriormente somente para algumas
amostras  foi realizada a identificacdo dos marcadores de superficie celular
CD44/CD24/Ck conforme ilustra a figura.
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Apos cultivo in vitro, as células em suspensdo apresentaram padrdes fenotipicos
de marcacdo para cada amostra. A Figura 13 mostra diferencas no padrdo de marcacao
entre amostra maligna e benigna do mesmo paciente (amostra 4). Todas as imagens sao
oriundas do padréo gerado pela citometria de fluxo. Pode-se observar um aumento de
CD44 e Ck e redugdo de CD24 na amostra de isolamento tumoral quando comparado

com a amostra benigna, com seus respectivos percentuais na Tabela 3.

A Benigna Maligna

==}

Amostra benigna
1 Amostra maligna

[
o

o o
H—1
N

cDh44
Marcacgao (%)

o = N W A

rrrrr

cD24 cD44 cp24 ck

FL&H [ CDa4 FL2-H [ CD24 FL2H / Ck

Figura 13: Identificacdo dos marcadores de superficie celular CD44/CD24/Ck em
amostra de isolamento tumoral e benigno de mama. Os graficos representam amostra da
paciente 4 diagnosticada com carcinoma ductal in situ Luminal B. (A) Dispersdo de
CD44 (APC/FL4-H) versus CD24 (PE/FL2-H). (B) Percentuais de CD44, CD24 e Ck.
(C) Sobreposicdo dos marcadores CD44 (APC/FL4-H), CD24 (PE/FL2-H) e Ck
(PE/FL2-H) com 2000 eventos selecionados da populacdo de interesse.

Tabela 3: Analise imunofenotipica da amostra de isolamento tumoral e isolamento

benigno do paciente 4 quanto ao percentual dos marcadores CD44/CD24/Ck.
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Marcadores Resultados (%0)
CD44 Benigna 22,48
Maligna 35,76
CD24 Benigna 24,07
Maligna 0,37
Ck Benigna 1,29
Maligna 4,02

Observou-se marcagdo de CD44, CD24 e Ck nas amostra 4, 9 e 10 (Figura 14).

Como é possivel visualizar na Tabela 4, a amostra 10 (Luminal A) apresentou aumento

para CD44/CD24/Ck em relacdo as demais amostras. A amostra 9 (HER2+) apresentou

menor expressao dos marcadores CD24 e Ck em comparagdo com 0S percentuais

obtidos na amostra 4 (Luminal B).

Tabela 4: Analise imunofenotipica das amostras de isolamento tumoral 10 (Luminal
A), 4 (Luminal B) e 9 (HER2+) quanto ao percentual dos marcadores CD44/CD24/Ck.

Marcadores Resultados (%0)
CD44 Amostra 10 (Luminal A) 99,87

Amostra 4 (Luminal B) 38,84

Amostra 9 (HER2+) 32,57
CD24 Amostra 10 (Luminal A) 1,67

Amostra 4 (Luminal B) 1,96
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Amostra 9 (HER2+) 0,19

Ck Amostra 10 (Luminal A) 14,23
Amostra 4 (Luminal B) 1,59
Amostra 9 (HER2+) 0,18

A Amostra 10 / Luminal A Amostra 4/ Luminal B Amostra 9 / HER2+ B = Amostra 10/ Luminal A
g T | Amostra 4/ Luminal B
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Figura 14: Identificacdo dos marcadores de superficie celular CD44/CD24/Ck em
amostras tumorais de mama. Os graficos representam amostras das pacientes 10, 4 e 9
diagnosticadas com carcinoma ductal in situ Luminal A, Luminal B e HER2+,
respectivamente. (A) Dispersao de CD44 (APC/FL4-H) versus CD24 (PE/FL2-H). (B)
Percentuais de CD44, CD24 e Ck. (C) Sobreposi¢do dos marcadores CD44 (APC/FL4-
H), CD24 (PE/FL2-H) e Ck (PE/FL2-H) entre as amostras 10, 4 e 9 com 1300 eventos

selecionados da populacdo de interesse.
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55 Relagdo da expressao dos marcadores moleculares de células-
tronco/progenitoras com o padréo de expressao imunohistoquimica e estadiamento
do tumor

A relacdo da expressdo dos marcadores moleculares de células-
tronco/progenitoras (CD44/CD24/Ck) com o padrdo de expressdo imunohistoquimica
(ER, PR e HER?2) foi avaliada.

A amostra 9 classificada como HER2+ apresentou menor expressao da
glicoproteina CD24 e de Ck em relacdo a amostra 4, classificada como Luminal B.
Ainda, os baixos indices de Ck se relacionam com o acometimento de linfonodos
sentinelas (N1) avaliado pelo estadiamento do tumor em ambas as amostras 4 e 9.
Também, foi possivel associar os baixos indices de Ck da amostra 9 com um pior
prognostico, HER2+. Este resultado também é suportado pelo fato da amostra 10

possuir um Ck elevado e ndo apresentar acomentimento de linfonodos.

5.6 Analise do desfecho clinico dos pacientes

Foram coletadas informacdes, por meio de prontuérios eletrénicos, a respeito do
desfecho clinico dos pacientes, como mostrado na Tabela 5. Neste estudo, de acordo
com o grau do tumor, apenas 1 amostra foi classificada como grau 1 (amostra 12),
também demoninada como grau baixo, onde as células se assemelham a células
benignas. Dois tumores foram classificados como grau 2 ou grau intermediario
(amostras 5 e 10) e 3 amostras foram classificadas como grau 3 ou grau alto (amostras
4, 9 e 11), identificadas como células com caracteristicas morfolégicas mais distintas

das células normais.

Outro fator apresentado na tabela 5 é o estadiamento clinico (EC), no qual uma
paciente foi classificada com estadiamento clinico 1A (amostra 10), que corresponde a
T1NOMO, sendo em geral tumores > 1 mm e <5 mm na sua maior dimensdo, auséncia
de metéastases em linfonodos e a distancia. Duas pacientes foram classificadas com EC
I1A (amostras 5 e 12), podendo ser TONIMO, TIN1MO ou T2NOMO, tumores > 20 mm
e < 50 mm na sua maior dimensdo, com comprometimento de linfonodos ou nédo e
auséncia de metéastases a distancia. Duas amostras foram classificadas com EC 1B
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(amostras 4 e 11), podendo ser T2N1MO ou T3NOMO, que corresponde a tumores
maiores que o EC 1A, além de comprometimento de linfonodos ou ndo e auséncia de
metastases a distancia. Apenas uma amostra foi classificada com EC 1A, que
corresponde a TON2MO, TIN2MO, T2N2MO0, T3N1MO ou T3N2MO, tumores > 50 mm,
com acometimento de linfonodos e auséncia de metéstases & distancia. Embora por
analise do sistema TNM, na Tabela 1, tenha-se relatado que a paciente 11 apresentou
metéstase a distancia, a analise de estadiamento clinico confrontou o achado anterior e

determinou auséncia de metastases a distancia.

