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Resumo

O céancer de mama é o segundo céncer mais comum do mundo. E uma doenca
complexa e heterogénea com diversas caracteristicas clinicas, histologicas, origem
celular, mutagdes, progndstico e possibilidades terapéuticas. Uma subpopulacao de
células com a capacidade de auto-renovacdo, proliferagdo celular e maior resisténcia a
quimioterdpicos tem sido descrita no cancer de mama, sendo estas denominadas células-
iniciadoras tumorais (CITs). O objetivo deste trabalho consistiu em revisar e integrar ,
por meio de meta-analise, os estudos que investigaram as possiveis associagdes entre
células iniciadoras tumorais, definidas pelo fendtipo CD44+/CD24-/low e expressao de
ALDH, por método de imuno-histoquimica, e aspectos prognosticos do cancer de
mama. Vinte estudos preencheram os critérios de inclusdo para esta meta-andlise, 13
avaliaram o fenotipo CD44+/CD24-/low, 11 avaliaram a expressdao de ALDH e quatro
estudos avaliaram ambos marcadores. Os resultados da meta-analise demonstram
associacoes estatisticamente significativas entre o fenotipo triplo negativo e as CITs,
incluindo tanto a expressdo do fendtipo CD44+/CD24-/low (p < 0,0001), como a
expressao de ALDH (p = 0,0004). Associagdes investigadas para a hiperexpressao de
HER?2 apresentaram resultados conflitantes, sendo que fendtipo CD44+/CD24-/low nao
foi associado de forma significativa a este parametro (p = 0,1989), enquanto a expressao
de ALDH esteve significativamente associada ao HER2 (p < 0,0001). Uma associagao
inversa, porém, estatisticamente significativa, foi observada entre a presenca de
metéstases linfonodais € o fenotipo CD44+/CD24-/low (p = 0,0047), enquanto a
expressao de ALDH ndo esteve significativamente associada a este parametro (p =
2019). Com base nas analises realizadas, ¢ possivel concluir que os marcadores
CD44+/CD24-/low e ALDH representam uma importante ferramenta na identificagdo
de células tumorais nos carcinomas mamarios € que as associagdes estatisticas
observadas criam perspectivas importantes para o desenvolvimento de terapias
moleculares baseadas na presenca de CD44+/CD24-/low e de ALDH no tratamento dos

carcinomas triplo negativos.

Palavras chave: cancer de mama, triplo negativo, células iniciadoras tumorais,

prognostico.



Abstract

Breast cancer is the second most common cancer in the world. It is a complex
and heterogeneous disease with diverse clinical features, cellular origin, histological
types, mutations, prognosis and therapeutic possibilities. A subpopulation of cells with
the ability of self-renewing, increased proliferation and resistance to chemotherapy has
been described in breast cancer, named tumor-initiating cells (TICs). The aim of this
study was to review and integrate, through meta-analysis, the studies that have
investigated the possible associations between tumor-initiating cells, defined by
CD44+/CD24-/low phenotype and ALDH expression, by using immunohistochemistry,
and prognostic aspects of breast cancer. Twenty studies met the inclusion criteria for
this meta-analysis, 13 evaluated the CD44+/CD24-/low phenotype, 11 evaluated the
expression of ALDH and four studies evaluated both markers. The results of the meta-
analysis demonstrated statistically significant associations between the triple negative
phenotype and the CITs, including both the expression of CD44+/CD24-/low phenotype
(p < 0.0001), as the expression of ALDH (p = 0.0004). Associations investigated for
HER2 overexpression presented conflicting results, whereas CD44+/CD24-/low
phenotype was not significantly associated with this parameter (p = 0.1989), ALDH
expression was significantly associated with HER2 (p < 0.0001). An inverse
association, however, statistically significant, was observed between the presence of
lymph node metastases and CD44+/CD24-/low phenotype (p = 0.0047), while the
expression of ALDH was not significantly associated with this parameter (p = 2019).
Based on the analyses carried out, it can be concluded that the markers, CD44+/CD24-
/low and ALDH, represent an important tool in identifying tumor initiating cells in
breast carcinomas and that statistical associations observed in this study raise important
perspectives for developing molecular therapies based on presence of the
CD44+/CD24-/low phenotype and ALDH expression in the treatment of triple-negative

breast carcinomas.

Key words: breast cancer, triple negative, tumor initiating cells, prognostic.
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1. Introducao

O cancer de mama ¢ uma doenca complexa e heterogénea no que se diz respeito
as caracteristicas clinicas, histologicas, origem celular, mutagdes, prognostico,
possibilidades e respostas terapéuticas. (CETIN et al., 2014).

Células iniciadoras tumorais (CITs) representam uma subpopulagdo celular
distinta que constitui parte do volume tumoral, apresentando alta capacidade de
proliferacdo e vida mais longa que as demais células tumorais (BERNARDI, et al.,
2011). As CITs sdo capazes de formar tumores semelhantes aqueles dos quais se
originaram, apresentam capacidade de auto-renovacao, resisténcia a apoptose,
crescimento independente e potencial metastatico (DONTU et al., 2005).

No cancer de mama, as CITs sdo caracterizadas pelo fendtipo CD44+/CD24-
/low e pela expressao de ALDH (AL-HAIJJ et al., 2003; GINESTEIR et al., 2007; ALI
et al., 2011; TSANG et al.,, 2012). A andlise desses marcadores por meio de imuno-
histoquimica tornou-se possivel nos ultimos anos, permitindo o desenvolvimento de
inimeros estudos que avaliaram a presenca de CITs em espécimes tumorais de arquivo,
fixados em formol e incluidos em parafina. Entretanto, os resultados sdo controversos e
dispersos, o que motivou a realizacdo de uma meta-analise integrando o maior numero
possivel de resultados.

Este estudo apresenta um referencial téorico sobre as principais caracteristicas
dos carcinomas mamarios € uma meta-analise que integra estudos que avaliaram as
possiveis associagoes entre o fenotipo CD44+/CD24-/low e a expressao de ALDH, que
caracteriza a presenca de CITs, e aspectos prognosticos do cancer de mama, incluindo o
fenotipo triplo-negativo, a hiperexpressdo de HER2 e o comprometimento metastatico

de linfonodos regionais.

1.1 Epidemiologia do cancer de mama

O cancer de mama ¢ o segundo cancer mais comum do mundo, sendo o mais

frequente entre as mulheres, estimando 1,67 milhdes de novos casos diagnosticados em

2012 (25% de todos os casos de cancer). O cancer de mama € a quinta maior causa de



morte entre todos os casos de cancer e a maior causa de morte entre as mulheres de
paises em desenvolvimento (324.000 mortes, 14.3% do total). E também a segunda
maior causa de morte por cancer em paises desenvolvidos (198.000 mortes, 15,4%),
perdendo apenas para o cancer de pulmao (GLOBOCAN 2012). Estima-se que, no
Brasil, serao diagnosticados 57.120 novos casos de cancer de mama no ano de 2014

(Figura 1), um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres.

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para o ano de 2014 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Localizacdo primaria casos novos %
" MamaFeminina 57120  : 20,8%
Mulheres )
Cdlon e Reto 17.530 6,4%
Colo do Utero 15.590 5,7%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 10.930 4,0%
Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Estémago 7.520 2,7%
Corpo do Utero 5.900 2,2%
Ovario 5.680 2,1%
Linfoma nao Hodgkin 4.850 1,8%
Leucemias 4.320 1,6%

Fonte: Adaptado de INCA 2014

Em Goias, sdo estimados 1.500 novos casos no ano de 2014. Nos ultimos 40
anos, a sobrevida vem aumentando nos paises desenvolvidos, sendo atualmente de 85%
em cinco anos, enquanto, nos paises em desenvolvimento, permanece com valores entre
50% e 60%. O cancer de mama ¢ a maior causa de morte por cancer nas mulheres em
todo o mundo, com cerca de 520 mil mortes estimadas para o ano de 2012 (INCA

2014).

1.2 Fatores de risco para o cancer de mama



Varios fatores de risco para o cancer de mama ja foram identificados. A historia
familiar aumenta até trés vezes a chance de cancer de mama, assim como algumas
mutacoes que aumentam de forma significativa este risco, particularmente nos genes
BRCAT1, BRCA2 e p53. No entanto, estas mutagdes sdo responsaveis apenas por uma
pequena parcela de casos. Fatores reprodutivos associados a exposicao prolongada de
estrogenos enddgenos, como menarca precoce, menopausa tardia e idade avancada a
primeira gestacdo sdo considerados os  fatores de risco mais importantes no
desenvolvimento do cancer de mama (IARC, 2008). Excluindo os fatores reprodutivos,
os fatores de risco mais importantes sdo uso abusivo de &lcool, a obesidade e o

sedentarismo.

1.3 Classificacao histologica do cancer de mama

Carcinomas invasivos da mama sao subdivididos de acordo com seu padrao de
crescimento e grau de diferenciacdo (quanto a semelhanga do tumor com o tecido
mamario normal). Apesar do tipo histologico fornecer informacdes progndsticas
importantes, a maioria dos tumores nao tem caracteristicas especiais especificas
(RAKHA et al., 2010). De acordo com a quarta edicdo da classificacdo de tumores de
mama da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), em relacao aos tumores invasivos, sao
reconhecidos o carcinoma mamario invasivo de tipo nao especial e mais de 20 tipos
histologicos especiais definidos predominantemente por critérios morfoldgicos

(GOBBI, et al., 2012) (Quadrol).

Usualmente identificado na préatica médica como carcinoma ductal invasivo
(CDI), o carcinoma mamario invasivo de tipo ndo especial corresponde a cerca de 70%
dos casos, sendo definido como uma neoplasia epitelial mamaria invasiva que nado
preenche critério para nenhum tipo especial (SINN, et al 2013). Portanto, por defini¢ao,
constitui um grupo de tumores bastante heterogéneo. J& os tipos histologicos especiais
sd0 mais homogéneos, com critérios diagndsticos mais rigidos, dos quais o carcinoma
lobular invasivo (CLI) ¢ o mais prevalente (~15%). Entretanto, ¢ importante frisar que
ndo ¢ incomum uma mesma neoplasia apresentar areas com diferentes morfologias,
sendo denominadas neoplasias de padrao misto ( GOBBI, et al., 2012; SINN, et al.,
2013).



