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RESUMO

As neoplasias malignas contém populacdes heterogéneas de células em varios
estados de proliferacao e diferenciacao. A presenca de células tronco do cancer (CTC) e de
células iniciadoras de tumor sdo conceitos recentemente estabelecidos, nos quais células
guiescentes e pouco diferenciadas dentro de uma massa tumoral contribuem para a
resisténcia aos medicamentos, e, sob condi¢gbes permissivas, Sdo responsaveis pelas
recidivas e pelas metastases regionais ou a distancia. Esse trabalho avaliou o papel das CTC
por meio da literatura cientifica atual. O isolamento das CTC tem permitido estudos
aprofundados sobre o seu estado metabdlico. Ao contrario das células tronco oriundas de
tecidos normais, que dependem fortemente da fosforilagcdo oxidativa (OXPHOS) como fonte
primaria de energia, ou das células malignas que fazem parte da maior parte da massa
tumoral, que sdo principalmente glicoliticas, as CTC demonstram uma flexibilidade metabdlica
singular. As CTC podem alternar entre OXPHOS e glicélise na presenca de oxigénio para
manter a homeostase e, assim, promover e preservar o crescimento tumoral. As CTC séo
caracterizadas por se localizarem proximo aos vasos sanguineos, em microambientes
tumorais onde outros tipos celulares ali presentes podem favorecem 0 seu crescimento e
multiplicacdo, e, devido a alteracdes em seu fenoétipo (transicdo epitelial-mesenquimal e
transicdo mesenquimal-epitelial), sdo capazes de migrar e de escapar da identificacdo pelo
sistema imune do paciente e de formarem novos focos tumorais a distancia. Acredita-se hoje
gue o controle dos mecanismos responsaveis pela sobrevivéncia das CTC aos tratamentos
oncologicos ja existentes seja uma boa alternativa para se evitar a formacao de metastases e
de recidivas, principais causas de morte dos pacientes oncoldgicos. Além disto, destacamos
estudos sobre outros potenciais alvos terapéuticos, incluindo interacdes complexas dentro do
microambiente e comunicac¢fes celulares nos nichos da CTC, para desta forma interferir no
crescimento, resisténcia a agentes terapéuticos e disseminac¢do metastatica.

Palavras-chave: Células-tronco neoplasicas. Metabolismo. Metastase.



ABSTRACT

Malignant tumors contain heterogeneous populations of cells in distinct states of
proliferation and differentiation. The existence of cancer stem cells (CTC) and tumor initiating
cells are now recognized and indicate that quiescent and poorly differentiated cells within a
tumor mass contribute to drug resistance, and under permissive conditions, are the
responsible for tumor recurrence and regional or distant metastasis. The present work
evaluated the role of CTC through the analysis of current scientific literature. The isolation of
CTC has allowed in-depth studies of their metabolic status. Unlike normal tissue stem cells,
which rely mainly on oxidative phosphorylation (OXPHOS) as a primary source of energy, or
the malignant cells that form the bulk of solid tumors, which are primarily glycolytic, CTC
demonstrate a unique metabolic flexibility and can switch between OXPHOS and glycolysis in
the presence of oxygen to maintain homeostasis and thus promote and facilitate tumor growth.
CTC are generally found near blood vessels within tumor microenvironments where the
interaction with other cell types favor their growth and multiplication, and due to changes in
their phenotype (epithelial-mesenchymal transition and mesenchymal-epithelial transition) are
able to migrate out of the primary tumor mass, escape from patient's immune system, and form
new distant tumor foci. It is now well accepted that the control of mechanisms responsible for
the survival of CTC against current cancer treatments is a potential alternative to avoid
metastatic spread and relapses, the main causes of death in cancer patients. In addition, here
we highlight studies on other potential therapeutic targets, including complex interactions
within the microenvironment and cellular communications in the CTC niches in order to

interfere with tumor growth, resistance to therapeutic agents and metastasis.

Key words: Neoplastic stem cells. Metabolism. Metastasis.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento cientifico sobre a formacéo e progressao do cancer se expandiu
de forma explosiva nas duas Ultimas décadas. Sabe-se que as neoplasias malignas séo
estruturas complexas, compostas por células tumorais que sofreram mutacdes genéticas
prévias e que necessitam de interagcdes com os tecidos saudaveis adjacentes para garantir a
sua sobrevivéncia (Hanahan e Weinberg, 2011). Os canceres hoje sdo considerados como
tecidos heterogéneos que contém uma variedade de células originadas a partir de um
subconjunto Unico e raro de células tumorais com capacidade de autorrenovacgao e potencial
de diferenciacdo em multiplas linhagens celulares (Visvader e Lindeman, 2008). Subconjuntos
raros de células malignas com propriedades semelhantes as células-tronco encontradas nos
tecidos humanos normais, chamadas de células tronco do cancer (CTC), parecem ser 0S
responsaveis pelo inicio, progressao e disseminacdo do cancer para estruturas anatbmicas

adjacentes ou 6rgaos distantes (Visvader e Lindeman, 2008).

O cancer agora tende a ser considerado como uma doenca de células-tronco.
Hoje, é possivel classificar as células-tronco do organismo humano em: embrionarias,
somaéticas ou adultas, e tumorais. Apesar de promoverem uma doenca, as CTC compartilham
das mesmas habilidades das demais células-tronco do organismo, como a capacidade de
autorrenovacao, além de serem capazes também de dar origem a uma diversidade de células

diferenciadas que resulta ha formacéo e no crescimento tumoral (Girouard e Murphy, 2011).

A presenca das CTC é um conceito bem estabelecido onde células quiescentes e
pouco diferenciadas dentro de uma massa tumoral contribuem para a resisténcia e
sobrevivéncia aos medicamentos e tratamentos quimioterapicos atualmente em uso na pratica
clinica (Mannelli e Gallo, 2012; Okamoto et al., 2009; No6r et al.,, 2014). Em condi¢cbes
especificas e permissivas, estas células parecem ser responsaveis pelos processos de
recidiva e metastase (Rodini et al., 2017), os principais desafios enfrentados durante o
tratamento de pacientes com 0s mais variados tipos de neoplasias malignas. J& na década
de 1990, a ideia de uma organizacéo hierarquica dentro dos tumores foi introduzida com o
primeiro relato de identificagdo prospectiva de CTC realizado em leucemia mieloide aguda
(LMA), no qual o perfil de marcadores de superficie das células-tronco leucémicas foi definido

como positividade para CD34 e negatividade para CD38 (Bonnet e Dick, 1997).

Nos anos subsequentes, os pesquisadores passaram a utilizar marcadores
moleculares para identificar e isolar as CTC de varios tumores de natureza soélida
(Langenkamp et al., 2009), o que permitiu a realizacdo dos estudos mais recentes sobre o

estado metabdlico destas importantes subpopulac¢des celulares. Ainda ndo hd um consenso
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geral na literatura sobre os marcadores moleculares de CTC e nem tampouco sobre as suas
exatas caracteristicas e habilidades metabdlicas, no entanto, varios estudos indicam que
estas células sdo principalmente glicoliticas (Ciavardelli et al., 2014; Shen et al., 2015),
embora outros apontem que o metabolismo mitocondrial como constitui sua principal fonte de
energia (Palorini et al., 2013; Pasto et al., 2014). As CTC também parecem adaptar seu
metabolismo as mudancas microambientais, deslocando convenientemente a producéo de
energia de um caminho para outro ou adquirindo fenotipos metabdlicos intermediarios (Baudot
et al.,, 2010). A determinacdo do papel do metabolismo das CTC na patogénese das
neoplasias malignas tornou-se um foco muito importante na pesquisa basica e clinica sobre o
cancer, com muitos esforcos dos cientistas e dinheiro das agéncias de fomento a pesquisa

aplicado no sentido de descobrir novos alvos com aplicacao clinica direta.
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2 PROPOSICAO