Nota-se que todas as pacientes apés cirurgia de quadrantectomia ou mastectomia
foram submetidas a tratamento oncoldgico adjuvante. As pacientes das amostras 4 e 10
receberam 6 ciclos a cada 21 dias de quimioterapia adjuvante protocolo CMF com 0s
medicamentos ciclofosfamida, metotrexato e fluoruracila. Enquanto que, as pacientes
das amostras 5 e 11 receberam 4 ciclos a cada 21 dias de quimioterapia adjuvante
protocolo AC com os medicamentos doxorrubicina (Adriblastina RD®) e ciclofosfamida
seguido de 12 ciclos de paclitaxel semanal. O protocolo TC com o0s medicamentos
docetaxel (Taxotere®) e ciclofosfamida, por 4 ciclos a cada 21 dias, foi empregado para
as pacientes das amostras 9 e 12. Além da quimioterapia citotdxica convencional, a

paciente 9, HER2+ foi submetida terapia anti-HER2.

Todas as pacientes estdo em vigéncia de terapia enddcrina adjuvante com
anastrozol ou tamoxifeno devido a positividade para ER. Nao foi necesséria realizacao
de radioterapia para as pacientes 5 e 12 devido a realizacdo de mastectomia total. As
demais pacientes foram submetidas a radioterapia, uma vez que nelas foi executada

cirurgia conservadora de mama.
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Tabela 5: Classificacdo das amostras de acordo com a classificacdo imunohistoquimica,
grau tumoral, estadiamento clinico, tratamento quimioterdpico adjuvante,

hormonioterapia adjuvante e radioterapia.

. Quimioterapia Hormonioterapia Radioterapia
Amostra  Fenotipo Grau EC . ] ]
Adjuvante Adjuvante adjuvante

: : : 25 fragbes 5000
Luminal B CMF C6 (ciclofosfamida / :
4 3 1B : Anastrozol cgy+ boost leito
HER2- metotrexato / fluoruracila)
tumoral 1000 cgy

] AC C4 (doxorrubicina /
Luminal B ] ) ) ndo fez
5 2 1A ciclofosfamida) + paclitaxel Anastrozol ) )
HER2- radioterapia
semanal C12

TC C4 (docetaxel /

Luminal : :
9 3 A ciclofosfamida) + Anastrozol 25 fracdes
HER2+
trastuzumabe
Luminal A CMF C6 (ciclofosfamida / _
10 2 1A ) Tamoxifeno 20 fracdes
HER2- metotrexato / fluoruracila)
: AC C4 (doxorrubicina /
Luminal B : : : _
11 oy 3 1B ciclofosfamida) + paclitaxel Tamoxifeno 25 fracdes
semanal C12
Luminal B TC C4 (docetaxel / _ nao fez
12 1 A _ ) Tamoxifeno _ _
HER2- ciclofosfamida) radioterapia

Legenda: Imunohistoquimica (Luminal A, Luminal B ou HER2+); grau tumoral (1-3);
estadiamento clinico (EC) (I-1V); tratamento quimioterapico adjuvante: ciclofosfamida,
metotrexato e fluoruracila (Protocolo CMF), doxorrubicina (Adriblastina RD®) e
ciclofosfamida (Protocolo AC) + paclitaxel, docetaxel (Taxotere®) e ciclofosfamida

(TC) hormonioterapia adjuvante e radioterapia.
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6 DISCUSSAO

O CM é uma doenca altamente prevalente, representando a maior causa de morte
por cancer. Sabe-se que seus diferentes subtipos, Luminal A e B, Luminal HER2+ e
Triplo negativo, podem predizer o desfecho clinico das pacientes. Neste contexto,
estudos evidenciaram a relagdo entre o CM e CSC, contribuindo para o
desenvolvimento, progressdo da doenca, e capacidade de conduzir metastases. Essa
relagdo pode ser conduzida por meio do estudo de biomarcadores de CSC. Além disso,
pouco se conhece sobre a aplicabilidade clinica desses biomarcadores, que poderiam ser
correlacionados com os subtipos moleculares do CM e predizer o desfecho clinico da

doenca.

Neste estudo foram avaliadas pacientes com diagnostico de cancer ductal de
mama, classificadas de acordo com sua malignidade e diferenciadas em relacdo a
expressdo de receptores hormonais em subtipo luminal A, luminal B ou HER2 positivo.
Foram identificados os marcadores CD44/CD24/Ck, relacionados com a capacidade de
invasdo do tumor e migracdo em cultivo de células primarias de amostras de lesdes ndo
malignas e malignas de mama. A presenca e/ou auséncia destes marcadores esta
relacionada com os dados de estadiamento do tumor e subtipo molecular, podendo
contribuir para o diagndstico e prognéstico da doenca, além da estratificacdo das

pacientes de acordo com o risco de desenvolvimento de metastases.

Amostras de pacientes submetidos a cirurgia de quadrantectomia e mastectomia
para fins de diagnostico séo classificadas de acordo com sua malignidade utilizando o
Sistema TNM. Trata-se de uma escala visual de extensdo da doenca para determinar o
estagio geral do tumor (Giuliano et al., 2017). Neste estudo fora incluidos espécimes
com dimensdo entre 20 e 50 mm, sem acometimento de linfonodo, ou acometimento em

linfonodos axilares méveis.

Para suporte do diagndstico, as analises imunohistoquimicas dos receptores
hormonais e HER2 sdo conduzidas em bidpsias tumorais e da margem de seguranca da

mama congeladas. Juntamente com os dados anatomopatoldgicos, a classificacao
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imunohistoquimica orienta a conducdo do tratamento oncolégico (Goldhirsch et al.,
2013; 2016).