Tabela 1: Classificagdo histoldgica do carcinoma mamario invasivo

Tipos histologicos

Carcinoma invasivo de tipo nao especial
Carcinoma lobular invasivo

Carcinoma tubular

Carcinoma cribriforme

Carcinoma com caracteristicas medulares
Carcinoma metaplasico

Carcinoma com diferenciacao apdcrina
Carcinoma adenoide cistico

Carcinoma mucoepidermoide

Carcinoma polimorfo

Carcinoma mucinoso ¢ carcinoma com células em anel de sinete
Carcinoma com caracteristicas neuroenddcrinas
Carcinoma papilifero invasivo

Carcinoma micropapilifero invasivo
Carcinoma secretor

Carcinoma oncocitico

Carcinoma sebaceo

Carcinoma rico em lipideos

Carcinoma de células claras rico em glicogénio

Carcinoma de células acinares

Fonte: (OMS, 2012)

1.4 Fatores progndsticos e preditivos para o cancer de mama

Fatores prognosticos sdo parametros possiveis de serem mensurados no
momento do diagnéstico e que servem como preditor da evolucdo do tumor e da
sobrevida do paciente. Uma variedade de fatores clinicos e patologicos sao
rotineiramente utilizados para categorizar pacientes com cancer de mama, a fim de
avaliar o prognoéstico e determinar o tratamento adequado (MACIEJCZYK et al., 2013).
Estes fatores sdo: idade do paciente, comprometimento linfonodal, tamanho do tumor,

caracteristicas histologicas (principalmente grau histoldgico), expressao de receptores



hormonais e expressao de HER2 (FITZGIBBONS et al., 2000; SCHNITT et al., 2010;
RAKHA et al., 2010; MACIEJCZYK et al., 2013). Tradicionalmente, fatores
prognosticos auxiliam os médicos na escolha de quais pacientes necessitam ou ndo de
terapia adjuvante, enquanto os fatores preditivos indicam qual terapia ¢ a mais
apropriada para cada paciente (Figura 2). Logo, o maior beneficio da classificagdo
prognostica ¢ identificar aqueles pacientes que ndo necessitam de terapia adjuvante e,

portanto, evitar efeitos adversos desnecessarios (LONNING et al., 2007).

Figura 2 . A funcao dos fatores prognosticos e preditivo

Fatores Preditivos Fatores Prognésticos
QUAL melhor tratamento QUEM precisa de tratamento

ESCOLHA TERAPEUTICA

1 - Evitar tratamento inadequado

2 - Individualizar o tratamento

Fonte: Adaptado LONNING et al., 2007

Neste contexto, os fatores progndsticos devem ser distinguidos dos fatores
preditivos. Sendo os primeiros relacionados com a historia natural da doenga, enquanto
os fatores preditivos estdo relacionados com a resposta a um determinado tratamento.
Alguns fatores, como receptores hormonais e expressdo de HER2, sdo considerados
tanto fatores progndsticos como fatores preditivos (BRADLEY et al., 2007)

Nos casos de cancer de mama em estagio inicial, os fatores cldssicos mais
utilizados na pratica clinica incluem o comprometimento linfonodal, o tamanho do
tumor e grau histologico. A graduagdo histologica Scarff-Bloom-Richardson,

modificado por Nottingham (Elston-Ellis), conhecida como o Sistema de Classificacdo



de Nottingham (SCN), ¢ o sistema de gradacao recomendado por varias organizagdes
internacionais como a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), American Joint
Committee on Cancer (AJCC), European Union (EU), and the Royal College of
Pathologists (UK RCPath). A relevancia prognostica do SCN em cancer de mama foi
inicialmente demonstrada em 1991 e posteriormente validada em varios estudos
independentes (RAKHA et al., 2010).

1.4.1 Fatores prognosticos classicos para o cancer de mama

1.4.1.1 Comprometimento linfonodal

O comprometimento linfonodal ¢ o fator prognostico mais importante no cancer
de mama e tem se mostrado como o indicador mais importante de sobrevida livre de
doenca e sobrevida global (VERONESI et al., 1993; FITZGIBBONS et al., 2000;
RAKHA et al., 2010;). Macrometastases (>0.2cm) tem papel prognostico ja bem
definido, no entanto, a presenca de micrometastases ainda ndo estd bem estabelecida
(BOER et al., 2010; GOLDHIRSCH et al., 2011). A vasta maioria de pacientes com
comprometimento linfonodal ¢ candidata a terapia sistémica adjuvante. Para aqueles
casos sem linfonodos comprometidos, o tratamento adjuvante ainda ¢ um desafio, pois a
maioria destes ¢ curada apenas com tratamento cirurgico, sendo, portanto, de extrema
importancia a utiliza¢do de outros fatores prognoésticos para melhor estratificacao destes

pacientes (WONG et al., 2002; BRADLEY et al., 2007).

1.4.1.2 Grau histoldgico

O valor prognostico do grau histologico foi validado em varios estudos
independentes e em analises multivariadas. Os estudos demonstraram uma associagdo
entre tumores de alto grau e outras variaveis de pior progndstico como metdstase
linfonodal, tumores grandes, invasdo linfovascular e expressdo de biomarcadores de
pior progndstico como negatividade para receptor de estrogeno (RE), a expressao de
HER2 e mutagdes em p53 (RAKHA et al.,, 2010). O grau histolégico tem valor
prognostico equivalente ao do status linfonodal, sendo considerado melhor do que o do

tamanho tumoral ( O’MALLEY ET AL., 2011). Todos os carcinomas mamarios



invasivos devem ser graduados, exceto os carcinomas medulares, e deve-se especificar
o sistema de graduacdo escolhido. O sistema de Nottingham (Scarff-Bloom-Richardson
modificado por Elston-Ellis) ¢ o mais recomendado mundialmente (FITZGIBBONS et
al., 2000).

O grau histologico € baseado no grau de diferenciagdo do tecido tumoral e trata-
se de uma avaliacdo semiquantitativa das caracteristicas morfologicas (RAKHA et al.,
2010; SCHNIT et al., 2010). O método ¢ eficaz, de baixo custo e relativamente simples,
necessitando apenas de adequado preparo do material (fixacdo adequado do tecido),
escolha do bloco mais representativo e avaliacdo de acordo com recomendagdes
internacionais e por patologista experiente (TAVASSOLI et al., 2003). O método de
graduacao envolve a analise de trés componentes morfoldgicos e, para cada um deles, ¢
dado o escore que pode variar de 1 a 3. Os componentes avaliados sdo: a) formagao
tubular/acinar; b) atipia nuclear/pleomorfismo; ¢) indice mitotico (Quadro 2). Apds a
avaliacdo de cada componente, individualmente, os escores sdo somados e, finalmente,
¢ dado o grau histologico do tumor ( Quadro 3) (TAVASSOLI et al., 2003; SCHNIT et
al., 2010; O'MALLEY ET AL., 2011).

Quadro 2. Grau histolégico - sistema de graduacao histoldgica de Nottingham
* Avaliacdo de mitoses em dez campos de grande aumento (objetiva de 40x

com campo de 0,40 mm de didmetro).

Escore 1 Escore 2 Escore 3
x > 75% da area 10-75% da area < 10% da area
Formacgao . i R
tumoral ¢é formada por tumoral ¢é formada por tumoral ¢é formada por
tubular/
. estruturas estruturas estruturas
acinar . . .
glandulares/acinares glandulares/acinares glandulares/acinares
Nucleo pequeno, Nucleo

Células maiores
do que as células
epiteliais normais, nicleo
vesiculoso, moderada
variabilidade de forma e

com discreto aumento de
tamanho em relagéo as
células epiteliais normais,
contornos regulares e

vesiculoso, nucléolo
proeminente, acentuada
variabilidade de tamanho
e forma, ocasionalmente

Atipia nuclear
/ pleomorfismo

cromatina nuclear com células muito
. tamanho .
uniforme. grandes e bizarras.
Indice mitético* < 4 mitoses 5 a 9 mitoses > 10 mitoses

Fonte : Scarff, Bloom e Richardson modificado por Elston e Ellis



Quadro 3. Grau histologico — Escore total - sistema de graduacao histologica

de Nottingham
Grau Histologico Escore total
Grau 1 3as
Grau 2 6 ou’7
Grau 3 8ou9

Fonte: Scarff, Bloom e Richardson modificado por Elston e Ellis

1.4.1.3 Tamanho do tumor

O tamanho do tumor ¢, hd muito tempo, reconhecido como fator progndstico
independente e um fator preditor de metastase linfonodal, ou seja, tumores grandes tém
sido associados com maior risco de metastase para linfonodos regionais (SEIDMAN et
al., 1995; BRADLEY et al., 2012). A incidéncia de metéstase linfonodal em pacientes
com tumores menores que 1,0 cm varia de 10 a 20%, e aquelas pacientes com tumores
menores que 1,0 cm e sem metastase linfonodal t€ém 10 anos de sobrevida livre de
doenca em 90% dos casos. Apesar de ser um bom fator prognostico/ preditivo, este
parametro apresenta algumas limitacdes como variagdes inter-observadores, medi¢do
macroscopica ou microscopica, medicdo em uma ou trés dimensdes, entre outras

(FITZGIBBONS et al., 2000).

1.4.2. Biomarcadores moleculares classicos no cancer de mama

Os marcadores tumorais (ou biomarcadores) sdo substincias presentes no
tumor, no sangue ou em outros liquidos bioldgicos, produzidos primariamente por ele
ou, secundariamente pelo paciente, em resposta a presenca do tumor (EISENBERG et

al., 2001; MACIEJCZYK et al., 2013). Eles podem ser classificados em biomarcadores

diagnosticos (utilizados na identificacdo da doenga, na subtipagem ou no estadiamento),
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biomarcadores progndsticos (promovendo uma estimativa da sobrevida e o risco de
recorréncia) e biomarcadores preditivos (identificando a chance de resposta ou risco de
resisténcia a um determinado tratamento). Entretanto, vale ressaltar que um mesmo
biomarcador pode exercer mais de uma destas funcdes (SCHNITT et al., 2010;
O,MALLEY etal., 2011). A utilizagdo dos biomarcadores na avaliagdo do prognostico e
para escolha terapéutica do cancer de mama tem crescido muito nos ultimos anos.
Muitos desses marcadores, foram inicialmente identificados através de estudos
moleculares ou bioquimicos e podem agora ser localizados em cortes de tecido pelo uso
da técnica de imuno-histoquimica (EISENBERG et al., 2001). Estudos mostram a
existéncia de mais de 200 biomarcadores com potencial valor diagnostico, prognostico e
preditivo no cancer de mama, no entanto, de todos eles, apenas trés - receptor de
estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e HER2 — sdo amplamente aceitos e
recomendados nos testes de rotina, na avaliacdo de cancer de mama invasivo

(O,MALLEY etal., 2011).