Esse trabalho tem como objetivo principal fazer uma reviséo da literatura cientifica
sobre as chamadas células tronco do cancer (CTC), visando organizar e facilitar o
entendimento dos conhecimentos alcancados nos ultimos anos sobre esta importante
hipétese que descreve a organizacdo hierarquica das células dentro de uma neoplasia

maligna e suas consequéncias para seu crescimento e disseminagdo metastatica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Muitas pesquisas realizadas durante as Ultimas décadas tém demonstrado que,
ao contrario do que se acreditava anteriormente, o cancer € um tecido complexo, formado por
células neopléasicas ou tumorais (modificadas do ponto de vista genético e funcional) as quais
precisam realizar uma série de interacdes com células adjacentes do microambiente
(morfologicamente normais e teoricamente saudaveis) para obter sustentacdo e dar
prosseguimento ao crescimento neoplasico. Este complexo conjunto de interagées entre
células e entre células e componentes da MEC faz com que as neoplasias malignas se tornem
capazes de crescer de maneira indefinida e ultrapassem as barreiras naturais anatdémicas e

imunoldgicas que defendem os organismos que as hospedam.

De um lado temos a teoria mais antiga, que se manteve aceita por décadas pela
comunidade cientifica, a chamada teoria da “evolugado clonal” ou também conhecida como
teoria “estocastica” (Nowell, 1976). Esta descreve as células das neoplasias malignas como
formadoras de uma comunidade ou “tecido” relativamente homogéneo, com capacidade de
proliferar e de se modificar com o passar do tempo devido a somatéria de mutacdes ocorridas
de forma aleat6ria, criando subpopulacdes de origem clonal dentro do tumor. Em outras
palavras, de acordo com esta hipétese, ndo ha seletividade ou funcdes distintas entre as
células neoplasicas malignas, uma vez que cada célula possuiria capacidade semelhante de,
em decorréncia do tipo de mutacdes sofridas ao longo do tempo, manter o crescimento dos
tumores primarios e suas recidivas e ainda gerar as metastases regionais ou a distancia.
Neste modelo, a heterogeneidade do tumor significa que diferentes células malignas carregam
caracteristicas morfologicas e fenotipicas distintas, de acordo com o padréo de expressao

génica, do metabolismo e das caracteristicas do microambiente onde elas se encontram.

Em contrapartida as ideias ja bem sedimentadas e com razoavel sentido biolégico
da teoria da “evolucao clonal”, nos deparamos hoje na literatura cientifica o chamado “modelo
hierarquico” ou “modelo das células tronco do cancer (CTC) ” (Bonnet e Dick, 1997). Esta
ideia, proposta ja ha varios anos e em bastante evidéncia nesta ultima década, pressupde
gue as neoplasias malignas sdo hierarquicamente organizadas, com as CTC ocupando o
apice desta organizacdo como as responsaveis diretas pelo desenvolvimento, manutencao
do crescimento e pelo potencial de geracéo de metastases. Dentro desta hipétese (Clarke et
al., 2006), os pesquisadores alegam que as CTC compdem uma subpopulacdo de células
tumorais com capacidade de autorrenovacdo e de diferenciacdo celular, sendo as unicas
células dentro dos tumores malignos que possuem capacidade ilimitada de multiplicacéo e

gue séo capazes de produzir novas geracoes de células heterogéneas. Segundo os cientistas
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gue sdo favoraveis a esta teoria, as CTC sdo também responsaveis pela geracéo de células
com caracteristicas fenotipicas especificas que permitem a emissdo de metastases, neste
caso, chamadas de células iniciadoras de metastases (MICs), que constituem as causas mais
frequentes de 6bito dos pacientes com cancer.

Esta bem estabelecido que os tumores primarios derramam constantemente um
grande numero de células malignas na circulacdo sanguinea e/ou linfatica, mas apenas uma
pequena fracdo destas células é capaz de formar metastases clinicamente evidentes. O
ambiente hostil e a tremenda taxa de desgaste que ocorre durante o processo de metastase
sugere a existéncia da singular subpopulacéo de MICs. As MICs possuem caracteristicas
vantajosas que podem ter origem no tumor primario, mas continuam a evoluir durante os
processos da disseminacgédo e de colonizagéo, adquirindo plasticidade celular, reprogramacéo
metabdlica, capacidade de entrada e saida de dorméncia, resisténcia a apoptose, evasao
imunoldgica e capacidade de agregacdo com outras células tumorais e estromais (Celia-

Terrassa e Kang, 2016).

O conceito de CTC néo é, na verdade, recente e foi proposto pela primeira vez por
Stevenes (1959). Os primeiros estudos cientificos capazes de identificar estas populacdes
celulares foram feitos por Lapidot et al. (1994) e Bonnet e Dick (1997), os quais conseguiram
isolar CTC de pacientes portadores de leucemia mieloide aguda e em seguida implanta-las e
manté-las em camundongos imunocomprometidos. Este tipo de célula maligna foi selecionado
com base em marcadores de superficie encontrados em células-tronco normais, que possuem
capacidades semelhantes de autorrenovacdo, de proliferacdo e de diferenciacdo, e sao
capazes de gerar outras linhagens de células com as mesmas propriedades nos tumores

provocados in vivo em modelos animais.

Depois que as CTC foram identificadas também em tumores malignos sélidos
originarios na glandula mamaria, na préstata e no cdlon, Prince et al. (2007) foram capazes
de sugerir marcadores moleculares especificos para a superficie das CTC, como por exemplo
a molécula CD44 (uma glicoproteina transmembrana envolvida na adeséo celular). Em teoria,
as células tumorais que expressam este marcador na superficie externa de suas membranas
tém caracteristicas semelhantes as células-tronco existentes nos tecidos normais, sendo por
esta razdo capazes de recriar ou reproduzir o tumor doador em camundongos

imunossuprimidos, apés a implantacdo em condi¢Bes experimentais favoraveis.

Por conta da grande gama de caracteristicas atribuidas as CTC, a Associagéo
Americana para Pesquisa sobre o Cancer (AACR) passou a considerar, no ano de 2006, que

estas células estdo realmente presentes dentro dos tumores malignos e que possuem a
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capacidade de autorrenovacdo e de diferenciacdo para gerar todas as linhagens
heterogéneas de células que os compdem (Clarke et al., 2006).

3.2 O metabolismo das CTC

Mesmo apds as muitas pesquisas ja realizadas sobre as CTC, ainda ndo ha consenso
geral sobre dois aspectos muito importantes: 1) sua origem, ou seja, se Sao provenientes
unicamente da transformacao de células-tronco normais (Satpute et al., 2013) ou se também
podem ser derivadas de células ja diferenciadas que adquiriram, com o passar do tempo,
propriedades de autorrenovacao como consequéncia de alteragcdes genéticas e epigenéticas
(Visvader e Lindeman, 2008), e 2) suas caracteristicas metabodlicas, se baseadas
principalmente na via glicolitica ou se tém o metabolismo mitocondrial como a principal fonte

de energia.

Embora as CTC compartilhem certas caracteristicas bioldgicas com as células-tronco
dos tecidos normais, como por exemplo a capacidade de autorrenovacdo, elas tém
propriedades que contribuem para os processos de progressdo tumoral, de resisténcia aos
diversos agentes quimioterapicos clinicamente em uso e também de recidiva das neoplasias
malignas. Uma vez que estas caracteristicas biolégicas forem precisamente identificadas,
experimentalmente confirmadas e tiverem seus mecanismos bioldgicos subjacentes
compreendidos, sera possivel desenvolver novas terapias com foco na eliminacdo das CTC
sem danificar, pelo menos com gravidade, as células normais e alcancar a cura definitiva dos

pacientes portadores de varios tipos de cancer.