A populacdo do estudo foi prevalentemente distribuida no subtipo Luminal
B/HER2-, pois apresentaram positividade para receptor de estrogénio e progesterona e
indices elevados de Ki67, sem expressar HER2. Os tumores do subtipo Luminal B
possuem, em sua maioria, receptores hormonais positivos, embora por vezes esses
sejam expressos em baixos niveis e ndo raramente apresentem alto indice proliferativo.
Sdo tumores de pior prognostico comparados aos Luminais A (Goldhirsch et al., 2013).
Vale ressaltar que uma amostra tumoral avaliada neste estudo foi classificada como
Luminal A (ER+, PR+, HER2- e baixos indices de Ki67). O ER é expresso em 75% dos
casos de CM. E mais frequentemente relacionado com mulheres pds-menopausa e ha
uma sobrevida de 99% dos casos. A presenca deste receptor torna o CM sensivel a
terapia hormonal, apresentando uma forte correlagdo com menor grau tumoral, baixos
niveis de amplificagdo do HER2, expressdo do RP, menor incidéncia de metastases
Osseas e em tecidos moles, e taxas mais lentas de recorréncia da doenga (Murphy et al.,
2016). As pacientes Luminais B deste estudo se beneficiaram da terapia endocrina
direcionada para ER, com o uso de tamoxifeno ou inibidores da aromatase. Esse
tratamento pode reduzir a recorréncia local, recorréncia distante e taxas de mortalidade
(EBCTCG, 2005; 2011).

Em contrapartida, uma paciente foi classificada como Luminal HER2+, uma vez
que além de expressar ER e PR, também apresentou marcacao para HER2. O HER2 ¢
expresso em aproximadamente 40% dos CM e acredita-se ser responsavel por tumores
mais agressivos e de mau prognostico (Nuciforo et al., 2015). Em comparacdo com o
subtipo Luminal B, é um tumor de pior progndstico, associado a uma maior frequéncia
de recorréncia local-regional (Albert et al., 2010; Arvold et al., 2011). A superexpressao
do gene HER2 é um forte marcador preditivo de resposta a terapia anti-HER2, como por
exemplo, trastuzumabe, pertuzumabe e lapatinibe (Alqaisi et al., 2014; Wang; Xu,

2019). Neste estudo ndo houve casos classificados como Triplo negativo.

Apo6s andlises para estadiamento do tumor, faz-se importante avaliar

caracteristicas nessas células que possam predizer a capacidade de conduzir metastases,
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como por exemplo a expressdo de biomarcadores de superficie celular. Estas anélises
podem ser feitas em bidpsias de mama. Entretanto exigem que as espécimes ndo tenham
sido submetidas ao processo de congelamento, um maior tamanho de amostra, bem
como realizagdo de novos procedimentos invasivos desnecessarios para recoleta de
amostras (Paula et al., 2017). Visando contornar essas limitacbes impostas pela
avaliacdo imunofenotipica a fresco, este estudo realizou cultivo in vitro de células
primarias adicionado de um processo enzimatico a fim de isolar células-tronco de
mama. Observamos, de fato, diferengas morfoldgicas e no tempo de replicagdo celular
utilizando este processo, em relacdo ao cultivo primario. Este modelo torna-se Util para
a compreensdo do potencial proliferativo e apoptético de CSC, sua capacidade de

migracéo e invaséo.

Como o cancer pode ser relacionado como uma doenga de celulas-tronco,
estudos sugerem que as CSC sdo originadas do proprio tecido e podem sofrer mutacoes
somaticas. As CSC diferem das celulas benignas quanto ao grau de dependéncia do
microambiente. Enquanto as células ndo tumorais sdo inteiramente dependentes de
sinais do microambiente a fim de regular o seu estado proliferativo sob condicGes
normais ou de reparo, as CSC exibem uma maior capacidade proliferativa por
apresentarem células mais autossuficientes. Outra diferenca das CSC em relacdo as
benignas sdo seus padrdes de glicosilagdo e seus marcadores de superficie celular.
Muitos fatores soluveis do microambiente do tumor estdo envolvidos na manutencéo do
fendtipo das CSC e o entendimento dessas celulas pode auxiliar na desenvolvimento de
alvos para o tratamento do CM (Meads et al., 2009, Abdel-Salam et al., 2019).

As CSC podem ser identificadas, isoladas e caracterizadas através da expressao
de diferentes biomarcadores celulares, entre eles glicoproteinas de superficie e
citoqueratinas. A EMT é um processo celular de invasdo dos tecidos adjacentes na qual
h& uma diminuicdo na adesdo entre as células e estas adquirem mobilidade e atividades
proteoliticas, mudando de um fendtipo epitelial para um fen6tipo mesenquimal. As
caracteristicas fenotipicas diferentes contribuem para proliferacdo, invasdo, metastase e
recorréncia tumoral, bem como resisténcia a medicamentos (Makdissi 2006; Xu et al.,

2015). A relacdo entre EMT e CSC de mama tem recentemente surgido com evidéncias
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de que a transicdo de células epiteliais mamarias atraves da EMT gera células com
propriedades de CSC (Blick et al., 2010).

Uma vez que células cancerigenas apresentam capacidade de autorrenovacéao e
diferenciagéo celular, uma pequena populacéo, conhecida como CSC, teria a capacidade
de replicar formando novos tumores (Kumar et al., 2014). De fato, a analise molecular
proposta por Liu e colaboradores (2011), revela que as CSC de CM podem exibir perfis

imunofenotipicos distintos em comparagdo com 0s seus tumores de origem.

Estudos mostram que o processo EMT promove nessas células a expressdo de
CD44. O CD44, uma glicoproteina de superficie celular complexa e critica na EMT,
funciona como uma molécula de ades&o celular. O CD44 foi inicialmente identificado
como um receptor de componentes da matriz extracelular como o &cido hialurdnico e de
linfocitos, que participa de processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo adeséo
celular, angiogénese, inflamacao e desenvolvimento de tumores (Xu et al., 2015). Esse
marcador tem sido relacionado com metéstases tumorais e recentemente surgiu como
um marcador de CSC de mama. A expressdo da glicoproteina de superficie CD44
combinada com baixa expressdo ou auséncia da glicoproteina de superficie CD24
(CD44+/CD24-) tipifica as CSC de mama, demonstrado primeiramente por Al-Hajj et
al., em 2003.

O CD24 ¢é uma sialoglicoproteina de superficie celular que interage com P
selectinas. A negatividade dessa proteina é utilizada para definir as células CSC de
mama. Entretanto, maiores niveis de CD24 sdo indicativos de pobre prognostico em

diversos tipos de carcinoma, incluindo o de mama (Blick et al., 2010; Xu et al., 2015).

Neste cultivo celular in vitro foi possivel a deteccdo de diferentes marcadores de
superficie celular relacionados a agressividade do tumor. Primeiramente constatou-se
uma maior proporcdo dos marcadores CD44+/CD24— nas células malignas quando
comparado as células benignas. Os valores de CD44 encontrados na amostra maligna
foram maiores em relacdo a benigna, enquanto que menores valores de CD24 foram
observados, como o evidenciado por outros autores (Paula et al., 2017; Abdel-Salam et

al., 2019). Este resultado é suportado pela teoria da transicdo epitélio-mesequimal, onde
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estudos descreveram que nas células malignas ha diminuicdo da expressdo de CD24 e
aumento da expressao de CD44 (Blick et al., 2010; Paula et al., 2017).