1.4.2.1 Receptores hormonais

A avaliagdo da expressdo de receptores hormonais ¢ de extrema importancia
tanto prognostica quanto preditiva. Como fator preditivo, a positividade destes
marcadores prediz o beneficio da terapia hormonal adjuvante, incluindo inibidores de
aromatase, tamoxifeno e tratamento oral com moduladores de receptores de estrogénio.
Como fator prognodstico, a positividade para receptores hormonais esta associada a
redug¢do da mortalidade em comparacdo com as mulheres com receptores hormonais
negativos (BRADLEY et al., 2012). A expressao do receptor de estrogénio (RE) ¢ sem
davida o mais importante biomarcador em cancer de mama, pois ele fornece o indice de
sensibilidade ao tratamento enddcrino. Tumores RE-positivos usam o esterdide
hormonal estradiol como seu principal estimulo para crescimento. Os receptores de RE
sdo, portanto, o alvo direto das terapias enddcrinas. O tratamento com tamoxifeno, nos
casos RE-positivos, reduz até¢ 31% a taxa anual de morte por cancer de mama. A
expressao do RP ¢ fortemente dependente do presenca de RE. Tumores expressando RP
mas nao o RE sdo incomuns e representam 1% de todos os casos de cancer de mama,

nestes, alguns beneficios limitados com uso de tamoxifeno foram descritos, por isto a
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terapia endocrina ¢ ainda amplamente recomendada ( ALLRED et al., 2010;

GOLDHIRSCH et al., 2011;).

1.4.1.2 HER2

O HER-2/neu, também denominado c-erbB-2 ou HER-2, ¢ considerado um
protoncogene humano, localizado no cromossomo 17q, responsavel pela codificacao de
uma glicoproteina transmembrana que atua como receptor de fator de crescimento
(RFC) e apresenta atividade de tirosina quinase especifica (ALLRED et al., 2010). Em
quantidades normais, tem um papel importante no crescimento ¢ desenvolvimento de
uma vasta categoria de células epiteliais (VERMA et al., 2012). HER2 est4 envolvido
em inumeras vias importantes de regulacao que envolvem proliferagcdo, sobrevivéncia,
motilidade celular e invasdao. Slamon et al., em 1987, foram os pioneiros a relacionar a
amplificacao do gene HER2/neu com o progndstico em pacientes com cancer invasivo
de mama, demonstrando o valor da amplificacio de HER2/neu como fator preditivo
significativo de tempo livre de doenga e de sobrevida geral em pacientes axila-positiva
com cancer de mama (SALES et al., 2004). Tanto a amplificagdo do gene HER2, quanto
a superexpressao da proteina, estao relacionadas com alto grau histologico, tamanho do
tumor, status nodal, idade da paciente ao diagndstico, assim como status de RE e pior
evolucdo (OLMALLEY et al., 2011; WOLFF et al. 2013). A amplificacdo do HER2
ocorre em aproximadamente 20% dos casos de cancer de mama e esta associado com
diminui¢do da sobrevida (GOLDHIRSCH et al., 2011; VERMA et al., 2012).

Hé uma variedade de métodos disponiveis para a avaliacao do estado de HER2 e
estes podem ser divididos em métodos que pesquisam a amplificacdo do gene e em
métodos que investigam a hiperexpressao da proteina HER2 (SALES et al., 2004).
Atualmente, os dois métodos mais utilizados sdo imuno-histoquimica (IHQ) - para
avaliacdo da superexpressao da proteina — e hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) —
para detec¢ao da presenca ou auséncia de amplificagdo génica. Ambas tecnologias
apresentam limitagcdes, portanto, devem ser utilizadas de forma complementar. Na
maioria das recomendacdes, sugere-se a utilizacdo da THQ e, em casos duvidosos, a
utilizacao do FISH. H4 um escore amplamente aceito para avaliagdo de HER2 pela ITHQ

(Quadro 4), em que os tumores sdo divididos em tumores HER2 negativos ( 0 ou 1+) ,
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HER2 duvidosos (2+) e HER2 positivos (3+) (O,MALLEY et al., 2011; WOLFF et al.
2013).

Quadro 4. Escore de marcacdo HER2 — Critérios para avaliacdo de HER2 por
[HQ

Expressao Critérios de marcacio

HER2

Sem marcag¢ao ou marcagao de

0 Negativa membrana em menos de 10% das células
tumorais
. Marcagao de membrana fraca e parcial
1+ Negativa ¢ p

em mais de 10% das células tumorais

Marcagao de membrana de fraca a
2+ Duvidosa moderada, em toda a membrana, em mais 10%
e menos de 30% das células tumorais

Marcac¢ao de membrana forte e
3+ Positiva completa em menos de 30% das células
tumorais.

Fonte: O MALLEY et al., 2011

O grau de concordancia entre IHQ e FISH € excelente nos casos em que os
resultados sdo totalmente negativos (0 ou 1+) ou fortemente positivos (3+) pelo método
de THQ. Nos casos em que a positividade ¢ fraca por IHQ (2+), apenas 10% a 30%
revelam amplificacdo génica pelo FISH (SALES et al., 2004; WOLFF et al. 2013).
Tumores HER2 positivos (que hiperexpressam a proteina HER-2) respondem ao
trastuzumabe, um anticorpo monoclonal que age diretamente contra o dominio
extracelular da proteina HER2, e ao lapatinibe, um inibidor da tirosinoquinase,
diferentemente dos tumores HER2 negativos. Varios estudos clinicos tém mostrado que
a utilizacdo de trastuzumabe adjuvante reduz a recidiva e mortalidade, em
aproximadamente 50 e 30% respectivamente, naquelas pacientes que apresentam

hiperexpressao de HER2 (GOLDHIRSCH et al., 2011; FIGUEREDO et al., 2013)
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1.5 Tratamento do cancer de mama

Nos tultimos 30 anos, o tratamento cirurgico do cancer de mama sofreu
profundas alteracdes e procedimentos menos mutiladores, com preservacdo importante
do tecido mamario, foram disseminados (O,MALLEY et al., 2011). Os pontos-chave
para determinagdo de um bom resultado oncologico do tratamento conservador sdo a
integragdo entre o controle local e a sobrevida global e resultados semelhantes desta
ultima quando comparada ao tratamento anteriormente considerado padrdo ouro
(mastectomia radical independente de estadiamento) (FIGUEREDO et al., 2013)

As modalidades terapéuticas disponiveis atualmente sdo a cirurgia e a
radioterapia para o tratamento loco-regional e a hormonioterapia e a quimioterapia para
o tratamento sistémico. A indicacdo de diferentes tipos de cirurgia depende do
estadiamento clinico, que consiste na avaliagdo do tamanho do tumor,
comprometimento linfonodal e presenca ou ndo de metastases (Quadro 5) e do tipo
histolégico. A cirurgia pode ser conservadora, ressec¢do de um segmento da mama
(engloba a setorectomia, a tumorectomia alargada e a quadrantectomia), com retirada
dos ganglios axilares ou linfonodo sentinela, ou ndo-conservadora (mastectomia)

(O,MALLEY etal., 2011).



Quadro 5. Estadiamento clinico (cTNM)
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Mama
Tis Carcinoma in situ
T1 <=2cm

Tlmic <=0,1 cm

Tla >0,1 cm até 0,5 cm
Tlb >0,5cmaté 1 cm
Tlc >1cmaté2cm

T2 >2cmaté 5 cm
T3 >5cm
T4 Parede toracica/pele

T4a  Parede toracica

T4b  Edema / ulceragdo cutanea, nodulos cutaneos satélites
T4c  Ambos T4ae T4b

T4d  Carcinoma inflamatorio

Linfonodos

N1Linfonodos axilares moveis

pN1lmi Micrometastase, > 0,2 mm, <= 2 mm

pNla 1-3 linfonodos axilares

pNIb Linfonodos mamarios

Internos com metastase

Microscopica por bidpsia de linfonodo sentinela, mas nao clinicamente aparente

pNlc  1-3 linfonodos axilares e mamarios internos com metastase microscopica por
biopsia de linfonodo sentinela, mas ndo clinicamente aparente

N2a Linfonodos axilares fixos

pN2a  4-9 linfonodos axilares

N2b Linfonodos mamarios internos, clinicamente aparentes

pN2b  Linfonodos mamarios internos, clinicamente aparentes, sem linfonodos axilares
N3a Linfonodos infra-claviculares

pN3a  >=10 linfonodos axilares ou infra-claviculares

N3b Linfonodos mamarios internos e axilares

pN3b  Linfonodos mamarios internos, clinicamente aparentes, com linfonodo(s) axilar(es)
ou >3 linfonodos axilares e mamarios internos com metastase microscopica por bidpsia
de linfonodos sentinela, mas nio clinicamente aparente

N3¢ Linfonodos supra-claviculares

pN3c  Linfonodos supraclaviculares
Estadio 0 Tis NO MO

Estadio IT1! NO MO
Estadio 1A TO N1 MO

T1! N1! MO

T2 NO MO
Estadio 11B T2 N1 MO

T3 NO MO
Estadio IITIA TO N2 MO

T1! N2 MO

T2 N2 MO

T3 NI, N2 MO
Estadio I1IB T4 NO, N1, N2 MO
Estadio I1IC Qualquer T N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N Ml
Nota: 1. T1 inclui o T1mic.
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Fonte: modificado de INCA 2014

1.5.1 Estadios I e 11

Nos casos de cancer de mama com estadio I e II, a conduta habitual consiste de
cirurgia, que pode ser conservadora, com retirada apenas do tumor; ou mastectomia,
com retirada da mama. A avaliagdo dos linfonodos axilares tem fungdo progndstica e
teraputica. ApoOs a cirurgia, o tratamento complementar com radioterapia pode ser
indicado em algumas situagdes. Ja a reconstru¢ao mamaria deve ser sempre considerada
nos casos de mastectomia. O tratamento sistémico serd determinado de acordo com o
risco de recorréncia (idade da paciente, comprometimento linfonodal, tamanho tumoral,
grau de diferenciagdo), assim como das caracteristicas tumorais que irdo ditar a terapia
mais apropriada. Essa ultima baseia-se principalmente na mensuracdo dos receptores
hormonais (receptor de estrogénio e progesterona) - quando a hormonioterapia pode ser
indicada; e também de HER-2 (fator de crescimento epidérmico 2)- com possivel

indicacdo de terapia biologica anti-HER-2 (INCA 2014).