Em patrticular, as possiveis diferencas existentes entre as propriedades metabolicas
das CTC e as demais células que compde a massa tumoral (também conhecidas como “bulk”
tumoral) podem representar alvos muito promissores para o tratamento. Ao contrario das
células tronco dos tecidos humanos normais, que dependem fortemente da fosforilagéo
oxidativa (OXPHOS) como fonte priméria de energia, ou mesmo das demais células tumorais,
gue sdo principalmente glicoliticas, as CTC parecem demonstrar uma interessante
flexibilidade metabdlica. Desta forma, as CTC podem alternar entre OXPHOS e glicélise na
presenca de oxigénio para manter a homeostase (Baudot et al., 2010), embora estudos mais
recentes demonstrem também a via neolipogénica como base de sustentacdo para o
crescimento tumoral, pois ndo s6 satisfaz a demanda de energia como também contribui para
a ativagao de varias importantes vias de sinalizacdo oncogénica (Chae e Kim, 2018; Yi et al.,

2018). E importante ressaltar que células com diferentes fenotipos terdo necessidades
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metabdlicas substancialmente distintas, o que, por sua vez, pode resultar em respostas

variadas frente as terapias metabdlicas.

3.2.1 Via glicolitica

O processo de glicélise é muito bem conhecido e envolve a quebra da glicose por meio
de uma série de reacbes enzimaticas para produzir piruvato, duas moléculas de adenosina
5'-trifosfato (ATP) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). Em condi¢c6es normoxicas,
0 piruvato é transportado para as mitocondrias onde é convertido em acetil coenzima A (acetil-
CoA). Acetil-CoA, por sua vez, entra no ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs) para
produzir elevadas quantidades de energia sob a forma de moléculas de NADH e flavina-
dinucleotideo (FADH2). Os ions de hidrogénio de NADH desencadeiam a cadeia de transporte
de elétrons e permitem a geracdo de até 32 moléculas de ATP por meio da fosforilacao
oxidativa (OXPHOS) (San-Millan e Brooks, 2016). Uma vez que o OXPHOS produz mais
moléculas de ATP do que glicélise, as células normais dependem principalmente deste
mecanismo como fonte eficiente de producdo de energia, que pode ter o funcionamento

prejudicado em condi¢cbes hipbxicas, devido a escassez de oxigénio.

Estudos realizados em varios tipos de neoplasias malignas humanas, como as de
mama, pulmao, ovario e colon, tém sugerido que as CTC tendem a ser mais glicoliticas do
gue as outras células malignas mais diferenciadas que compfe a massa tumoral, as quais
metabolizam preferencialmente a glicose através da respiracdo mitocondrial ou OXPHOS
(Ciavardelli et al., 2014). Ha também pesquisas demonstrando que a expressao elevada de
algumas enzimas glicoliticas (transportador de glicose 1 - GLUT1, hexoquinase-1 - HK-1 e
piruvato desidrogenase quinase - PDK-1) e o consequente aumento da importacéo da glicose
para o citoplasma séo fatores importantes para aumentar proliferacéo celular (Kondoh et al.,
2005). A glicdlise também foi identificada como a via metabdlica preferida das CTC dos

carcinomas nasofaringeo e hepatocelular (Shen et al., 2015).

As células malignas da massa tumoral conseguem gerar moléculas de ATP via
glicolise mesmo sob condigbes normoéxicas, o que é conhecido na literatura como o efeito
Warburg (Warburg, 1956). Assim, a absorcdo de glicose, expressédo de enzimas glicoliticas,
producéo de lactato e de ATP séo significativamente aumentadas nas CTC, em comparagéo
com as outras células tumorais. Este fen6tipo predominantemente glicolitico parece estar

associado a uma diminuicdo da OXPHOS mitocondrial.
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3.2.2 Via Mitocondrial (OXPHOS)

Trabalhos de pesquisa relativamente recentes tém apontado o metabolismo oxidativo
mitocondrial como sendo a forma preferida de producéo de energia pelas CTC, que consume
menos glicose, produz menos lactato e termina com niveis mais elevados de ATP (Pasto et
al., 2014; Palorini et al., 2013).

Um estudo recente mostrou que as células-tronco normais repartem as mitocondrias
envelhecidas assimetricamente entre as suas células filhas, que de fato terdo destinos
diferentes: as células filhas que recebem menos mitocéndrias antigas mantém caracteristicas
de células-tronco, enquanto que as células filhas com um maior conteddo de mitocéndrias
envelhecidas estdo mais propensas ao processo de diferenciacdo (Katajisto et al., 2015). Esta
divisdo assimétrica das mitocéndrias requer o funcionamento preciso do trabalho de fissdo
mitocondrial, que restringe espacialmente as antigas mitocondrias a regido perinuclear da
célula mée. De fato, 0 aumento da fissdo mitocondrial parece ser uma caracteristica das CTC
e a sua inibicdo farmacologica ou genética pode levar a perda das suas caracteristicas
originais ou de diferenciacédo (Katajisto et al., 2015; Xie et al., 2015). Assim, 0s mecanismos
de controle envolvidos na ordenacao assimétrica de mitocdndrias mais velhas e as jovens,
tais como a fissdo mitocondrial, também parecem desempenhar um papel importante na

manutencéo das CTC.

Além disto, as CTC podem também utilizar a oxidacéo dos 4cidos graxos mitocondriais
(OAG) para a geracdo de ATP e NADH (Pasto et al., 2014;). A OAG é fundamental nos
processos de autorrenovacao de células tronco-normais e CTC iniciadoras de leucemia, bem
como na sobrevivéncia de células epiteliais malignas durante o seu descolamento na MEC
(Prigione et al., 2010).

3.2.3 Plasticidade metabolica das CTC

Como descrito nos paragrafos anteriores, as diferengcas observadas e descritas no
perfil metabdlico das CTC originarias de varios tipos de neoplasias malignas sdo multifatoriais
e muito pouco compreendidas até o momento, sendo atribuidas a plasticidade metabdlica
presente nestas células (Peiris-Pagés et al., 2016). Uma causa para este fendbmeno pode ser
a falta de uniformidade e de preciséo na propria definicdo dos critérios utilizados para a
selecéo e identificagdo das CTC. Desta forma, técnicas laboratoriais diferentes utilizadas no
momento do isolamento, tais como escolha de marcadores moleculares especificos, sele¢éo

com base na coloragdo Hoechst, na resisténcia a quimioterapicos ou mesmo reoxigenagao
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apos um periodo sob hipdéxia, podem afetar o fenétipo das células selecionadas ou mesmo
isolar células de natureza completamente distinta (Tang et al., 2007).

Outro potencial fator que pode adicionar complexidade ao entendimento do
metabolismo das CTC e explicar os eventuais resultados contraditorios existentes na literatura
cientifica € o tipo de microambiente ao qual as CTC estfo expostas. E possivel distinguir-se
o perfil metabdlico das CTC em trés regifes distintas dentro das neoplasias malignas: a)
regides nas quais as células malignas estdo em norméxia, b) areas nas quais as células estédo
em estado hipoxico, e, por fim, c) areas metastéaticas. Por exemplo, a maioria dos estudos in
vitro sdo realizados em concentracBes nao fisiolégicas muito elevadas de glicose e de
oxigénio, o que favorece a o estabelecimento de um fenétipo mais glicolitico. As condicdes
experimentais ideais para preservar ou manter intactos os tragcos metabélicos das CTC seriam
mais preservados pelo isolamento direto dos tumores provenientes dos pacientes seguido da
analise imediata ou dentro dos primeiros passos da cultura in vitro. De fato, quando séo
estudadas CTC derivadas de pacientes em culturas celulares de poucas passagens em
laboratério, a OXPHOS parece ser a via metabdlica preferencial para a producéo de energia
(Chen et al., 2016; Tang et al., 2007).