Estudos tém mostrado a presenca dos marcadores de superficie celular CD44 e
CD24 em células tumorais de CM. Wenzhe et al. (2017) demonstrou em cultivo de
células imortalizadas MDA-MB-231 (conhecida pela presenca de ER, mas auséncia de
PR e HER2) expressdo do marcador de superficie CD44 de 99,9% e CD24 de 0,8%.
Paula e colaboradores (2017) detectaram uma menor fluorescéncia do marcador CD24
em amostras malignas a fresco em comparagcdo com ndo-malignas, o que evidencia o
fato de CD24 ser um marcador de diferenciagdo nas células epiteliais normais da mama
e que no tumor ha a perda de diferenciacdo, caracterizando células malignas. Ainda,
encontraram um aumento no percentual de CD44+/CD24— e o correlacionaram com

EMT em amostras de carcinoma ductal maligno.

Foi obserrvado um aumento na propor¢do dos marcadores CD44+/CD24- para
amostra com o subtipo Luminal A em relacdo as amostras do subtipo Luminal B e
subtipo HER2+. Os marcadores CD24 e Ck para a amostra HER2+ vao ao encontro aos
dados disponiveis na literatura (Blick et al., 2010; Shao et al., 2012), apresentando
valores mais baixos do que na Luminal B. Entretanto, menores valores da glicoproteina
CD44 nas amostras Luminal B e HER2+ em relacdo a Luminal A foram inesperados,
uma vez que na literatura consta que tumores de pior prognostico como um HER2+

apresentariam maior expressdo de CD44 (Paula et al, 2017; Abdel-Salam et al., 2019).

Além das glicoproteinas de superficie outro biomarcador associado a diferentes
subtipos moleculares do CM é a Ck. A Ck representa um dos tipos de filamentos
intermediarios constituintes das células eucarioticas. Vinte tipos diferentes de Ck foram
identificados em células de mamiferos (Ck 1 a 20) (Shao et al., 2012), sendo que a
expressdo delas diferem nas células basais (Ck 5, 6 e 14) e células epiteliais luminais
(Ck 7, 8, 18 e 19) da glandula mamaria humana. Ainda, as células luminais podem ser
positivas ou negativas para ER, PR e HER2 (Bharti Rattan et al., 2012). Durante o
desenvolvimento de malignidade, o perfil de Ck original da célula é frequentemente
mantido. Como resultado, diferentes tipos de CM séo as vezes caracterizados de acordo

com uma célula mamaria de origem, com base na expressdo diferencial dos padrdes de
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Ck (Shao et al., 2012; Chu; Weiss, 2002). Na prética, a avaliacdo dos perfis de Ck é
usada para a deteccdo de pequenos focos tumorais em linfonodos sentinela ou
metastases a distancia. A expressdo de Ck é também atil na diferenciacdo de subtipos
especificos do CM e como um indicador prognostico (Shao et al., 2012; Chu; Weiss,
2002).

Em relagdo a expressdo de Ck, foi demonstrado neste estudo um aumento dos
niveis de Ck 7 e 8 nas células malignas quando comparado aos niveis encontrados nas
células benignas. De fato, Shao et al. (2012), descreve que as Ck 7 e 8 sdo marcadoras
de células epiteliais luminais de glandula mamaria. A expressao de Ck encontrada na
amostra HER2+ foi menor do que os niveis expressos pelos subtipos Luminais A e B.
Os baixos indices obtidos para Ck podem estar associados a um pior progndstico em
pacientes com cancer de mama (Bharti Rattan et al., 2012), de encontro com o relatado
na literatura de que o HER2 teria um progndstico mais desfavoravel em relacdo ao
Luminais A e B. Além disso, uma vez que o perfil de Ck é utilizado para a deteccdo de
pequenos focos tumorais em linfonodos sentinela (Shao et al., 2012), pode-se relacionar
a expressao de Ck encontrada nas amostras 4 e 9 com o 0 acometimento de linfonodos

grau | (N1), descrito no estadiamento do tumor.

Um estudo conduzido por Shao et al. (2012), com analise de 575 casos de CM,
observou a expressdo de Ck em diferentes subtipos moleculares. O estudo revelou uma
taxa de expressdo de Ck 7 e 8 acima de 90% em todos os subtipos moleculares. Ck 18 e
19 também mostraram uma taxa de expressdo > 90% em subtipos Luminal A, Luminal
B e HER2+. Além disso, houve diminuicdo na expressdo de Ck 5 e 6 no subtipo
Luminal A. A expressdo de Ck 20 foi encontrada em <10% de todos os subtipos
moleculares. Apesar de sua baixa frequéncia comparado com outras Cks, a Ck 20
apresentou maior taxa de expressao no subtipo HER2+ (9% para a Ck 20 vs 6% para Ck
5e 6 e 0% para Ck 14). Uma correlacdo positiva com o subtipo HER2+ foi demonstrada

apenas para expressdo de Ck 20, mas ndo para as outras.

No estudo de Bharti Rattan et al. (2012), a incidéncia da positividade Ck 8 e 18
foi de 85% dos casos. Como a maioria dos tumores surgem das células epiteliais

luminais, observou-se que a medida que o grau aumentava, a positividade para Ck 8 e
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18 também aumentava, com 56% dos casos de tumores grau |11 expressando Ck 8 e 18.
No entanto, independentemente do grau do tumor, se for positivo para Ck 8 e 18, este
apresenta bom progndstico, em comparagdo com os tumores negativos para Ck 8 e 18.
Uma expressao elevada de Ck 18 indica um pior progndstico em pacientes com cancer
de mama e essa expressdo apresenta maior impacto no progndstico em comparagdo com
outros fatores, como estado linfonodal e tamanho do tumor. As células altamente
metastaticas estdo associadas a uma perda da expressdo Ck 8 e 18 e sua expressdo € um
fator progndstico que prevé a sobrevida global.

No carcinoma invasivo de mama ha positividade para Ck 7, 8, 18 e 19,
indicando uma diferenca do fen6tipo glandular em relacdo ao fen6tipo basal. Este dado
esta associado a positividade para ER, idade avancada da paciente e bom prognostico.
Em contrapartida, a expressdo do marcador Ck mostrou significativa relacdo com um
progndstico ruim, negatividade do ER e uma idade mais jovem da paciente (Bharti
Rattan et al., 2012). De fato, ambas as pacientes 4 e 9 avaliadas neste estudo possuem

idade avancada (71 anos) e possuem baixos indices de Ck.