1.5.2 Estadio III

Pacientes com tumores maiores, porém ainda localizados, enquadram-se no
estadio III. Nessa situagdo, o tratamento sist€émico (na maioria das vezes, com
quimioterapia) ¢ a modalidade terapéutica inicial. Apos resposta adequada, segue-se

com o tratamento local (INCA 2014).

1.5.3 Estadio IV

No estadio 1V, ¢ fundamental que a decisdo terap€utica busque o equilibrio entre
a resposta tumoral e o possivel prolongamento da sobrevida, levando-se em
consideragdo os potenciais efeitos colaterais decorrentes do tratamento. A modalidade
principal nesse estadio ¢ sistémica, sendo o tratamento local reservado para indicagdes
restritas. Atencao a qualidade de vida da paciente com cancer de mama deve ser

preocupacao dos profissionais de satde ao longo de todo o processo terapéutico.
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O tratamento do cancer de mama, conforme prevé a Politica Nacional de
Atengdao Oncologica, deve ser feito por meio das Unidades de Assisténcia de Alta
Complexidade em Oncologia (Unacon) e dos Centros de Assisténcia de Alta
Complexidade em Oncologia (Cacon), que fazem parte de hospitais de nivel terciario.
Este nivel de atencdo deve estar capacitado para determinar a extensdo da neoplasia
(estadiamento), tratar, cuidar e assegurar a qualidade da assisténcia oncologica (INCA

2014).

1.6 Classificacao molecular dos tumores mamarios

Em 2000, foi publicado o primeiro trabalho com uma avaliagdo molecular mais
ampla do cancer de mama (incluindo a andlise de milhares de genes simultaneamente)
que abriu novos horizontes na classificacdo do cancer de mama (PEROU et al., 2000).
Foram identificadas diferengas na expressao génica (RNA mensageiro) de uma série de
tumores de mama que permitia a separacdo dos casos em alguns subgrupos. Uma
analise detalhada da lista de genes com alta e baixa expressdo em cada grupo permitiu
identificar os perfis de expressdo génica, ou assinaturas genéticas, caracteristicos de
cada grupo. Por fim, baseado na similaridade com algumas células do epitélio mamario
os grupos foram denominados: “Luminal” quando a assinatura genéticas se assemelhava
a cé€lula luminal do ducto mamadrio; “Basal-simile” quando se assemelhava a célula
basal e “Her-2” quando os tumores apresentavam um perfil com hiperexpressao do gene
Her2 ou moléculas por ele reguladas na sua via de sinalizagdo celular. (PEROU et al.,
2000).

Uma outra versao usando IHQ vem sendo aplicada para traduzir o conhecimento
adquirido ao nivel do mRNA para o nivel protéico. Através da combinagdo da expressao
protéica dos receptores de estrégenos (RE), receptores de progesterona (RP) e HER2,
sendo possivel identificar o grupo luminal (ER+/PR+/HER2- ou ER+/PR-/ HER2-),
HER2 (HER2+) e um grupo chamado triplo negativo (ER-/PR-/ HER2-)
(GOLDHIRSCH et al., 2011; MACIEJCZYK et al., 2013). A sobreposicao destes
grupos com aqueles descritos originalmente ndo ¢ perfeita, ja que a expressao génica
esta sujeita a regulacao poés-transcricional que faz com que o nivel de expressao génica

possa ser distinto do nivel de expressao protéica. Mesmo com todas as limitagdes, esta
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classificagdo molecular através da IHQ tem ganhado popularidade porque os grupos
estao associados com tratamentos especificos (GOLDHIRSCH et al., 2011).

Os subtipos moleculares mais frequentes sdao os luminais (A e B), que
representam aproximadamente 60% dos carcinomas mamarios. O subtipo luminal A, o
mais frequente, ¢ composto por tumores, em geral, de baixo grau histoldgico, que
revelam alta expressao de receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP) e baixos
indices de proliferagdo celular (SCHNITT ET AL., 2010). Neste grupo, a
hormonioterapia se constitui numa forma eficaz de terapéutica adjuvante ao tratamento
cirtirgico. O segundo subtipo ¢ o luminal B, no qual as neoplasias apresentam maior
grau histologico que no subtipo luminal A, além de apresentarem maiores taxas de
proliferagdo celular. Esse ultimo dado favorece o uso de quimioterapicos e
hormonioterapia como tratamentos complementares ao tratamento cirargico, neste
subgrupo (GOLDHIRSCH et al.,2011). Os outros dois subtipos relevantes, pela sua
frequéncia e evolucao clinica, sio o HER2 e basal-simile, respondendo por 15% dos
carcinomas cada um. Ambos tem como caracteristica marcante a nao expressao de RE e
RP. O primeiro se caracteriza por amplificagdo do oncogene HER2, que est4 associada
ao perfil metastatico, de maior agressividade clinica. Esses tumores apresentam em
geral, alto grau histologico e nuclear, além de elevada taxa de proliferacao celular. O
subtipo basal-simile ¢ considerado o mais agressivo clinicamente (SCHNITT ET AL.,
2010; WOLLF ET AL., 2013). E representado por tumores com alto grau (histologico e
nuclear) e altos indices de proliferacdo celular. Parte desses tumores sdo denominados
de triplo negativos (TN), pois a maior parte deles nao apresenta expressao IHQ de
nenhum dos marcadores prognoésticos, ou seja, RE, RP e HER2 negativos (SCHNITT
ET AL.,2010 ; OOMALLEY et al., 2011).

1.6.1 Cancer de mama triplo-negativo (TN)

O cancer de mama exibe marcadores especificos, os quais sdo utilizados para
predizer resposta da doenca ao tratamento e planejar terapéutica (PAYNE et al 2008;
MACIEJCZYK et al, 2013). O uso rotineiro dessa avaliacio de marcadores
prognosticos permitiu a identificagdo de um subgrupo especial de tumores,

reconhecidos pela auséncia de expressdo de receptores hormonais (estrogénio e
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progesterona) e de HER2, chamados carcinomas de mama triplo-negativos (TN)
(MACIEJCZYK et al., 2013; CETIN et al., 2014).

O cancer de mama triplo negativo ¢ definido como um carcinoma da mama que
ndo apresenta expressdo de receptores hormonais (estrogénio e progesterona) nem de
HER?2 a imuno-histoquimica ou ao estudo citogenético. Entre 10 a 17% dos carcinomas
de mama sdo triplo-negativos. Tais tumores representam um desafio terapéutico ao
oncologista, uma vez que ndo sdo responsivos ao tratamento hormonal ou a terapia
direcionada ao HER2 (trastuzumab), deixando o papel terapéutico principal a
quimioterapia (BORI et al., 2008). O cancer de mama TN ¢ mais frequente em pacientes
jovens, em pacientes que possuem mutagdo no gene BRCA1l e em grupos étnicos
especificos (mulheres afrodescendes e hispanicas) (ENGEBRAATEN et al., 2013). O
comportamento clinico do cancer de mama triplo-negativo (TN) ¢ classicamente mais
agressivo do que os demais tumores de mama ( MAHAMODHOSSEN et., 2013).
Geralmente, sdo tumores grandes, de alto grau histologico e de crescimento rapido. As
diferencas entre o status nodal dos TN e dos ndo triplo-negativos (NTN) ainda ndo
estdio bem definidas. No entanto, sabe-se que os tumores TN apresentam mais
metéstases para 6rgaos solidos do que os tumores NTN (Figura 3) (FOULKES et al.,
2010 ; CETIN et al., 2014), consequentemente, a sobrevida dessas pacientes ¢ inferior a

daquelas com outras neoplasias mamarias (CETIN et al., 2014).
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Figura 3 — Sitios de metastases a distdncia em tumores triplo-negativos ¢ nao-

triplo-negativos.

Tumores triplo- i Tumores ndo-
negatives triple-negativos

Mais alto em
tumores
HER2 +

Pulmao 40%

Flgado 20%

Fonte: modificado de FOULKES et al.

1.7 Células-Iniciadoras Tumorais (CITs)

Nos ultimos 30 a 40 anos, varios estudos t€m demonstrado que as caracteristicas
conhecidas das células-tronco, como capacidade de auto-renovagdo, capacidade de se
desenvolver em multiplas linhagens e alto potencial proliferativo, também podem ser
encontradas em algumas células tumorais (JORDAN et al., 2006). O termo célula-

iniciadora tumoral (ou célula-tronco tumoral) se refere a uma pequena propor¢do de



20

células tumorais que tém a capacidade de auto-renovacdo continuada, capacidade de
formar outra massa tumoral e capacidade de originar diferentes tipos de células tumorais
(MCDERMOTT et al., 2010). Sob esse conceito de carcinogénese, a capacidade de
autorrenovagdo seria responsavel pela manutencdo (multiplicacdo e imortalidade)
tumoral e a capacidade de diferenciagdo pela heterogeneidade (polimorfismo) de uma

neoplasia desenvolvida (Figura 4).