Por outro lado, outros estudos associam a plasticidade metabdlica a aquisicdo de
resisténcia terapéutica, mostrando gue embora a maioria das CTC tenham uma maleabilidade
metabolica limitada e dependam predominantemente de OXPHOS, uma subpopulacédo de
CTC resistente a metformina, um inibidor do complexo OXPHOS |, é capaz de adquirir um
fendtipo glicolitico intermediario e adaptar-se a nova condicao (Sancho et al., 2015). Esta
plasticidade metabdlica adaptativa pode permitir as CTC sobreviver em ambientes mutaveis,
por vezes hostis, ou a circunstancias desfavoraveis naturalmente desenvolvidas pela prépria

progressao e crescimento do tumor.

3.2.4 Subpopulagdes celulares em neoplasias malignas

Com base nos dados disponiveis até 0 momento na literatura cientifica, podemos
observar que o fendtipo das CTC pode variar muito entre os tipos de cancer e entre
populacdes dentro de tumores semelhantes. As vias metabolicas preferenciais para a
producdo de energia dependem de varios fatores, incluindo o sitio onde as metastases
ocorreram, o que pode, por sua vez, realcar ou modificar vias metabdlicas (Yi et al., 2018).
Publicacbes recentes implicam a existéncia de células malignas, principalmente em
metéstases, com a preferéncia pelo padrdo epitelial apos sofrerem a chamada transicao
mesenquimal para epitelial - MET a partir de células com fenétipo mais mesenquimal ou

migratorio, que passaram pelo fenbmeno de transicdo epitelial para mesenquimal — EMT
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dentro do tumor primario. Os fatores determinantes dos fendmenos de EMT/MET parecem
também regular o metabolismo celular e seus metabdlitos associados, como por exemplo
glutamina, glutamato, alanina, além de elevadas concentracdes de lactato, que parecem estar
ligados a capacidade de sobrevivéncia e ao potencial metastatico de carcinomas mamarios
(Chae e Kim, 2018).

As CTC com fendtipo de EMT parecem favorecer a glicolise e ter reducéo acentuada
no consumo de oxigénio, diminuicdo da massa mitocondrial e do potencial de membrana,
menor producdo de ERO e maior capacidade antioxidante em comparagdo com as células
com o fenétipo MET (Yi et al., 2018). Finalmente, estudos recentes mostraram que as células
altamente metastaticas aumentam tanto a glicdlise como as vias de OXPHOS, em
comparagao com células com o mesmo “background” genético que carecem de potencial
metastatico (Ye et al., 2011; Dupuy et al., 2015). O metabolismo das CTC parece assim ser
bastante heterogéneo, com programas metabdlicos distintos e ativados em diferentes
subpopulacées de células malignas, dependendo da composicdo do microambiente onde

estas se encontram.

3.3 Os marcadores moleculares e a identificacdo de CTC

A maioria dos marcadores usados para identificar CTC sdo derivados de marcadores
de superficie presentes em células-tronco embrionarias humanas (hESCs) ou de células-
tronco de tecidos adultos. Mais especificamente, aproximadamente 73% das moléculas
atualmente reconhecidas como marcadores de superficie de CTC estdo nestas células e
raramente sao expressos em células dos tecidos humanos normais adultos e diferenciados.
Outros marcadores de superficie sugeridos para CTC sdo expressos mesmo em células
normais, e, alguns deles, amplamente validados como marcadores de superficie CTC por

varios grupos de pesquisa.

3.3.1 Marcadores de superficie de CTC expressos em hESCs, mas raramente expressos

em células normais

CD133 (Prominina-1) é wuma proteina glicosilada, com cinco dominios
transmembranicos e dois grandes “loops” extracelulares (Grosse-Gehling et al., 2012). A
funcdo biolégica exata de CD133 ainda permanece desconhecida, mas esta proteina de
superficie parece contribuir para a organizagdo da topologia da membrana celular (Irollo e

Pirozzi, 2013). CD133 foi inicialmente descoberto como um alvo para o anticorpo monoclonal
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AC133 (MAD), especifico para a populacdo CD34 positiva de células-tronco hematopoiéticas
(HSCs) (Yin et al., 1997). O CD133 é expresso na superficie dos hESCs (Sundberg et al.,
2009) e de células tronco neurais (NSCs) (Uchida et al., 2000), o que € significativamente
reduzido durante o processo de diferenciacdo dos hESCs, reforcando a hipétese de que a
expressdo CD133 seria restrita a hESCs indiferenciadas (Sundberg et al., 2009). Esta
molécula representa um dos marcadores de superficie mais frequentemente estudados em
neoplasias malignas sélidas (Grosse-Gehling et al., 2012) e consegue identificar populacdes
de CTC em tumores de mama, cérebro, pulmao, pancreas, figado, préstata, ovario, célon e
também de cabeca e pescoco, as quais sao capazes de gerar tumores em camundongos
imunocomprometidos de forma mais eficiente que a contrapartida negativa para CD133
(Grosse-Gehling et al., 2012). A utilizagdo de CD133 como alvo terapéutico parece ter efeitos
colaterais minimos no organismo humano, sugerindo que a expressédo do CD133 deve ser

baixa em células-tronco normais (Schmohl e Vallera, 2016).

CD24 é uma sialoproteina fortemente glicosilada, ancorada por glicosil fosfatidilinositol
(GPI) e raramente expressa em tecidos normais, exceto nos precursores das células B,
neutrofilos, neurdnios e alguns tipos de células epiteliais (Kristiansen et al., 2003). Embora
CD24 seja expresso em linhagens neuronais humanas, ele é produzido em grandes
guantidades por hESCs indiferenciadas (Bianco e Salomon, 2010). O fato desta molécula ser
detectada em uma grande variedade de canceres humanos faz com que ela seja proposta por
alguns estudiosos no assunto como um marcador para selecdo de CTC (Al-Hajj et al., 2003;
Zhang et al., 2011). A combinacdo de CD24 com CD44 é usada para identificar as CTC
existentes em tumores da glandula mamaria, ja que as células positivas para CD44 e com
baixa expressdo de CD24 (CD44+/CD24low) parecem possuir atividade tumorigénica e

apresentar propriedades semelhantes as células-tronco normais. (Al-Hajj et al., 2003).

CD10, CD117 e CD26 sdo moléculas alvo de drogas ja aprovadas pela Food and
Drug Administration (FDA). CD10 é uma metalopeptidase ligada a membrana celular que
inativa varios hormdnios peptideos, incluindo glucagon, substancia P, oxitocina e bradicinina
(Galy et al., 1995). Os progenitores hematopoiéticos positivos para CD10 sdo progenitores
linfoides comuns que podem se diferenciar em células T, B, ou células “natural killer” (NK)
(Galy et al., 1995). A molécula CD10 é expressa em hESCs indiferenciadas, o que € reduzido
durante o processo de diferenciacdo neural (Bianco e Salomon, 2010). Estudos recentes
mostraram que em células de carcinomas de cabeca e pescoco (HNSCC) e carcinomas
mamarios CD10 parece atuar como um marcador de resisténcia terapéutica e da presenca de
CTC (Fukusumi et al., 2014). A proteina CD117 (c-Kit) € um membro da familia de receptores

tirosina-quinase fator de células-tronco, tendo expressdo muito baixa em células normais.
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Subpopulagcées de hESCs (aproximadamente 24%) sdo positivas para CD117 (Bianco e
Salomon, 2010; Carpenter et al., 2004), nas quais esta molécula esta envolvida na transducéo
de sinais de sobrevivéncia e de autorrenovacdo (Miettinen e Lasota, 2005). As células
positivas tanto para CD44 como para CD117 (CD44+CD117+) isoladas de uma linhagem de
células epiteliais derivada de carcinoma ovariano humano (SKOV-3) possuem propriedades
de CTC, exibindo maior resisténcia a quimioterapia (Chen et al., 2013).