Os resultados obtidos no presente estudo apresentaram valores inferiores aos
encontrados na literatura para marcadores avaliados por citometria de fluxo. Alguns
fatores podem ter contribuido para essas discrepancias. Sabe-se que 0 crescimento
excessivo de células indiferenciadas produz uma perda das caracteristicas fenotipicas do
tecido do qual as células foram isoladas. A cultura primaria geralmente € heterogénea,
apresenta-se com crescimento restrito e limitada vida util (Philippeos, 2011). O meio de
cultura celular pode representar uma fonte significativa de variabilidade para os cultivos
pois pode afetar negativamente o crescimento celular, a viabilidade, a produtividade ou
ainda, interferir na expressao proteica (McGillicuddy et al., 2018). Além disso, como 0s
cultivos celulares priméarios apresentam um nudmero limitado de passagens,
determinadas pelo numero de replicagcdes, o excesso de passagens ocasiona a perda de
importantes caracteristicas funcionais das células (Philippeos, 2011). Ademais, foram
analisados neste estudo 5 a 10 mil eventos na andlise imunofenotipica, no entanto a
populacdo de células-alvo compreendia 2 a 3% dos eventos analisados, colaborando
para um percentual baixo de CSC. Juntos, estes fatores suportam os baixos indices

encontrados neste estudo.
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A fim de determinar o progndstico e o tratamento clinico mais adequado para
essas pacientes, deve ser considerado também o grau tumoral. A classificagdo quanto ao
grau tumoral baseia-se na diferenciagdo celular, evidenciada por microscopia
(OncoGuia, 2020; INCA, 2020). A avaliacdo do grau tumoral faz-se importante porque
canceres com mais alterag0es tendem a crescer e se disseminar mais rapidamente. As
pacientes Luminais deste estudo enquadraram-se nos 3 tipos diferentes de escala
tumoral, ou seja, possuiram baixo (12), intermediério (5 e 10) e alto (4 e 11) grau de
diferenciacdo celular. A amostra de pior prognostico HER2+ (9) foi caracterizada com
grau 3 (alto indice de diferenciacdo celular). De acordo com a classificacdo de risco de
Saint Gallen, amostras grau 3 sdo mais graves e podem se proliferar mais rapidamente
(Goldhirsch et al., 2013). De fato, canceres de alto grau tendem a altas taxas de
proliferacdo e tém um progndstico pior, portanto podem precisar de tratamentos
diferentes do que os canceres de baixo grau (OncoGuia, 2020; INCA, 2020).

Os valores do estadiamento do tumor (sistema TNM) ndo sdo 0s Unicos que
determinam o real estdgio da doenca. O estadiamento clinico é uma estimativa da
extensdo da doenca com base nos resultados do exame fisico, exames de imagem e
bidpsia de tumor (OncoGuia, 2020; INCA, 2020). Neste estudo, de acordo com o
estadiamento clinico, a paciente Luminal A recebeu a classificacdo de melhor
prognostico, sendo em geral tumores maiores que 1 mm e menores que 5 mm na sua
maior dimensdo, auséncia de metastases em linfonodos e a distancia. As pacientes
Luminais B foram classificadas com estadiamento clinico variando de 1A — 11B. Essa
classificacdo corresponde a tumores maiores que 20 mm na sua maior dimenséo, com
comprometimento de linfonodos ou ndo e auséncia de metastases a distancia. Alem
disso, a paciente classificado como HER2+ recebeu o estadiamento clinico I11A, de pior
prognostico que se caracteriza por tumores maiores que 50 mm, com acometimento de
linfonodos e auséncia de metastases a distancia. Ressalta-se que embora a analise do
sistema TNM tenha relatado que a paciente 11 apresentou metastase a distancia, o
estadiamento clinico contraria e evidencia auséncia de metéstases a distancia. Este dado
indica 0 qudo é importante a analise do estadiamento clinico, uma vez que revisa 0S

dados obtidos no sistema TNM auxiliando no diagnostico e tratamento.
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Todos as pacientes que cederam amostra para este estudo, fizeram uso de
tratamento quimioterapico citotdxico padréo, includindo ciclofosfamida, metotrexato e
fluoruracila (CMF), doxorrubicina (Adriblastina RD®) e ciclofosfamida (AC) com
paclitaxel, e docetaxel (Taxotere®) e ciclofosfamida (TC) (Fujii et al., 2015). Entre os
protocolos quimioterapicos utilizados, AC é o mais comumente prescrito. Entretanto, 2
tipos de regimes sem antraciclinas (doxorrubicina), como TC ou regimes contendo
platinas, podem ter eficacia similar ou maior. Ainda, o tratamento com TC parece ser
superior ao AC com relagdo a sobrevida e menor toxicidade. Vale ressaltar que, para
escolha da terapia quimioterapica outros fatores sdo avaliados, includindo funcéo
hepética, renal e performance da paciente (Fujii et al., 2015). Nota-se que, por
apresentar expressdo de HER2, a paciente 9 se beneficiou de terapia anti-HER2 com
trastuzumabe, além da adjuvancia convencional (Algaisi et al., 2014; Nielsen et al.,
2004).

O protocolo padrdo para CM de baixo risco € o CMF, no qual se enquadram
tumores menores do que 20 mm, sem invasdo vascular ou linfatica e tumores HER2-
(MOC, 2010), como as pacientes 4 (11B) e 10 (IA). No entanto, devido estar relacionado
com risco de cardiotoxicidade em pacientes idosos, 0 uso deste protocolo deve ser
ponderado em pacientes com alguma cardiopatia associada (MOC, 2010). Esse risco

pode ser reduzido com a substituicdo por taxanos (Biganzoli et al., 2012).

De fato, as pacientes 5, 9, 11 e 12 fizeram uso de taxanos. Taxanos em ciclo
semanais apresentam ganho independentemente da expressdo de ER, idade, grau de
envolvimento linfonodal ou estado menopausal (MOC, 2010). Como submetido nas
pacientes 5 e 11, a administracdo semanal de paclitaxel mostra superioridade em relacao
a docetaxel quanto a sobrevida livre de doenca, tanto para pacientes ER+ quanto ER-
(MOC, 2010). Em contrapartida, as pacientes 5 e 12 fizeram uso de protocolo TC.
Docetaxel e ciclofosfamida mostraram superioridade em relacdo a doxorrubicina e
ciclofosmamida com aumento na sobrevida livre de doenca e sobrevida global
(Biganzoli et al., 2012).