Figura 4. Células-tronco - Tecidos normais sdo originados de células-tronco
que crescem e se diferenciam para criarem populagdes de células progenitoras e células
maduras. As principais caracteristicas da célula-tronco sdo a habilidade de auto-
renovacdo (seta vermelha curva), habilidade de originar células de linhagens diferentes
(células de cores diferentes) e importante capacidade proliferativa. As células-troco
tumorais sdo originadas de células-tronco ou células progenitoras e em seguida crescem

e se diferenciam para criar o tumor.
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Fonte: modificada de JORDAN et al. (2006)

Vistos sob essa teoria, os tumores malignos devem conter varios tipos de células,
desde células-iniciadoras tumorais, em pequena quantidade, até células cancerigenas em

diversos graus de maturagdo, as quais comporiam a maior parte da massa celular de uma
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neoplasia (JORDAN et al., 2006). O conceito de CITs pode variar em diferentes
contextos. Podem, por exemplo, ser a fonte de todas as células malignas em um tumor
primario, compondo um pequeno reservatorio de células resistentes a farmacos,
responsaveis por uma recidiva apos tratamento quimioterapico, ou que podem dar
origem a metastases a distancia (Figura 5). As caracteristicas bioldgicas das CITS
devem ser diferentes em cada uma destas circunstancias, sugerindo que a aquisi¢do de
caracteristicas associadas com a progressao do tumor (instabilidade genética e

resisténcia a drogas) também estdo associadas com as CITs (JORDAN et al., 2006).

Figura 5. Cendrios envolvendo as células-iniciadoras tumorais (CITs) — Papel
das CITs. Primeiro, mutagdo de uma célula-tronco normal ou célula progenitora
podendo levar a uma CIT e posteriormente a geracdo de um tumor primario (A).
Segundo, durante o tratamento quimioterapico, a maioria das células tumorais sao
destruidas, mas se a CIT ndo for destruida, pode ocorrer recidiva (B). Terceiro, CIT
podem se “desprender’da massa tumoral primdaria e migrar para sitios distantes, criando

uma nova massa tumoral, metastatica (C).
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Inicialmente, estas células denominadas células-iniciadoras tumorais (CITs)
foram observadas em doencas hematologicas, através de estudos com citometria de
fluxo. Os tumores cerebrais € os tumores de mama foram os dois primeiros tumores
solidos em que as CITs foram descritas (BUENO et al., 2008). Em 2003, um trabalho
cientifico pioneiro utilizando uma pequena populagdo de carcinomas mamarios
humanos em cultura, pré-selecionadas por citometria de fluxo a partir do perfil
CD44+/CD24-/1ow/B38.1/ESA+/Lin-, = demonstrou  pela  primeira vez, o
desenvolvimento prospectivo experimental do carcinoma mamario humano a partir de
CITs mamarias. O antigeno mamario B38.1, o antigeno epitelial especifico (ESA) e os
anticorpos marcadores de linhagem (Lin) foram utilizados para purificar as populagdes
de células cancerigenas mamarias. ApoOs essa purificacdo inicial, estabeleceram-se
quatro grupos de acordo com a expressao de CD44 e CD24 e verificou-se que as
células-tronco tumorais humanas, com fenotipo CD44+/CD24-/low foram capazes de
gerar novos tumores, com a semelhante heterogeneidade do tumor original, a partir de
inoculagdo em ratos imunossuprimidos (NOD/SCOD mice) (AL-HAJJ et al., 2003).
Neste mesmo estudo, as populagdes celulares com perfis diferentes do CD44+/CD24-
/low praticamente ndo resultaram em crescimentos tumorais, ou seja, 0s autores
conseguiram distinguir as células tumorigénicas (as CITs) daquelas ndo tumorigénicas
através da expressao de um marcador de superficie e definiram um fendtipo para as
CITs, o fenotipo CD44+/CD24-/low (AL-HAJJ et al., 2003). A partir deste estudo,
observou-se enriquecimento rapido da literatura médica sobre o tema das CITs e o
cancer de mama, sendo o perfil CD44+/CD24- invariavelmente utilizado como

“assinatura” para as CITs mamarias.

1.7.1 CD44'CD24™"°%

Células tumorigénicas de cancer de mama com perfil de células tronco e com
marcadores especificos exibem perfis genéticos especificos, sugestivos de uma
associacao com prognostico adverso. Em 2007, Shipitsin et al., mostraram que células
CD24+ sao mais diferenciadas e as CD44+ tém caracteristicas de células progenitoras.
Subpopulagdes de CD44+CD24- parecem estar associadas ao periodo mais curto de

sobrevida livre de doenca e sobrevida global (SHIPITSIN et al., 2007) ou ao maior
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indice de metéstases a distancia (ABRAHAM et al., 2005, GIATROMANOLAKI et al.,
2010) e a expressdo elevada de genes envolvidos com invasao (SHERIDAN et al.,
2006). Honeth et al., em 2008, demonstraram uma associagdo entre a presenca de
CD44+/CD24- ¢ o subtipo basaldide. No entanto, uma consideravel heterogeneidade na
freqiiéncia de expressao de CD44 e CD24 foi observada entre os tumores (ABRAHAM
et al.,, 2005, MYLONA et al., 2008). A analise de varios marcadores de céluas-tronco
em células em cultura e amostras de carcinoma de mama sugeriu que varias diferentes
linhagens celulares podem diferir em seus perfis de marcadores de células

tronco/progenitoras (HWANG-VERLUES et al., 2009).

1.7.2 ALDH

As aldeido desidrogenases (ALDH) sdo enzimas que catalisam a oxidagdo
nucleotideo-dependente (dependente de NAD - nicotinamida adenina dinucleotideo)
mediada por piridina (nucleo estrutural e ativo do NAD), de uma variedade de
substratos aldeidos para os seus correspondentes acidos carboxilicos (MARCATO et al.,
2011; QIU et al., 2014). Estas enzimas sao necessarias para que os aldeidos possam
manter a homeostase e o crescimento celular normal, bem como permitir que as células
se adaptem a um ambiente de estresse ( MARCATO et al., 2011). Até hoje ja foram
descritos 19 membros da superfamilia de ALDH, sendo que duas das isoenzimas
humanas mais estudadas sao as ALDHI (ou ALDH1A1) e ALDH2. ALDHI1 tem como
funcdo principal a oxidagdao do retinol (vitamina A) em acido retindico que tem um
papel crucial na homeostase fisiologica de muitos 6rgdos e no desenvolvimento normal
durante a embriogénese humana. ALDH1 também possui um papel na detoxificagdo de
certos agentes alquilantes terapéuticos, e, portanto, parece contribuir com as
propriedades inatas de resisténcia a radiag@o e detoxificagdo das células-tronco normais
(MARCATO et al., 2011; QIU et al., 2014). A atividade da ALDH1 ¢ avaliada em
ensaios in vitro, como o Aldefluor® e o Aldecount® (Stem Cell Technologies,
Vancouver, Canada). Este ultimo ¢ aprovado para diagnéstico pelo FDA (Food and
Drug Administration) para uso na detec¢do, quantificagdo e monitoramento de células-
tronco/progenitoras do sangue periférico, corddo umbilical e de medula Ossea.

Utilizando o kit Aldefluor®, Ginestier et al. (2007) mostraram que células aldefluor+ de
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cancer de mama sao altamente tumorigénicas e possuem propriedades de células-tronco
de auto-renovagao e diferencia¢do. Dessa forma a ALDHI1 ¢ um marcador de células-
tronco humanas normais e células-iniciadoras tumorais de mama, sendo considerado um

marcador de pior prognoéstico nestes tumores (GINESTIER et al., 2007).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho consistiu em revisar e integrar , por meio
de meta-analise, os estudos que investigaram as possiveis associagdes entre células
iniciadoras tumorais, definidas pelo fenotipo CD44+/CD24-/low e pela expressdao de

ALDH, e aspectos prognosticos do cancer de mama.

2.2. Objetivos especificos

— Identificar estudos que avaliaram a presenca de células-iniciadoras tumorais
CD44+/CD24-/low ¢ ALHD nos tumores invasivos de mama, utilizando
imuno-histoquimica.

— Identificar as associacdes entre o fendtipo CD44/CD24-/low e o fenotiplo
triplo negativo, a hiperexpressao de HER2 e o comprometimento linfonodal,
utilizando o método de meta-analise.

— Identificar as associagdes entre a expressdo de ALDH e o fenotiplo triplo
negativo, a hiperexpressaio de HER2 e o comprometimento linfonodal,
utilizando o método de meta-analise.

— Sistematizar os resultados encontrados, a fim de apresentd-los de maneira

integrada.
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3. Metodologia

A meta-analise ¢ um procedimento destinado a examinar, de modo simultaneo,
os resultados de vérias investigagdes sobre um mesmo topico. Esse tipo de estudo ¢
bastante utilizado nas areas médicas, pois, com o uso de numerosos dados, de diversos
trabalhos sobre um mesmo assunto, aumenta-se o nivel de confianga nas inferéncias
estatisticas, para varios fins (SANTOS et al., 2013). A meta-analise se justifica porque
muitos estudos sobre um determinado tema sdo concordantes, mas podem também
apresentar discordancia, fato que aumenta a necessidade de analises conjuntas para que
se possam gerar conclusdes com maior seguranca (BARTOLUCCI, 2007). Os
principais passos de uma meta-analise sdo: (1) a pesquisa bibliografica, (2) a
transformagao dos resultados de cada estudo do agrupamento em uma medida comum,
(3) a verificacdo da homogeneidade dos resultados, (4) a modelagem da variagdo entre

estudos e, finalmente, (5) a andlise de sensibilidade (GIANNOTTI et al., 2002).

Estudos relevantes em seres humanos foram identificados no banco de dados da
PubMed do NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA) . A pesquisa
combinou os unitermos < CD44/CD24 and breast cancer” e “ALDH anda breast

cancer”.

No contexto das meta-analises, ¢ importantes avaliar a heterogeneidade entre os
estudos agrupados, pois a natureza distinta dos diferentes estudos, em termos de
delineamento e em relagdo aos métodos empregados em cada um ¢ o principal obstaculo
na combinacdo de resultados (DERSIMONIAN et al.,1986). Assim, a heterogeneidade
pode ser de trés tipos: clinica, metodologica ou estatistica. Com o intuito de minimizar
estes parametros, definem-se com alargada precisdo os critérios de inclusdo e exclusao
(BERWANGER et al., 2007). Neste contexto, a selegdo dos artigos seguiu os seguintes

critérios de inclusdo e exclusdo: (1) foram publicados até o ano de 2014, (2) utilizavam

imuno-histoquimica como método de avaliacdo das células-iniciadoras tumorais, (3)

apresentavam numeros brutos dos casos avaliados .
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Desta forma, os seguintes dados foram coletados: local onde o estudo foi
realizado, ano da publicagdo, numero de casos (positivos para CIT), numero de
controles (negativos para CIT), tumores triplo-negativos (TN), tumores nao-triplo-
negativos (NTN), tumores HER2-positivos, tumores HER2-negativos, metéstase

linfonodal (Linf +) e linfonodos sem metastase ( Linf -).