3.3.2 Marcadores de superficie de CTC expressos em células tronco adultas, mas

raramente expressas em células normais

A proteina CD34, primeiramente detectada na superficie de células progenitoras
hematopoiéticas (Civin et al., 1984), é pouco expressa em tecidos humanos normais, exceto
em células progenitoras da linhagem hematopoiética (Sutherland et al., 1990). Como
mencionado em tdpico anterior deste trabalho, as primeiras evidéncias da existéncia das CTC
surgiram de estudos sobre leucemia mieloide aguda (LMA) humana, nos quais células-tronco
leucémicas foram identificadas como uma subpopulacdo de células positivas para CD34 e
negativas para CD38 (CD34+/CD38-) (Bonnet e Dick,1997).

CD114, por sua vez, é um receptor de citocinas que desempenha um papel importante
na granulopoiese durante o processo inflamatorio. Est4 presente nas células precursoras da
medula 6ssea e inicia a proliferacdo e diferenciacdo celular em granulécitos maduros e
macrofagos, em resposta a estimulacdo por G-CSF (Ward, 2007). O CD114 foi identificado
como um potencial marcador para CTC de tumores derivados da crista neural, como 0s

melanomas malignos e neuroblastomas (Zage et al., 2017).

As proteinas CD20 e CD96 sdo expressas em células das linhagens B e T,
respectivamente. A fungdo do CD20 néo esta ainda elucidada durante o desenvolvimento das
células B (O’Keefe, 1998), no entanto, esta molécula de superficie tem sido proposta como
um marcador para o melanoma maligno (Smith, 2003). Os melanomas tém uma subpopulagéo
celular que é positiva para CD20 e que contribui para a heterogeneidade deste tipo de tumor
e parece favorecer o seu processo de tumorigénese (Fang et al., 2005). CD96, por sua vez,
funciona como um receptor especifico para células T (Wang, 1992) e consiste numa
glicoproteina transmembrénica presente tanto em células T como NK humanas e de
camundongos (Martinet e Smyth, 2015), ndo sendo expresso pela maior parte das HSCs

normais, porém produzida por células-tronco leucémicas (Garg et al., 2013).
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3.3.3 Marcadores de superficie de CTC expressos tanto em células tronco quanto em
células normais

CD9 (MRP-1) é uma glicoproteina da familia das tetraspaninas que modula os
processos de adesao, migracao e proliferacéo celular (Z6ller, 2009) e atua como um proposto
marcador de superficie celular para hESCs indiferenciadas (Carpenter et al., 2004). A
expressdo da proteina CD9 pode ser detectada na maioria dos tecidos humanos normais,
entretanto, sua expressao € muito fraca ou ausente em células da vesicula biliar, do figado e
de tecidos linfoides. Esta molécula parece ser um marcador util para identificar CTC em
leucemia linfoblastica aguda (B-ALL), onde é expressa pela maioria das células, correlaciona-
se com a expressdo de CD34 e esta associada a varias vias de sinalizacao envolvidas na
regulacéo das propriedades das CTC em B-ALL (Yamazaki et al., 2011). CD166 (molécula de
adesao celular leucocitaria ativada) € uma glicoproteina de membrana tipo | que pertence a
superfamilia das imunoglobulinas. E fracamente expressa em hESCs indiferenciadas (Bianco
e Salomon, 2010) e esta presente nas células-tronco do tecido adiposo humano e em células-
tronco intestinais (Zannettino et al., 2007). Embora CD166 seja um marcador para CTC de
carcinomas colorretais (Levin et al., 2010) também foi apontado como um marcador de
superficie para CTC provenientes de carcinomas de pulmdo de células ndo pequenas
(NSCLC) (Tachezy et al., 2014).

Ja CD44, um receptor de superficie para acido hialurénico, € um dos marcadores para
CTC mais frequentemente estudado em varias neoplasias malignas, sendo uma molécula
multiestrutural e multifuncional cujo papel é governado por varias e complexas modificacbes
de natureza pos-traducional (Thapa e Wilson, 2016). A familia CD44 tem muitas isoformas
gue séo expressas por meio de “splicing alternativo” do seu pré-mRNA (Thapa e Wilson,
2016). A proteina CD44 padrdo ou também conhecida como “standard” (CD44s) é uma
glicoproteina transmembréanica de 85-90-kDa derivada da expressdo de 10 exons do seu
gene, enquanto as formas variantes (CD44v1-10) consistem neste conjunto padrdo de exons
com combinagdes dos 10 exons conhecidos como variaveis. Sua funcéo esta implicada na
adesdo e migragdo celular, mas um papel proeminente do CD44 é a ligacdo ao acido
hialurénico da MEC. O CD44 foi detectado em HSCs humanas (Lapidot et al., 2005) e em
células-tronco derivadas de tecido adiposo (Zuk et al., 2002) e tem sido amplamente utilizado
em combinac¢éo com outros marcadores para o isolamento de CTC de varios tumores soélidos
(Thapa e Wilson, 2016; Zdller, 2011). Esta proteina de superficie é expressa em diversos tipos
de células normais; entretanto, sua importancia como um marcador de CTC pode ser, por esta
razao, limitada (Jaggupilli e Elkord, 2012). Estudos recentes demonstram que resultados
conflitantes podem ser atribuidos a expressdo das formas variantes, como por exemplo a

isoforma CD44 9 (CD44v9) que despontou como um novo marcador para CTC em uma ampla
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variedade de tumores sélidos humanos (Nagano et al., 2013; Ishimoto et al., 2001). Outras
variantes de CD44 também ja foram sugeridas como marcadores de CTC em neoplasias
malignas humanas (Thapa e Wilson, 2016).

3.4 O microambiente tumoral

Anteriormente considerado simplesmente como um conjunto de células alteradas em
proliferacédo descontrolada dentro de um organismo hospedeiro, atualmente o cancer € melhor
compreendido como um dos componentes do chamado microambiente tumoral (Borovski et
al., 2011). Crescendo dentro e modificando constantemente este Ultimo, as interagdes entre
elementos celulares e moleculares sdo determinantes para sobrevivéncia dos tumores
sélidos, considerados de uma maneira geral como um “parasita” que nao possui um modo
adequado ou ideal de funcionamento, ou seja, sua presenca sempre prejudica, de uma forma
ou de outra, a homeostase do organismo hospedeiro. Ainda neste contexto, a dindmica das
células neoplasicas passa a ser avaliada como parte integrante deste nicho tumoral, dentro
do qual a presenca de sinais proliferativos e de autorrenovagdo mantém as CTC em estado
indiferenciado (Kuhn e Tuan, 2010).

Desta forma, as neoplasias malignas podem ser vistas como entidades que se mantém
de uma maneira analoga aos tecidos sadios, com modificacbes na homeostasia tecidual
original, na qual células “normais” adjacentes ao tumor acabam funcionando de acordo com
a nova dinamica tecidual ditada pelas células malignas em franco crescimento (Prince et al.,
2007). As CTC tém o papel de contribuir para o crescimento do tumor, conferindo a este Ultimo
a capacidade de resistir aos tratamentos oncoldgicos tradicionais e promovendo a emissao e
instalacdo de focos metastaticos regionais ou a distancia. As demais células que compdem a
maior parte dos tumores malignos (“bulk” tumoral — células ndo CTC) sdo mais diferenciadas,
apesar de malignas, que ndo preservam mais a capacidade de proliferagéo ilimitada. Dentro
do microambiente tumoral encontram-se também células inflamatérias, células estromais,
além de vasos sanguineos e linfaticos (Fuchs et al., 2004). Destaca-se ainda a existéncia de
subpopulagdes enriquecidas com células-tronco hematopoiéticas (Goodell et al., 1997),

identificadas inicialmente a partir de células derivadas da medula 6ssea (Goodell et al., 1996).