Protocolos de tratamento contendo antracicilinas, como a doxorrubicina e

taxanos como o paclitaxel e docetaxel, sdo indicados para pacientes com acometimento
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de linfonodos (Puhalla et al., 2008), como evidenciado nas pacientes 4, 9 e 11. Estudo
de Jones et al. (2006) mostrou maior sobrevida livre de doenga para protocolo com AC
em relacdo ao TC. Em relacdo a toxicidade, mostrou surgimento de edema, mialgia,
artralgia e neutropenia febril, nduseas e vomitos com aplica¢do de TC, principalmente
em mulheres mais velhas. No entanto, mesmo com altas taxas de neutropenia febril, TC
provou ser melhor tolerado, independentemente da idade. Apesar dos taxanos serem
associados com alta toxicidade, a terapia em conjunto com antraciclinas é recomendada

para pacientes idosos saudaveis e de alto risco.

A terapia hormonal adjuvante com tamoxifeno ou anastrozol foi indicada para
todas as pacientes deste estudo, uma vez que todas apresentaram positividade para os
receptores hormonais estrogénio e progesterona (EBCTCG, 2005; 2011). A
quimioterapia adjuvante endovenosa adicionada de tamoxifeno tém apresentado
melhores resultados, principalmente para ER+, independentemente da idade (MOC,
2010). No entanto, vale ressaltar que linhagens de CM horménio positivas, MCF7 e
T47D, tém apresentado resisténcia a terapia com tamoxifeno (Ojo et al., 2018), o que
instiga saber se este protocolo de tratamento apresentara beneficio as pacientes alvo

deste estudo. Todas as pacientes permanecem em vigéncia do tratamento endocrino.

A radioterapia adjuvante desempenha um papel essencial no tratamento do CM e
estd relacionada com reducdo nas taxas de recorréncia locorregional, melhorando a
sobrevida global dos pacientes (Grantzau; Overgaard, 2014). A maioria das pacientes
deste estudo foram submetidas a radioterapia, uma vez que neles foi executada cirurgia
conservadora de mama. N&o foi necessaria radioterapia para as pacientes 5 e 12 devido
realizacdo de mastectomia total. Com o advento dos diagndsticos e cirurgias precoces,
um maior nimero de pacientes é submetido a cirurgia conservadora da mama e,
portanto, recebem radioterapia como parte de seu tratamento adjuvante (Grantzau;
Overgaard, 2014).

Um melhor entendimento molecular do CM permite otimizar o diagnostico da
doenca. Neste trabalho foi possivel relacionar o grau de expressdo dos marcadores de
superficie com o padrdo de expresdo imunohistoquimica e com o estadiamento do

tumor. De fato, a paciente HER2+ apresentou baixa expressdo de CD24 e Ck, sugerindo
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a hipétese de um pior progndstico. Em relacdo ao desfecho clinico, sabe-se que a
ocorréncia de metastases a distancia geralmente se dad 5 anos ap6s o diagndstico
(Fehrenbacher et al., 2014). Futuramente poderemos relacionar, de forma mais efetiva,
se a expressdo de CD44+/CD24-/Ck- esta relacionada com o surgimento de metastase

ou cura completa dessas pacientes.

A elucidacdo dos marcadores de CSC de CM ajuda a predizer o desfecho clinico
das pacientes, bem como servir no desenvolvimento de medicamentos personalizados
com melhores taxas de resposta clinica. Este estudo apoia a relagdo dos biomarcadores
com estadiamento e anlise imunohistoquimica de receptores hormonais e HER2. No
entanto, € necessario uma maior coorte amostral para que recomendacfes definitivas

sejam feitas para inclusdo da avaliacdo desses marcadores de superficie.
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7 CONCLUSAO

Este estudo relacionou marcadores de CSC (CD44, CD24 e Ck) de pacientes
com carcinoma ductal in situ com o estadiamento do tumor, subtipo molecular, pior

progndstico e conduta no desfecho clinico das pacientes.

- As pacientes avaliadas neste estudo foram diagnosticadas com carcinoma ductal de
mama e classificadas de acordo com sua malignidade utilizando o Sistema TNM;

- As amostras tumorais foram diferenciados em relacdo a expressdo de receptores

hormonais em subtipo Luminal A (n=1), Luminal B (n=4) ou HER2 positivo (n=1);

- Um fragmento da biopsia foi efetivamente submetido ao cultivo primério de celulas

atraves de processo mecanico ou enzimatico;

- Observou-se diferencas morfologicas e uma otimizacdo do tempo de replicacéo celular
no processo enzimatico, que objetivou o isolamento de células pluripotentes/células-

tronco.

- O isolamento de células tornou util a observacdo do potencial proliferativo entre
células benignas e malignas, bem como a diferenca na expressdao de marcadores de
superficie CD44+/CD24-/Ck-.

- Observou-se uma maior expressdo de CD44 em relacdo as demais amostras, enquanto
gue uma menor expressdo dos marcadores de superficie CD24 e Ck foi observada em

amostra HER2+, em relagdo aos subtipos Luminais A e B.

- Foi possivel relacionar os marcadores CD24- e Ck- de CSC de CM com o subtipo
molecular, uma vez que houve menor expressdao de CD24 e Ck na amostra HER2+
quando comparado aos Luminais A e B. Também, foi possivel associar os baixos

indices de Ck da amostra 9 com um pior progndéstico, HER2+.

- Os baixos indices de Ck se relacionam com o acometimento de linfonodos sentinelas
(N1) avaliado pelo estadiamento do tumor em ambas as amostras HER2+ e Luminal B,
enquanto que na amostra Luminal A, sem acomentimento de linfonodos, foi encontrado

maior expressdo de Ck.
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- Descrevemos como ocorreu o tratamento oncoldgico das pacientes avaliadas neste

estudo e mencionamos indicadores para escolha das terapias.

- Devido a transcorréncia de apenas 2 anos desde o inicio deste estudo, é dificil
relacionar dados de desfecho clinico das pacientes com os marcadores moleculares de
CSC de CM até o momento. Muitos fatores interferem no desfecho clinico. Além da
expressao hormonal e HER2, a escolha do tratamento quimioterdpico por exemplo, é
baseada no grau tumoral, no estadiamento do tumor, no status e performance da
paciente (Fujii et al., 2015). Ainda, sabe-se que a ocorréncia de metastases a distancia
para tumores Luminais geralmente se da 5 anos apds o diagndstico (Fehrenbacher et al.,
2014). Futuramente poderemos relacionar, de forma mais efetiva, se a expressédo de
CD44+/CD24-/Ck- esta relacionada com o surgimento de metastase ou cura completa
das pacientes.
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8 PERSPECTIVAS

Este trabalho apresentou resultados preliminares otimistas com perspectivas de
aprimoramento. Devido a técnica de citometria estar em aprimoramento, ndo foi
possivel concluir a identificacdo de maior percentual de CSC em amostras tumorais e /

ou amostras submetidas a processo enzimatico para isolamento de CSC.