Na busca com os unitermos “ CD44/CD24 and breast cancer” foram
encontrados 95 artigos, destes, foram selecionados 63 resumos, dos quais foram
selecionados 25 artigos para leitura integral. Por fim, foram selecionados 13 artigos que
correspondiam aos critérios de inclusdo. Na busca com unitermos “ALDH and breast
cancer” foram encontrados 103 artigos, destes, foram selecionados 45 resumos, dos
quais foram selecionados 17 artigos para leitura integral. Por fim, foram selecionados
11 artigos que se enquadravam nos critérios de inclusdo. Vale ressaltar que 4 artigos
foram utilizados tanto na avaliacio de ALDHI1, quanto na avaliacdo do CD44/CD24
(Figura 6).

A heterogeneidade ¢ definida como a diversidade entre os estudos, podendo
interferir fortemente nos resultados. A diversidade entdo pode ser avaliada pelo teste do
x2 de heterogeneidade (BERWANGER et al., 2007). Assim, os achados de todos os
artigos foram agrupadas em tabela Unica e a diversidade foi avaliada com o emprego do
teste do y2 de heterogeneidade em tabelas de contingéncia 2x2, para a comparagao das
diferentes Odds Ratios (ORs), com intervalo de confianga de 95%, determinadas em
seus respectivos estudos (BOHNING et al, 2002). Caso o teste do y2 de
heterogeneidade revele um p-valor > 0,05, a hipotese nula ¢ confirmada, ou seja, os
estudos sao homogéneos. Recomenda-se entdo utilizar os testes de efeito fixo que
pressupoem que todos os estudos apontam em uma mesma direcao (HIGGINS et al.,
2008). Neste contexto, o mais utilizado ¢ o teste de Mantel-Haenszel (AYRES et al.,
2007). Por outro lado, se o teste do 2 de heterogeneidade resultar em um p-valor <
0,05, isso indica diversidade e heterogeneidade entre os estudos. Desta forma,
recomenda-se o uso de testes de efeito randomico ou aleatorio (ZHANG et al., 2008),

como o testes de DerSimonian-Laird (BERMAN et al., 2002; JACKSON et al., 2009).
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Testes globais de associagdo foram entdo utilizados para avaliar a significancia
das correlagdes ¢ os valores de cada estudo foram combinados com testes de efeitos fixo

e randomico utilizando o software BioEstat® 5.0 (AYRES et al., 2007).

Tanto para testes de efeito fixo quanto para os de efeito randomico, calculam-se
as Odds Ratios, seus intervalos de confianga (95%) e os pesos para cada estudo
individualmente e combinados, gerando a estimativa de efeito conjunto. Estudos com
maior poder estatistico, ou seja, com maior populacdo e maior efeito de intervencao,
possuirdo maior peso (BERWANGER et al., 2007). Adicionalmente, os testes elaboram
graficos do tipo forest plot. A vantagem destes graficos ¢ sumarizar no mesmo espago

todas as informagdes sobre o efeito e a contribuicdo de cada estudo para a analise.

Como o agrupamento de todos os estudos revelou homogeneidade, aplicou-se o
teste de efeito randomico de DerSimonian-Laird para todas as possibilidades entre os
parametros: (1) TN x NTN, (2) HER2+ x HER2- e (3) LINF+ x LINF- em relac¢do ao
fenotipo CD44+/CD24-/low e a expressdao de ALDH.

Os estudos encontrados foram lidos por dois examinadores e avaliados quanto
aos critérios de qualidade, a metodologia, a analise estatistica e as conclusdes

apresentadas.

O presente estudo ndo foi submetido a aprovacdo de um comité de ética em
pesquisa, visto que os trabalhos selecionados ja haviam sido devidamente aprovados

pelos seus respectivos comiteés.



Figura 6 - Fluxograma da pesquisa de artigos cientificos nas bases de dados disponiveis.
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4. Resultados

4.1. Descricao dos estudos

Vinte estudos preencheram os critérios de inclusdo para esta meta-analise,
porém, um deles (Ginestier et al., 2007) avaliou dois grupos diferentes de pacientes e foi
considerado como dois estudos distintos (Ginestier (a) e Ginestier (b), 2007) (Quadro
6). Dentre os estudos incluidos, 13 avaliaram o fen6tipo CD44+/CD24-/low e 12
avaliaram a expressao de ALDH para caracterizacao de cé¢lulas-iniciadoras tumorais em
carcinomas mamarios, sendo que quatro estudos avaliaram tanto o fendtipo
CD44+/CD24-/low como a expressao de ALDH. Os aspectos tumorais avaliados
incluiram o fenotipo triplo-negativo (TN), a hiperexpressio de HER2 e o
comprometimento de linfonodos regionais.

Dados de metastase a distancia foram investigados em cinco estudos que
avaliaram o fendtipo CD44+/CD24-/low e em dois estudos que avaliaram a expressao
de ALDH, entretanto, em fun¢do do baixo niumero de casos avaliados, tais dados nao
foram incluidos. Uma vez que os dados brutos de sobrevida ndo foram apresentados na

maioria dos estudos, esse parametro também nao foi avaliado nesta meta-analise.
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Quadro 6 . Estudos que avaliaram o fendtipo CD44+/CD24-/low e a expressdo de

ALDH em carcinomas mamarios, utilizando imuno-histoquimica

N Referéncia Ano Local Marcador

1 Abraham 2005 Alemanha CD44/CD24

2 Ginestier (a) 2007 USA ALDHI1

3 Ginestier (b) 2007 USA ALDHI1

4 Honeth 2008 Suécia CD44/CD24

5 Morimoto 2009 Japao ALDHI

6 Resetkova 2010 USA ALDHI

7 Giatromanolaki et al. 2011 Grécia CD44/CD24

8 Park et al 2010 Coreia CD44/CD24

9 Nalwoga 2010 Reino Unido ALDHI

10 Charafe-Jauffret 2010 Franga ALDHI

11 Bernardi et al. 2012 Brasil CD44/CD24

12 Ricardo et al. 2011 Portugal CD44/CD24 ¢ ALDH
13 Ahmed. Et al 2012 Egito CD44/CD24

14 Alietal 2011 Reino unido CD44/CD24 e ALDH
15 Idowu et al. 2012 USA CD44/CD24

16 Tsang et al. 2012 Hong Kong CD44/CD24 ¢ ALDH
17 Currie et al. 2013 Nova Zelandia CD44/CD24 e ALDH
18 Adamczyk et al. 2013 Polonia CD44/CD24

19 Wu et al. 2013 USA CD44/CD24
20 Zhong et al 2014 China ALDHI
21 Qiu et al 2014 China ALDHI

4.2. Associacdes entre os marcadores de células iniciadoras tumorais e os

parametros clinicos

4.2.1. CD44+/CD24-/low e o fendtipo triplo-negativo

Doze estudos avaliaram a correlagdo do fenotipo CD44+/CD24-/low e o

fenotipo triplo-negativo (Quadro 7 e Figura 7), demonstrando uma correlagdo

significativa entre esses parametros (OR combinada = 2,548, 95% IC:1,683 — 3,856, p <

0,0001).
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Quadro 7. Estudos que avaliaram a associagdo entre o fendtipo CD44+/CD24-/low € o

fendtipo triplo-negativo

N Referéncia Ano Local Caso Controle OR 1
TN NTN |[TN NTN Inferior | Superior

1 Honeth 2008 Suécia 22 51 22 137 2,670 1,371 5,199
2 Giatromanolaki | 2011 Grécia 13 27 6 93 7,062 2,527 19,736
3 Park 2010 Coreia 22 107 0 53 22,395 1,333 376,329
4 Ahmed 2012 Egito 5 42 135 638 0,610 0,246 1,511
5 Ali 2011 Reino Unido | 98 160 186 518 1,706 1,262 2,307
6 Bernardi 2012 Brasil 5 10 13 38 1,494 0,448 4978
7 Idowu 2012 USA 9 8 6 22 3,869 1,084 13,804
8 Ricardo 2011 Portugal 52 153 16 216 4,488 2,486 8,100
9 Currie 2013 Nova Zelandia 3 6 10 69 3,564 0,834 15,232
10 Tsang 2012 Hong Kong | 22 150 33 332 1,484 0,841 2,618
11 Adamczyk 2013 Polonia 14 33 18 63 1,486 0,664 3,322
12 | Wu 2013 USA 20 17 12 77 7,263 3,031 17,405

Combinado (p<0,0001) 285 764 457 2256 | 2,548 1,683 3,856

Figura 7. Forest plot para a meta-analise que avaliou a associa¢ao entre o fenotipo
CD44+/CD24-/low e o fendtipo triplo-negativo (OR combinada = 2,548, 95% IC:1,683
— 3,856, p <0,0001).
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4.2.2. CD44+/CD24-/low e hiperexpressao de HER2
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Doze estudos avaliaram a associagdo do fenotipo CD44+/CD24-/low e a

hiperexpressao de HER2 (Quadro 8 e Figura 8). Nao foi descrita correlacao significativa

entre esses parametros nesta meta-analise (OR combinada = 0,475, 95% 1C:0,372 —

0,606, p = 0,1989).