As CTC também parecem ter uma participagdo no processo conhecido como de
“cancerizacdo em campo”, ou seja, nas células ainda ndo malignas adjacentes ao tumor
primario, porém que ja sofreram algum tipo de transformacdo genética ou fenotipica.
Independentemente do modelo de cancerizag&do (monoclonal ou policlonal), a cancerizagéo

em campo é causada por células ja alteradas que se encontram em estagio um pré-maligno
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de displasia, que se se origina a partir de células-tronco saudaveis do epitélio que recebe de
maneira crénica agressoes carcinogénicas. Diante da presenca novas modificagbes induzidas
por agentes quimicos, biolégicos ou de natureza genética, estas células podem dar origem a

novos tumores primario na mesma regido anatémica do tumor inicial (Simple et al., 2015).

A populacao do microambiente tumoral, composta de células residentes ou recrutadas
pelo tumor (Kidd et al., 2012), modula a remodelacdo da MEC, a migracao celular e invasao
das células malignas, a resisténcia a drogas e também a capacidade de evasdo da
imunovigilancia do hospedeiro por meio da producdo de varios fatores de crescimento,
quimiocinas e citocinas (Hanahan e Coussens, 2012). Existem evidéncias de que as células
de tumores de cabeca e pesco¢o que compdem as populacdes mais externas ou laterais da
massa tumoral em crescimento tendem a ter um comportamento mais agressivo, com maior
probabilidade de gerarem metastases, além de exibirem uma sinaliza¢éo da via de transdugéo

de sinais Wnt anormal e serem resistentes a quimioterapia convencional (Song et al., 2010).

As interacdes entre o estroma do organismo hospedeiro e as células tumorais
desempenham um papel fundamental no crescimento e progressao da neoplasia maligna.
Embora a composicdo do estroma possa variar bastante entre os tumores em diversas
localizacBes anatdbmicas (Kidd et al., 2012), pouco se sabe ainda sobre os mecanismos
bioldgicos que governam o processo de recrutamento, por meio do qual as células tumorais
cooperam com 0 estroma hospedeiro, e sobre 0s mecanismos de comunicacdo molecular

entre este Ultimo e as células tumorais.

3.4.1. A origem do estroma tumoral

As interacBes entre o estroma hospedeiro e as células tumorais desempenham um
papel fundamental para o crescimento e progressdo do tumor. Como descrito por Dvorak
(Dvorak, 1986), a geracdo e construcdo de um estroma tumoral apresenta muitas
semelhangas com o processo fisioldgico de cicatrizacdo de feridas, que envolve os fendbmenos
de neoangiogénese, de infiltracdo de fibroblastos e de células do sistema imune, além de
remodelacdo importante da MEC. Células estromais mesenquimais derivadas da medula
Ossea (CEMs), adipdcitos e células endoteliais recrutadas pelo tumor secretam uma ampla
variedade de mediadores quimicos e fatores de crescimento que, por sua vez, facilitam a sua

progressao (Dvorak, 1986).

Como acima mencionado, varios tipos de tecido hospedeiro foram identificados como
alvos para o recrutamento de células do estroma por tumores malignos: a medula éssea, que

contribui com células mesenquimais indiferenciadas, os vasos sanguineos e linfaticos, que
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fornecem células endoteliais em grande quantidade, o sistema imunoldgico que permeia o
tumor com diferentes tipos de células de defesa, além do tecido adiposo com adipdcitos e do
tecido conjuntivo com fibroblastos (Kidd et al., 2012). De fato, dados recentes indicam
fortemente que o estroma associado ao tumor € um pré-requisito fundamental para que este
possa invadir os tecidos hospedeiros e metastatizar (Kojima et al., 2010; Spaeth et al., 2009;
Xiong et al., 2015).

3.4.2 Fibroblastos associados a tumores (TAFs) ou fibroblastos associados ao cancer
(CAFs)

Os fibroblastos regulam a estrutura e a funcédo dos tecidos saudaveis por meio da
remodelacdo da MEC e da reparacao transitéria do tecido durante a cicatrizacdo da ferida
(Ohlund et al., 2014). Entretanto, um conjunto crescente de evidéncias demonstra que os
fibroblastos sdo pecas chave no processo de tumorigénese e constituem na maioria das
células do estroma de um tumor sélido, particularmente os canceres de mama, prostata,

pancreas e também de boca (Ohlund et al., 2014).

Os TAFs/CAFs sédo fibroblastos ativados que compartiiham muitas semelhancas
biolégicas com os fibroblastos normais encontrados durante o processo inflamatério e
cicatrizacao de feridas (Cirri e Chiarugi, 2011). Durante a progressao tumoral, os TAFs/CAFs
mostram taxas crescentes de proliferacdo, promovem o crescimento tumoral através de uma
variedade de mecanismos e podem modular os mecanismos de resisténcia terapéutica (Cirri
e Chiarugi, 2011).

Erez e seus colaboradores (Erez et al. 2010) demonstraram que os TAFs/CAFs no
estroma do tumor atuam como promotores de inflamacéo sustentada por meio do aumento
de citocinas pro-inflamatérias, da neoangiogénese e do recrutamento de macréfagos,
favorecendo o crescimento tumoral. Os TAFs/CAFs também sdo conhecidos por promoverem
a angiogénese pela secregdo de fatores que estimulam pericitos e células endoteliais, além

de também serem implicados na remodelacdo da MEC (Hanahan e Coussens, 2012).

CAFs sdo abundantes dentro do microambiente tumoral e exibem papéis cruciais
durante a progressédo do tumor e a geracdo de metastases. Mdltiplas classes de moléculas,
incluindo fatores de crescimento, citocinas e proteases, sao produzidas pelos CAFs para atuar
como mediadores das interagfes com as células malignas. Um dos principais canais para
este tipo de comunicagdo estd associado as chamadas vesiculas extracelulares (EV)
(Dourado et al.,, 2019), que sdo particulas secretadas e carregadas com proteinas e

informacgfes genéticas. A analise da expressdo génica das células cancerosas tratadas com
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EV liberadas pelos CAFs demonstrou mudangas nas vias associadas ao metabolismo do
tumor e a regulacdo dos genes cuja expressao é responsavel pela invasédo tumoral em células

de carcinoma de células escamosas de boca (OSCC) (Dourado et al., 2019).

3.4.3 Células do sistema imune no estroma associado as neoplasias malignas

As células imunologicas também foram identificadas como importantes personagens
do microambiente associado aos tumores malignos. Macréfagos, células dendriticas, células
“natural killer” (NK), células supressoras derivadas de linhagem mieloide e células T
reguladoras (Tregs) tém demonstrado importante contribuicdo para a criacdo de um
microambiente pré-tumorigénico. Macréfagos associados ao tumor (“tumor-associated
macrophages” - TAMs) comp8e uma populacao distinta de macréfagos conhecidos como
macréfagos M2-polarizados, capazes de favorecer imunossupresséo, angiogénese, migracéo

e invasao de células neoplasicas (Medrek et al., 2012).