Além disso, o pequeno numero de casos utilizados neste estudo ndo permite
associar dados de estadiamento do tumor, status do receptor hormonal ou
heterogeneidade inter e intra-tumoral. Uma coorte maior de casos, incluindo tumores
primarios e metastases correspondentes, permitiria uma melhor compreensdo do papel

dos marcadores CD44/CD24/Ck na progressdo do tumor e na capacidade metastéatica.

O conhecimento e acompanhamento do desfecho clinico apés 5 anos do
diagnostico das pacientes em estudo € importante, uma vez que seria possivel relacionar
0os achados encontrados com as medidas tomadas na pratica clinica, recidiva

locorregional, presenca de metastases e dados de sobrevida global.
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Anexo |1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: CULTURA PRIMARIA DE CELULAS TUMORAIS DE
CANCER DE MAMA E AVALIACAO DE MARCADORES DE CELULAS
PROGENITORAS

I. Objetivos do estudo

O cancer de mama ocupa posicdo de destaqgue mundial e é a maior causa de
mortalidade por cancer no sexo feminino. Sabe-se que existem subtipos moleculares
mais agressivos. No entanto, os tratamentos convencionais para o cancer de mama,
independente da identificacdo desses subtipos, ainda sdo baseados em quimioterapia,
ndo existindo nenhuma terapia alvo bem esclarecida. Nessa pesquisa, 0 nosso objetivo é
avaliar a cultura de células cancerosas e displasicas de mama para avaliar as
propriedades funcionais das células em tumores primarios e caracterizar o perfil
molecular das células selecionadas em comparacdo com as dos tumores primarios. Os
tecidos de tumores de mama serdo coletados a partir de um pequeno fragmento residual
do material proveniente da resseccdo do tumor e serd submetido imediatamente a
cultura de células. Esse fragmento sera devidamente separado entre o tumor e a margem
da peca cirtrgica (ndo tumoral), e entdo mais uma vez dividido para cultivo primario e
uma terceira parte submetida a um processo enzimatico para isolamento de células
pluripotentes. Os resultados obtidos poderdo ser aplicados para o melhor entendimento
desses subtipos moleculares e para no futuro definir terapias mais especificas e

individualizadas.

Deste modo, vocé é convidado a participar de um estudo no qual vocé cedera uma
pequena gquantidade de tecido removido na cirurgia de retirada do tumor, assim iremos
ter conhecimento se os resultados obtidos in vitro poderdo fornecer informac6es sobre

qual terapia apresentaria os melhores resultados para o tratamento do cancer de mama.
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E muito importante a obtencdo de novas informacdes neste estudo, pois isto podera
reduzir o tempo de internagdo no hospital, além disso, possivelmente aumentar as
chances de cura. As informagfes recolhidas deste estudo serdo Uteis para no futuro
ajudar o tratamento do cancer e melhorar as perspectivas para pessoas que necessitam
do tratamento.

O objetivo deste estudo é avaliar a cultura de células cancerosas e displasicas de
mama para avaliar as propriedades funcionais das células em tumores primarios e
caracterizar o perfil molecular das células selecionadas em comparacédo com as dos

tumores primarios.

1. Os procedimentos a serem realizados

Para sua preparacdo para a biépsia da mama, em caso de histéria de coagulopatia ou
em uso de anticoagulantes, sera solicitado a vocé exames laboratoriais. Serdo realizados
testes gerais como exames de sangue que visem avaliar a funcdo hepatica (figado) e
renal, assim como exames que visem melhor definir o acometimento de &rgéaos
especificos por comorbidades que o paciente possa ter como, por exemplo, um
ecocardiograma (ultrassom do coracdo) para avaliar a fungdo cardiaca. Caso for
detectado em vocé alguma alteracdo nos exames pré-operatorios ou problema de saude

iremos lhe encaminhar para tratamento medico.

O procedimento para resseccdo do tumor serd realizada pelo seu médico Dr.
Maximiliano Cassilha Kneubil que é especialista em Cirurgia Reconstrutora da Mama e
Oncoplastica. Esse procedimento ja esta programado para o0 seu diagnostico e
tratamento do seu problema de saude. Desse modo ndo sera necessario a realizacdo de
outro procedimento. A amostra destinada para esse projeto serd retirada na cirurgia.
Esse material é destinado ao congelamento e uma pequena fracdo do material sera
destinada para 0 nosso estudo. Todos os procedimentos serdo realizados em ambiente

hospitalar e sob anestesia geral. Alguns dos fatores que o médico ira considerar incluem
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tipo de lesdo, tamanho, localizacdo, quantidade de tumores e outros problemas clinicos

e preferéncias pessoais da paciente.

E importante ressaltar que a coleta de tecido n&o necessita de nenhuma
interferéncia, a mais, para vocé. O material utilizado para a pesquisa é
encaminhado para diagnostico, serd aproveitada uma pequena por¢do do material
coletado, sera colocado em recipiente estéril com soro fisiol6gico e encaminhado ao
Laboratério de Protedmica, Gendmica e Reparo de DNA no Instituto de

Biotecnologia da UCS para estudo.

I11. Os desconfortos ou riscos esperados

A cirurgia para resseccdo consiste num procedimento invasivo, pode trazer
preocupacao com a estética, desconforto e dor local. Excluindo outras implicagdes que
podem ocorrer em qualquer procedimento, esta pesquisa ndo causara nenhum incémodo
a mais para vocé. O procedimento de coleta do material ndo aumentara a média de

tempo do procedimento.

Rubricas:

Participante da pesquisa e/ou responsavel:

Pesquisador Responsavel:

IV. Os beneficios que se pode obter

Com esta pesquisa vocé podera contribuir para entendermos se os resultados obtidos
in vitro poderdo fornecer informacgdes sobre qual terapia apresentaria 0os melhores
resultados para o tratamento do cancer de mama e para no futuro ajudar o tratamento do

cancer e melhorar as perspectivas para pessoas que necessitam do tratamento.
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Permitindo que os médicos possam auxiliar as pessoas num tratamento mais rapido,

eficaz, menos agressivo e com efeitos colaterais minimizados.

V. Garantia de resposta a qualquer pergunta

Os pesquisadores, o patrocinador do estudo e a equipe médica responsavel garantem
a vocé prestar acompanhamento e assisténcia médica integral e gratuita pelo tempo que
for necessario em caso de danos decorrentes direta ou indiretamente da participacdo no
estudo, além de responder as suas perguntas e esclarecer suas duvidas.