Quadro 8 . Estudos que avaliaram a associagdo entre o fenotipo CD44+/CD24-/low ¢ a

hiperexpressdao de HER2
N | Referéncia Ano Local Caso Controle OR I
HER2+| HER2- | HER2+| HER2- Inferior Superior
1 Abraham 2005 Alemanha 2 23 23 65 0,246 0,054 1,125
2 | Honeth 2008 Suécia 4 71 34 131 0,217 0,074 0,636
3 | Giatromanolaki | 2011 Grécia 11 29 59 40 0,257 0,115 0,573
4 | Park 2010 Coreia 12 117 11 42 0,392 0,161 0,954
5 | Ahmed 2012 Egito 3 46 124 632 0,332 0,102 1,086
6 |Al 2011 Reino unido 14 115 81 271 0,407 0,222 0,748
7 | Bernardi 2012 Brasil 3 12 24 27 0,281 0,071 1,117
g | Idowu 2012 USA 3 14 4 24 1,286 0,250 6,599
9 | Ricardo 2011 Portugal 25 182 43 207 0,661 0,389 1,125
10 | Tsang 2012 Hong Kong 10 162 29 336 0,715 0,340 1,503
11 | Adamezyk 2013 Polonia 10 38 15 73 1,281 0,525 3,122
12 | Wu 2013 USA 7 30 27 62 0,536 0,21 1,37
Combinado (p<0,0001) 104 839 474 1910 | 0,475 0,372 0,606
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Figura 8. Forest plot para a meta-andlise que avaliou a associacdao entre o fenotipo
CD44+/CD24-/low e a hiperexpressao de HER2 (OR combinada = 0,475, 95% 1C:0,372
- 0,606, p =0,1989).
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4.2.3. CD44+/CD24-/low e metastase linfonodal

Onze estudos avaliaram a associacdo do fenotipo CD44+/CD24-/low e a
presenca de metastases linfonodais (Quadro 9 e Figura 9). Uma associagado significativa,
porém, inversa, entre esses parametros foi detectada nesta meta-analise (OR combinada

=0,558, 95% IC: 0,411 — 0,758, p = 0,0047).
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Quadro 9 . Estudos que avaliaram a associagdo entre o fenotipo CD44+/CD24-/low e

metastase linfonodais

N | Referéncia Ano | Local Caso Controle OR IC
Linf(+) | Linf(-) | Linf(+) | Linf(-) Inferior | Superior

1 Abraham 2005 | Alemanha 16 11 61 34 0,805 0,340 1,903
2 | Honeth 2008 | Suécia 45 30 114 51 0,671 0,382 1,180
3 | Giatromanolaki| 2011 | Grécia 7 33 55 44 0,180 0,074 0,435
4 | Ahmed 2012 | Egito 15 32 293 507 0,825 0,443 1,536
5 | Ali 2011 | Reino unido 86 184 783 533 0,319 0,242 0,422
¢ | Bernardi 2012 | Brasil 10 5 34 23 1,300 0,409 4,137
7 | Idowu 2012 | USA 1 16 3 25 0,662 0,089 4,946
g | Ricardo 2011 | Portugal 79 90 127 68 0,472 0,310 0,719
9 | Currie 2013 | Nova Zelandia |5 4 42 37 1,078 0,288 4,041
10 | Tsang 2012 | Hong Kong 63 100 186 170 0,588 0,396 0,842
11 | Wu 2013 | USA 18 18 49 37 0,758 0,35 1,639
Combinado (p=0,0002) 345 523 1747 1529 0,558 0,411 0,758

Figura 9. Forest plot para a meta-analise que avaliou a associa¢ao entre o fenotipo
CD44+/CD24-/low e a presenca de metastases linfonodais (OR combinada = 0,558,
95% 1C: 0,411 - 0,758, p = 0,0047).
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4.2.4. ALDH e o fenétipo triplo-negativo:

Nove estudos avaliaram a associacdo entre a expressao de ALDH e o fenotipo
triplo-negativo (Quadro 5 e Figura 5), demonstrando uma associagao significativa entre

esses parametros (OR combinada = 1,911, 95% IC:1,162 — 3,142, p = 0,0004).

Quadro 10. Estudos que avaliaram a associacao entre a expressao de ALDH e o fen6tipo

triplo-negativo

N | Referéncia | Ano Local Caso Controle OR 1C
TN NTN TN NTN Inferior | Superior

1 Morimoto | 2009 Japdo 8 13 49 133 1,698 0,678 4,253
2 Resetkova | 2010 USA 21 24 24 136 4,889 2,376 10,059
3 Nalwoga 2010 Reino Unido 47 41 30 65 2,458 1,351 4,472
4 Ali 2011 Reino Unido 22 68 289 677 0,768 0,468 1,262
5 Ricardo 2011 Portugal 13 20 55 353 4,194 1,995 8,818
6 Currie 2013 Nova Zelandia | 4 8 10 72 3,655 0,983 13,591
7 Tsang 2012 Hong Kong 4 28 52 460 1,385 0,492 3,897
8 Zhong 2014 China 50 15 41 15 1,217 0,539 2,749
9 Qiu 2014 China 12 70 7 40 0,957 0,358 2,562
Combinado (p=0,0107) 181 287 557 1951 1,911 1,162 3,142
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Figura 10. Forest plot para a meta-analise que avaliou a associacao entre a expressao de
ALDH e o fenotipo triplo-negativo (OR combinada = 1,911, 95% IC:1,162 — 3,142, p =
0,0004).
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4.2.5. ALDH e hiperexpressao de HER2

Onze estudos avaliaram a associagdo entre a expressao de ALDH e a hiperexpressao
de HER2 (Quadro 11 e Figura 11). Uma associacdo significativa entre esses parametros foi
demonstrada nesta meta-andlise (OR combinada = 2,062, 95% IC: 1,155 — 3,682, p <
0,0001).
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Quadro 11. Estudos que avaliaram a associagdo entre a expressao de ALDH e a
hiperexpressdao de HER2

N | Referéncia Ano Local Caso Controle OR 1C
HER2+ | HER2- | HER2+ | HER2- Inferior| Superior

1 | Ginestier (a) 2007 USA 61 39 198 41 0,326 0,193 0,548
2 | Ginestier (b) 2007 USA 10 14 19 94 3,509 1,382 | 8,911
3 | Morimoto 2009 Japao 9 12 21 161 5,709 2,194 14,852
4 | Resetkova 2010 USA 9 25 18 133 2,688 1,104 | 6,544
5 | Charafe-Jauffret | 2010 Franga 8 5 20 22 1,696 0,497 5,793
6 | Nalwoga 2010 Reino Unido |17 71 13 82 1,496 0,687 |3,254
7 | Ali 2011 Reino Unido |17 28 86 397 2,822 1,489 | 5,346
g | Ricardo 2011 Portugal 8 25 60 366 2,019 0,887 |4,596
9 | Tsang 2012 Hong Kong 12 20 84 434 3,135 1,494 6,578
10 | Zhong 2014 China 29 36 19 37 1,554 0,748 |3,230
11 | Qiu 2014 China 9 73 1 46 4,007 0,689 |23,307
Combinado (p=0,0144) 189 348 539 1813 2,062 1,155 | 3,682

Figura 11. Forest plot para a meta-analise que avaliou a associacdo entre a expressao de
ALDH e a hiperexpressao de HER2 (OR combinada = 2,062, 95% IC: 1,155 — 3,682, p
<0,0001).
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4.2.6. ALDH e metastase linfonodal:
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Onze estudos avaliaram a associagdo entre a expressao de ALDH e a presenca de

metastases linfonodais (Quadro 12 e Figura 12). Associacdao significativa entre esses

parametros ndo foi demonstrada nesta meta-analise (OR combinada = 1,151, 95% IC:

0,916 — 1,446, p=2019).

Quadro 12 . Estudos que avaliaram a associacdo entre a expressdo de ALDH e a

presenga de metastases linfonodais

N | Referéncia Ano | Local Caso Controle OR IC
Linf(+) |Linf(-) |Linf(+) |Linf(-) Inferior | Superior

1 | Ginestier (a) 2007 |USA 55 43 107 134 1,602 0,998 2,571
2 | Ginestier (b) 2007 |USA 13 9 42 53 1,823 0,711 4,673
3 | Morimoto 2009 | Japao 10 11 67 115 1,560 0,629 3,868
4 | Resetkova 2010 [USA 19 16 105 48 0,543 0,257 1,146
5 | Charafe-Jauffret | 2010 | Franga 20 2 40 4 1,000 0,169 5,931
6 | Al 2011 | Reino Unido |20 23 669 1064 1,383 0,754 2,538
7 | Ricardo 2011 | Portugal 12 14 194 143 0,632 0,284 1,407
g | Currie 2013 |Nova Zelandia 5 7 43 39 0,648 0,190 2,209
9 | Tsang 2012 |Hong Kong |15 16 239 260 1,020 0,493 2,108
10 | Zhong 2014 | China 50 15 47 9 0,638 0,255 1,597
11 | Qiu 2014 | China 40 45 17 33 1,725 0,837 3,558
Combinado (p=0,2019) 259 201 1570 1902 1,151 0,916 1,446
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Figura 12. Forest plot para a meta-analise que avaliou a ¢ associagdo entre a expressao
de ALDH e a presenga de metéstases linfonodais (OR combinada = 1,151, 95% IC:
0,916 — 1,446, p =2019).
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5. Discussao

Esta meta-andlise revisou e selecionou 20 estudos que investigaram a associagao
entre marcadores caracteristicos de células iniciadoras tumorais, CD44+/CD24-/low ¢
ALDH, analisados por imuno-histoquimica, e as caracteristicas progndsticas dos
carcinomas mamarios, incluindo o fendtipo triplo-negativo, a hiperexpressao de HER2 e
o comprometimento de metastases linfonodais. O grande nimero de estudos que
investigou esta associacdo e as divergéncias entre métodos e resultados apresentados
justificaram a realizacdo desta meta-analise, que combinou os dados disponiveis e
investigou, por métodos estatisticos apropriados, as possiveis associacdes combinadas
entre os marcadores caracteristicos das células iniciadoras tumorais € os aspectos

prognosticos dos carcinomas mamarios.

Uma meta-analise sobre o papel prognostico das c€lulas iniciadoras tumorais nos
carcinomas de mama foi publicada em 2010 (ZHOU et al., 2010). Entretanto, somente
12 estudos estavam disponiveis naquela época e tais estudos utilizaram métodos
diferentes de andlise dos marcadores celulares, incluindo imuno-histoquimica,
imunofluorescéncia e andlise de expressdo génica por microarranjos. Nossa meta-
analise selecionou e analisou somente estudos que empregaram a imuno-histoquimica
como método de andlise da marcacao de CD44+/CD24-/low e ALDH, sendo que a
imuno-histoquimica ¢ a metodologia mais empregada nos artigos publicados nos
ultimos anos. Além disso, a imuno-histoquimica ¢ o método mais acessivel e mais
amplamente utilizado nos laboratorios de histopatologia clinica, permite a anélise
retrospectiva de séries de tumores e a avaliacao da arquitetura tecidual do tumor o que

confere aos resultados desta meta-analise uma maior aplicabilidade clinica.