Células supressoras derivadas da medula 6ssea se diferenciam em TAMs e células
dendriticas durante a progressao tumoral e contribuem para a tumorigénese por facilitarem a
evasao imunoldgica das células tumorais, a remodelacdo de MEC e também o processo de
EMT (Yu et al., 2013). A atividade das células dendriticas € frequentemente desregulada no
cancer, o que pode levar a reduc¢édo do numero de células dendriticas maduras e aumento do
niamero de células dendriticas com capacidade de gerar tolerdncia imunoldgica,
imunossupressdo, ou mesmo a completa inibicdo de sua diferenciacdo (Steinman et al.,
2003).

Duas subpopulacBes distintas de células NK, chamadas de células assassinas
naturais infiltrantes de tumores (TINKSs) e de células assassinas naturais associadas ao tumor
(TANKs) foram descritas em neoplasias malignas (Bruno et al., 2014). Estas exibem
expressoes alteradas de citocinas, incluindo niveis aumentados de fatores pré-angiogénicos,
como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e do fator-1 derivado do estroma
(SDF-1), favorecendo assim a angiogénese sustentada e consequentemente a progressao

tumoral (Bruno et al., 2013).

Finalmente, as Tregs também estdo envolvidas na progressao tumoral por se
infiltrarem no tecido tumoral e reduzirem a resposta imune antitumoral (Curiel et al., 2004).
Além disto, ha relatos recentes indicando que Tregs produzem VEGF-A, o que leva a
angiogénese sustentada em um modelo experimental de cancer de ovario em camundongos.

Em conjunto, estas evidéncias sugerem que respostas provenientes de células imunes dentro
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do estroma do tumor podem, em algumas circunstancias, ajudar a impulsionar de maneira

significativa o seu desenvolvimento (Facciabene et al., 2011).

3.5 Novas terapias dirigidas contra CTC: Resisténcia aos agentes

guimioterapicos convencionais atualmente em uso clinico

Mesmo com todos os esforcos dirigidos pela comunidade cientifica e pelos clinicos
para o tratamento contra o cancer, existem evidéncias enfatizando que uma das causas para
as frequentes e tédo indesejadas falhas do tratamento oncolégico podem estar diretamente
ligadas a presenca das CTC munidas com seus eficientes mecanismos de escape de todo
arsenal de modalidades terapéuticas farmacoldgicas e/ou radioterapicas hoje disponiveis
(Mannelli e Gallo, 2012). Esta dificuldade no tratamento pode estar ligada a propria resisténcia
inerente as células-tronco adultas dos tecidos saudaveis, uma vez que estas devem ser
capazes de sobreviver a diversos fatores estressantes pelos quais passam os tecidos, como
a auséncia de nutrientes, a hipOxia, a presenca de toxinas e até mesmo radiacoes,
dependendo das circunstancias (Facompre et al., 2012). A hip6tese das CTC, descrita e
discutida no presente Trabalho de Conclusdo de Curso, analisa a possibilidade de tais células
possuirem ou conservarem caracteristicas semelhantes aquelas das células-tronco dos
tecidos normais, 0 que asseguraria a elas a propriedade de resisténcia aos tratamentos

oncologicos convencionais e também favoreceria a formacéo das recidivas pds-tratamento.

Frequentemente, apesar das elevadas doses administradas nos tratamentos de radio
e quimioterapia e também do fato de que algumas terapias-alvo ja existentes serem capazes
de extinguir muitas das células tumorais, estas podem nao ser suficientes para eliminar por
completo as CTC (Rodini et al., 2017). Isto pode resultar em uma aparente eliminacao clinica
do tumor ou sucesso do tratamento, o qual muito provavelmente recidivara posteriormente
devido as CTC residuais que comecardo a proliferar e promoverdo a recomposicdo da
estrutura hierarquica da neoplasia com o passar do tempo. Neste contexto, embora tais
células parecam muito dificeis de serem extintasr, tratamentos especificos precisam ser
gerados com o objetivo de inibir mecanismos e fungbes que conferem assegurem a estas
subpopulagdes resisténcia aos tratamentos convencionais (Jian et al., 2017). Por outro lado,
a realizagcdo de tratamentos oncolégicos somente com terapias-alvo voltadas para a
inativacdo/destruicdo das CTC tem a chance de néo ser suficiente para a completa cura do
cancer, ou sua remissao por longos periodos de tempo, uma vez que as células malignas do

“bulk” tumoral (que, em tese, ndo sofreram efeitos citotoxicos do tratamento) podem ter a
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capacidade de sobreviver e sustentar a neoplasia por longos periodos de tempo (Jian et al.,
2017), mesmo na auséncia total ou parcial das CTC.

Uma opcdao de tratamento oncoldgico para complementar os tratamentos utilizados na
rotina pelos oncologistas, como a radioterapia e a quimioterapia em seus mais variados
protocolos de aplicacdo, seria o desenvolvimento e a implementacdo de imunoterapia, ja
utilizada para alguns tipos de tumor como os melanomas malignos, para diversas neoplasias
malignas sdlidas, inclusive tumores de cabeca e pescoc¢o. O tratamento imunoterapico atinge
direta e especificamente as células tumorais pelas suas propriedades antigénicas, evitando-
se desta forma efeitos colaterais indesejaveis para os pacientes (Qian et al., 2015). No
entanto, deve-se considerar sempre que, embora o0 sistema imunologico seja capaz de
reconhecer as CTC e desenvolver uma resposta efetiva contra elas, estas ultimas podem ter
um papel imunossupressor como consequéncia de suas interagdes dentro do biologicamente

complexo microambiente tumoral (Wei et al., 2010; Liao et al., 2013).

Terapias-alvo contra as CTC com base nas EROs (Qian et al., 2018) também tém sido
investigadas. Estes compostos estéo ligados ao desenvolvimento tumoral e a formacao de
metastases (Rodic e Vincent, 2018) e podem ser detectados em alguns tipos de neoplasias
malignas, inclusive nos CEC de cabeca e pescoco. EROs, apesar de observadas durante o
desenvolvimento dos tumores malignos, em concentragdes muito altas podem desencadear
supressao do crescimento da lesdo e morte celular (Zhang et al., 2016; Lin et al., 2018).
Aparentemente, CTC que possuem baixas concentracdes intracelulares de EROs tendem a
ser resistentes aos tratamentos com radioterapia ou quimioterapia e também menos
susceptiveis aos ataques empreendidos pelo sitema imunolégico do hospedeiro enquanto que
as células pertencentes ao “bulk” tumoral, com elevadas concentragbes de EROs seriam, em

tese, mais facilmente eliminadas.

A hipoxia, ou reducdo da concentragdo de oxigénio, € também um fenémeno
fundamental dentro do microambiente tumoral, pois pode levar ao aumento do potencial
metastatico e dificuldades no tratamento por induzir a expressao de genes que podem conferir
resisténcia a medicamentos, diminuir a expressao de genes supressores de tumor e também
causar instabilidade gendmica (Moharil et al., 2017). Ha estudos na literatura sugerindo que a
instalacdo da hipoxia dentro dos tumores durante seu crescimento pode regular o0s
mecanismos de diferenciacdo celular, o que por sua vez poderia facilitaria ainda mais a

permanéncia e sobrevivéncia das CTC (Harris e Sinha, 2013).

Ohnishi et al. (2018) optaram por avaliar drogas ja utilizadas em tratamentos

guimiotergpicos, como cetuximabe e lapatinib sobre o processo de proliferagédo celular e vias
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de transducdo de sinais envolvidas na migracdo de células de CEC orais. Estes autores
observaram que o cetuximabe é capaz de bloquear a migracao e, quando utilizado juntamente
com o inibidor HGF/c-Met pode ser mais eficiente ainda no sentido de impedir a saida das
CTC da massa que compde o tumor primario e consequente formacao de metastases. Além
disto, nesta mesma pesquisa foi demonstrado que o lapatinib € capaz de atenuar a
proliferacdo celular e assim impedir o crescimento dos chamados esferdides in vitro (uma
forma de crescimento de células malignas de maneira agregada, em placas de cultura celular,
que reflete o potencial oncogénico das células estudadas), tanto aqueles formados pelas
células mais diferenciadas (“bulk”) do tumor primario quanto dos esferéides produzidos por

células com capacidade metastética.