O Dr. Maximiliano Cassilha Kneubil ird Ihe acompanhar gratuitamente independente
do resultado final ser satisfatorio, insatisfatorio ou apresentar complicacdo. No caso de
complicages cirurgicas serdo utilizados todos 0s meios médicos para evitar, reverter ou
minimizar as sequelas, entre os quais incluem-se exames de diagndstico, utilizacdo de
farmacos especificos para manejo da complicacdo e indicacdo de cirurgia sempre que

necessaria, 0s quais serao disponibilizados a vocé gratuitamente.

VII. Liberdade para abandonar a pesquisa sem prejuizo para si e esclarecimento

sobre retencao e descarte de material coletado

O tecido mamario coletado somente sera usado durante o periodo de vigéncia de
02 (dois) anos do projeto, assim neste periodo vocé terd liberdade em abandonar a
pesquisa, sem que isso envolva qualquer prejuizo para si, incluindo seu direito de
procurar obter indenizacdo por quaisquer danos eventuais relacionados a esta pesquisa,
retirar seu consentimento, e podera solicitar que o material doado seja encaminhado
para a destruicdo. Nao sera solicitado o patenteamento ou a utilizacdo comercial com
fins lucrativos de seu tecido mamaério coletado que ficara armazenado sob a
responsabilidade do Pesquisador Responsavel Profa. Dra. Mariana Roesch Ely e

institucional da Universidade de Caxias do Sul.

Além disso, vocé tera acesso gratuito as informacdes associadas ao seu material

biolégico humano armazenado e utilizado. A sua amostra de material bioldgico,
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armazenada, somente sera utilizada em novas pesquisas com sua autorizacdo e apos sua
assinatura em um novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (modelo
semelhante de documento que vocé esté lendo agora). O material bioldégico armazenado
é seu e vocé pode solicitar em qualquer momento o descarte dele e que nao seja mais
usado nesta pesquisa. Vocé sera informado sobre a perda ou apds o término desta
pesquisa da destruicdo (descarte em lixo hospitalar) de suas amostras biolégicas.

VIII. Sigilo e privacidade

O Pesquisador Principal, o patrocinador do estudo e a equipe médica responsavel
garantirdo sua integridade e seguranca, prevendo procedimentos que assegurem a sua
confidencialidade e a privacidade, protegendo a sua imagem e a ndo estigmatizacao dos
participantes da pesquisa, garantindo a vocé que néo utilizaremos suas informacdes para
seu prejuizo, inclusive em termos de autoestima, de prestigio e/ou de aspectos

econdmico-financeiros.

Os pesquisadores certificaram-me que durante o desenvolvimento desta pesquisa
sera mantido todo o sigilo, de acordo com os preceitos da ética medica. Os dados desta

pesquisa sdo confidenciais. E garantida a privacidade das pessoas que dela participarem.

Os arquivos com as informacdes obtidas nesta pesquisa estardo disponiveis somente
para a equipe envolvida com este estudo e as vias assinadas de consentimento serdo
guardadas em ambiente seguro e seunome em nenhum momento sera revelado em
publicacbes ou apresentacdes. Somente 0s dados obtidos com o estudo serdo publicados

nos meios cientificos, com sigilo absoluto do seu nome.

IX. Liberdade para se retirar da pesquisa a qualquer momento durante o periodo

de desenvolvimento

Vocé terd liberdade em abandonar a pesquisa, a qualquer momento sem que isso

acarrete qualquer prejuizo para si ou na continuidade do seu tratamento.
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X. Compromisso com informac&o atualizada do estudo

Durante este estudo e no que refere a sua pessoa, vocé tem o direito de ser informado
e atualizado do andamento do seu tratamento e da pesquisa. Caso vocé tiver novas
perguntas sobre este estudo, pode chamar a Pesquisadora Responsavel Profa. Dra.
Mariana Roesch Ely (54) 98121-6804 o Pesquisador Responsavel Dr. Maximiliano
Cassilha Kneubil no telefone (54) 99698-2800, Pesquisadora envolvida Emyle da Silva
Brum (54) 99922-6545 ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Caxias do Sul (CEP/UCS) criado para aprovar ética e cientificamente as pesquisas
envolvendo seres humanos, bem como, acompanhar e contribuir com 0 Seu
desenvolvimento. O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Caxias do Sul
(CEP/UCS) localiza-se na Rua Francisco Getulio Vargas, n° 1130, Sala 106, Bloco M.,
Caxias do Sul — RS, CEP 95070-560, telefone (54) 3218-2829, horario de atendimento
de segunda-feira a sexta-feira das 8h as 11h30min e das 13h30min as 18h.

XI. Declaracdo de publicacdo e consentimento de coleta e utilizagdo do tecido

adiposo coletado

(participante ou responsavel) autorizo a coleta, 0 armazenamento e a utilizacdo do
tecido mamario coletado, e fui informado(a) dos objetivos de maneira clara e detalhada
de que meu material sera utilizado para o propésito desta pesquisa. Também fui
informado(a) que o tecido mamario coletado serd armazenado e isto somente sera
permitido com minha autorizacdo e ap6s minha assinatura em um novo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido somente apds aprovacdo do sistema CEP-CONEP.
Recebi explicacGes do procedimento e tratamento que receberei, esclarecendo todas as
minhas davidas. O Pesquisador Responsavel Dr. Maximiliano Cassilha Kneubil
certificou-me que durante o desenvolvimento desta pesquisa sera mantido todo o sigilo,
de acordo com os preceitos da ética médica e que ird me acompanhar gratuitamente pelo

tempo que for necessario independente de o resultado final da cirurgia ser satisfatorio,
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insatisfatorio ou apresentar complicacdo. Declaro ainda, que os dados obtidos com o
estudo podem ser publicados nos meios cientificos, com sigilo absoluto do meu nome e

com toda minha seguranca.

Declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo Pesquisador
Responsavel, Pesquisador Cirurgido Responsavel e por mim, tendo todas as folhas por
nds rubricadas.

Assinatura Paciente ou Responsavel Data
Assinatura Pesquisador Cirurgido Responsavel Data
Este formulario foi 1O  Para......ccccoeiiiiiiiic e pelo

Pesquisador Cirurgido Responsavel Dr. Maximiliano CassilhaKneubilenquanto eu

estava presente.

Assinatura Nome da Testemunha Data

XII. Assinatura do Pesquisador Responsavel, local e telefone a ser encontrado a

qualquer momento

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

105



Nome do Pesquisador Responsavel: Mariana Roesch Ely

Local a ser encontrado: Rua Francisco Getulio Vargas, n° 1130, Sala 206, Bloco 57. Caxias do
Sul — RS, CEP 95070-560. Telefone: (54) 32182100/2682.

Pesquisador Responsavel:

Rubricas:

Participante da pesquisa e/ou responsavel:
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