Varios trabalhos demonstram que nos carcinomas mamadrios, a presenga de
células iniciadoras tumorais ¢ caracterizada pelo fenotipo CD44+/CD24-/low e pela
expressao de ALDH (AL-HAJJ et al., 2003; GINEISTIER et AL., 2007; ). Nesta meta-
analise, 12 estudos investigaram a associagdo entre o fenotipo triplo negativo e o perfil
de expressao CD44+/CD24-/low (Quadro 7) e onze estudos avaliaram a associagdo

entre o fenotipo triplo negativo e a expressdo de ALDH (Quadro 10). Associacdes
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estatisticamente significativas foram demonstradas entre os dois parametros, incluindo
tanto o fendtipo CD44+/CD24-/low (OR combinada = 2,548, 95% IC:1,683 — 3,856, p <
0,0001), como a expressao de ALDH (OR combinada = 1,911, 95% IC:1,162 — 3,142, p
=0,0004).

A associagdo entre o fendtipo triplo negativo e os marcadores de células
iniciadoras tumorais ¢ relevante e pode justificar o pior prognéstico descrito para os
carcinomas triplo negativos (GIATROMANOLAKI et AL., 2011) Estudos in vitro
demonstram que as c¢lulas iniciadoras tumorais apresentam caracteristicas agressivas
importantes, como capacidade de auto-renovagdo, alto potencial proliferativo, maior
resisténcia aos agentes genotdxicos € maior resisténcia aos quimioterapicos (LI et al.,
2008; RESETKOVA et al., 2009; MARCATO et al., 2011) Tais caracteristicas devem
explicar o comportamento mais agressivo dos carcinomas triplo negativos que cursam
com pior progndstico e menor sobrevida (RUIJTER et al., 2010; CETIN et al., 2014).
Por outro lado, terapias baseadas em marcadores de células iniciadoras tumorais vem
sendo desenvolvidas, criando novas perspectivas importantes para o tratamento dos
carcinomas mamarios triplo negativos que geralmente nao apresentam opgao terapéutica

satisfatoria (RUIJTER et al., 2010).

Associacgoes entre a hiperexpressdo de HER2 e o fendtipo CD44+/CD24-/low
foram investigadas em 12 estudos (Quadro 8), enquanto 11 estudos investigaram as
associacoes entre a hiperexpressdo de HER2 e a expressdo de ALDH (Quadro 11).
Resultados divergentes foram obtidos para esses dois marcadores, sendo que fenotipo
CD44+/CD24-/low nao foi associado de forma significativa a hiperexpressao de HER2
(OR combinada = 0,475, 95% IC:0,372 — 0,606, p = 0,1989), enquanto a expressao de
ALDH esteve significativamente associada a hiperexpressao de HER2. Os doze estudos
que investigaram a associacdo entre a hiperexpressao de HER2 e o fendtipo
CD44+/CD24-/low (Quadro 8) falharam nesta constata¢do. Entretanto, a literatura
apresenta achados controversos sobre a associagdo entre a hiperexpressao de HER2 e o
fendtipo CD44+/CD24-/low, sendo positiva em alguns estudos (AULMANN et al.,) e
negativa em outros (LIN et al.,, 2012). Dentre os onze estudos que investigaram a
associacao entre a hiperexpressao de HER2 e a expressao de ALDH (Quadro 11), cinco

(GINESTIER et al., 2007; MORIMOTO et al., 2009; RESETKOVA et al., 2009; ALI et
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al.,, 2011; TSANG et al., 2012) demonstraram uma associa¢ao significativa positiva
entre a hiperexpressio de HER2 e a expressio de ALDH, enquanto um estudo
(GINESTIER et al., 2007a ) apresentou uma associagdo significativa negativa entre os
dois parametros. Os tumores que apresentam hiperexpressdo de HER2 sdo descritos
como mais agressivos e de pior progndstico (GOWN et al., 2008) entretanto, sdao
tumores mais responsivos ao tratamento com drogas dirigidas ao HER2, como o

Transtuzumab (Herceptin) (WOLFF et al., 2013).

Estudos comparando a eficiéncia do fenotipo CD44+/CD24-/low e da expressao
de ALDH na caracterizacao de células iniciadoras tumorais tem sido desenvolvidos e
sugerem que a populacdo de células CD44+/CD24-/low seja diferente daquela que
expressa ALDH, apesar de existir uma sobreposi¢do entre as duas populagdes (ZHOU et

al., 2010; CHARAFE-JAUFFRET et al., 2010).

Associacdes entre o comprometimento de metéstases linfonodais e o fendtipo
CD44+/CD24-/low foram investigadas em 11 estudos (Quadro 10) e 11 estudos também
avaliaram as associagdes entre metdstases linfonodais e a expressdao de ALDH (Quadro
7). Uma associagdo inversa, porém, estatisticamente significativa foi observada entre a
presenca de metéstases linfonodais e o fenotipo CD44+/CD24-/low, quando os dados
foram analisados de forma combinada. Esta associag¢do inversa foi constatada em quatro
(GIATROMANOLAKI et al., 2010; ALI et al., 2011; RICARDO et al., 2011; TSANG
et al., 2012) dos 11 estudos revisados (Quadro 4). Dentre os 11 estudos que avaliaram o
comprometimento de linfonodos regionais em relagdo a expressao de ALDH, nenhum
constatou associacdo estatisticamente significativa (OR combinada = 1,151, 95% IC:
0,916 — 1,446, p = 0,2019). Ha que se ressaltar que, de maneira geral, o aumento do
numero de linfonodos comprometidos agrava o prognéstico dos carcinomas de mama
(BOER et al., 2010) e que nos estudos avaliados a estratificacdo dos tumores em relagao
ao numero de linfonodos comprometidos nao foi realizada. A discordancia observada
em relacdo aos dois marcadores de células iniciadoras tumorais aqui avaliadas,
CD44+/CD24-/low e ALDH, e o comprometimento de linfonodos regionais reforca a
hipdtese de existirem duas subpopulagdes de células progenitoras que, embora possam
ser sobrepostas, nao sao idénticas (ZHOU et al., 2010; ZHONG et al., 2014). Além

disso, alguns estudos evidenciam a associacao entre CITs positivas para o fendtipo



44

CD44+/CD24-/low com metastase a distancia, sugerindo uma caracteristica de invasao
preferencialmente hematogénica e nao linfatica ( AULMANN et al., 2010; ABRAHAM
et al.,, 2005). Vale ressaltar, ainda, que a marca¢do imuno-histoquimica de
CD44+/CD24-/low ¢ mais heterogénea do que a de ALDH, sendo que ha autores que
consideram apenas marcagdo nuclear, enquanto outros consideram tanto marcagao
nuclear quanto citoplasmatica (ADAMCZYK et al., 2014). J4 na interpretacdo de
ALDH, todos consideram apenas marcacdo nuclear. Desta forma, a avaliacdo do

CD44+/CD24-/low torna-se mais heterogénia e controversa.

Uma limitagdo importante desta meta-andlise consistiu na impossibilidade de se
investigar a relagdo entre os marcadores de células iniciadoras tumorais e a sobrevida
das pacientes. A falta de dados brutos de sobrevida nos estudos avaliados impediu esta
analise. ZHOU et al. (2010), utilizando o programa GetData Graph Digitizer 2.24,
digitalizou as curvas de sobrevida apresentadas nos diferentes artigos revisados em sua
meta-analise e calculou as possiveis associagdes entre os marcadores de células
iniciadoras tumorais e a sobrevida das pacientes avaliadas. Nossa meta-analise ndo usou
tal estratégia, mas, consideramos a possibilidade de conhecer melhor esta ferramenta e

utiliza-la em estudos futuros.

Com base nas analises realizadas neste estudo, concluimos que os marcadores
CD44+/CD24-/low e ALDH representam uma importante ferramenta na identificagdo
de células-iniciadoras tumorais nos carcinomas mamarios. A possibilidade de se utilizar
a imuno-histoquimica para a andlise desse marcadores torna-os especialmente
importantes em estudos retrospectivos que utilizam espécimes bioldgicos incluidos em
parafina. As associagdes estatisticas significativas observadas entre a presenga desses
marcadores de células-iniciadoras tumorais em carcinomas triplo negativos abrem
perspectivas importantes para o desenvolvimento de fairmacos baseados na presenga de

CD44+/CD24-/low e de ALDH nesses tumores.
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6. Conclusoes e perspectivas futuras

Com base nos resultados obtidos nesta meta-analise, € possivel concluir:

a)

b)

d)

No cancer de mama, o fenotipo triplo negativo esté significativamente associado a
presenca das células iniciadoras tumorais, caracterizadas tanto pelo fendtipo
CD44+/CD24-/low, como pela expressao de ALDH.

Associagoes entre a hiperexpressdao de HER2 e a presenga de células iniciadoras
tumorais apresentaram resultados divergentes, vez que o fenotipo CD44+/CD24-
/low nao foi associado de forma significativa a hiperexpressao de HER2, enquanto
a expressao de ALDH esteve significativamente associada a hiperexpressdao de
HER2.

Associagdes entre o comprometimento de metastases linfonodais e as células
iniciadoras tumorais também apresentaram resultados divergentes, vez que uma
associacdo inversa, porém, estatisticamente significativa foi observada entre a
presenca de metéstases linfonodais e o fenotipo CD44+/CD24-/low, enquanto o
comprometimento de linfonodos regionais ndo esteve significativamente
associado a expressao de ALDH.

As discordancias observadas em relacdo aos dois marcadores de células
iniciadoras tumorais aqui avaliados, CD44+/CD24-/low e ALDH, sugerem a
hipétese de existirem duas subpopulagdes de células progenitoras que, embora
possam ser sobrepostas, nao sao idénticas.

O fenotipo CD44+/CD24-/low e expressio de ALDH representam uma
importante ferramenta na identificacdo de células iniciadoras tumorais nos
carcinomas mamarios € as associagdes estatisticas observadas geram perspectivas
importantes para o desenvolvimento de terapias moleculares baseadas na presenca

desses marcadores especialmente no tratamento dos carcinomas triplo negativos.
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