Setubal Destro Rodrigues et al. (2018) analisaram os efeitos de cetuximabe e do
erlotinibe sobre as CTC derivadas CECs de cabeca e pescoc¢o, mais especificamente, como
tais compostos seriam capazes de bloquear o receptor de membrana para o fator de
crescimento epidérmico (EGFR), pois 0 aumento da atividade deste Ultimo parece estar
associado ao fenébmeno de resisténcia ao tratamento oncolégico e pior progndstico para 0s
pacientes portadores deste tipo de neoplasia maligna (Argiris et al., 2017). Estes autores
observaram que o bloqueio de EGFR provoca alteragcbes morfoldégicas e moleculares
especificas, como por exemplo a reducdo na expressao da molécula de superficie CD44 e
diferenciacéo das CTC, além de bloquear a diviséo celular. Por fim, verificaram que ambas as
drogas sédo capazes de modificar o processo de TEM, podendo limitar a capacidade de

invasao tecidual local e a formacdo de metastases (Setubal Destro Rodrigues et al., 2018).

Apesar de todo o progresso que pode ser observado no desenvolvimento de terapias
mais especificas para restringir crescimento do tumor primario e seu espalhamento pelo
organismo que o hospeda, modelos experimentais in vitro e in vivo sdo ainda de extrema
importancia dado que as CTC compartilham as mesmas vias moleculares de transducéo de
sinal com células-tronco dos tecidos saudaveis de origem e, portanto, terapias oncoldgicas
desenhadas para destruir esta categoria de células malignas podem eventualmente impactar

sobre as células normais e provocar efeitos colaterais para os pacientes (Sayed et al., 2011).
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4 DISCUSSAO

Ao longo das ultimas décadas, evidéncias experimentais consistentes sobre a
existéncia das CTC tém fortalecido a visdo de que estas células sdo as responsaveis pelo
desenvolvimento e espalhamento do céncer pelo organismo do hospedeiro (Visvader e
Lindeman, 2008). As CTC tém a capacidade de renovacdo permanente, anteriormente
atribuida a todas as células que formam a massa tumoral e, ao mesmo tempo, e produzem
as células progenitoras que perdem paulatinamente a habilidade de proliferar e que daréo
origem, em Ultima instancia, a massa tumoral clinicamente perceptivel ou detectavel nos
exames de diagnéstico por imagem (Girouard e Murphy, 2011). Além disto, as pesquisas mais
recentes publicadas sobre este tipo celular destacam que o metabolismo das CTC nédo esta
simplesmente subordinado a sua fisiologia, mas, na verdade, pode orquestrar o seu papel
biologico. As terapias convencionais utilizadas atualmente no tratamento contra o cancer
visam impedir a rapida proliferagdo das células malignas que compdem a maior parte do
tumor, sem necessariamente ter um efeito citotoxico ou especifico sobre as subpopulacées
de CTC, uma vez que estas sdo quiescentes, pouco diferenciadas e contribuem de maneira
decisiva para a resisténcia e sobrevivéncia das neoplasias malignas frente aos medicamentos
utilizados (Mannelli e Gallo, 2012; Nor et al., 2014).

O microambiente tumoral € um componente fundamental para a completa
compreensdo da patogénese do cancer (Borovski et al., 2011). Est4 se tornando cada vez
mais evidente que o0 microambiente tumoral € uma mistura bastante heterogénea de células
tumorais com células normais do organismo hospedeiro que evolui & medida que a doenca
progride. E importante salientar que as células do compartimento estromal do tumor, que
incluem fibroblastos, células endoteliais provenientes de vasos sanguineos ou linfaticos,
pericitos, adipécitos e uma variedade de células do sistema imunologico (Fuchs et al., 2004),
estdo sendo cada vez mais reconhecidas como atores centrais no desenvolvimento tumoral,

na geracao das metastases regionais ou distantes e na resisténcia a quimioterapia.

As CTC apresentam caracteristicas metabdlicas especiais que as distinguem da
maioria das células tumorais e que podem, por si s@, constituir a base para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas para erradica-las e, consequentemente, impedir a formagéo
de metéastases. Do ponto de vista clinico, o ataque com farmacos antimetabdlicos ou
anticorpos monoclonais as particularidades bioldgicas das CTC podem resultar na cura
completa do cancer ou, pelo menos, numa sobrevida longa livre da doenca e com qualidade
de vida para os pacientes, pois estas sdo responsaveis pelo espalhamento metastatico,

principal causa dos Obitos relacionados ao cancer (Mannelli e Gallo, 2012). O interesse
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cientifico e das grandes companhias farmacéuticas na exploragdo do metabolismo da CTC
para a criacdo de medicamentos mais modernos e eficientes estad ganhando, a cada ano,
terreno. No entanto, para que estes ousados e relevantes objetivos sejam alcancados, um
retrato muito bem definido, detalhado e preciso de todas as particularidades existentes no
metabolismo das CTC que permeiam as diversas neoplasias malignas humanas ainda precisa
ser tragado, pois 0 tema, apesar dos recentes avancos cientificos, ainda continua muito
controverso, como pdde ser observado na revisdo da literatura apresentada no presente
trabalho.

Portanto, a ciéncia precisa ainda superar varios obstaculos antes de conseguir de
maneira eficiente localizar e destruir especificamente as CTC com novos tratamentos
oncolégicos. Em primeiro lugar, para se reconhecer precisa e adequadamente as CTC dentro
das massas tumorais e diferencia-las de outros tipos de células malignas ou do
microambiente, devem ser direcionados esfor¢cos no sentido de identifica-las por meio de
marcadores moleculares especificos, pois até 0 momento nenhum dos marcadores propostos
€ Unico para CTC. Na mesma linha de pensamento, novas e eficientes combinacbes de
marcadores moleculares podem melhorar muito a selecdo das CTC e consequentemente a
pesquisa de novos farmacos. E importante notar que as CTC estdo geralmente instaladas em
nichos formados por varios outros tipos de células e que a heterogeneidade populacional
dentro da massa tumoral € nitidamente maior do que se acreditava ha alguns anos atras. Por
fim, os estudos sobre 0 metabolismo das CTC em ambientes experimentais extremamente
artificiais que néo refletem a arquitetura complexa natural dos tumores, devem ser
complementados com melhores modelos que permitam a preservacao do estado fisioldgico e

do fendtipo destas células.
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5 CONCLUSAO

Diante do exposto no presente trabalho, pode-se concluir que um melhor
entendimento do comportamento das CTC com relagdo ao seu metabolismo e potencial de
diferenciacdo é essencial para que novas aplicacdes clinicas do tratamento oncoldgico
cheguem aos pacientes e impecam de maneira eficiente o crescimento tumoral e a sua
disseminacao metastatica. Pontos importantes como 1) o desenvolvimento e a padronizagéo
dos métodos de identificagcdo das CTC, 2) a detalhada compreensédo das interacdes que
ocorrem entre as CTC e o seu microambiente e 3) o conhecimento dos fatores que
determinam a escolha das vias metabdlicas preferenciais das CTC nas diversas neoplasias
malignas humanas ainda devem ser extensivamente abordados do ponto de vista
experimental, para que futuros tratamentos com citotoxicidade dirigida contra CTC sejam

desenvolvidos com sucesso.
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