UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
 FACULDADE DE MEDICINA ,
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

AVALIACAO DE CELULAS TRONCO TUMORAIS NO CANCER DE PANCREAS
POR IMUNOHISTOQUIMICA TISSUE MICROARRAY

CAMILA JULIANO SALVADOR RODRIGUES

Porto Alegre
2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

AVALIACAO DE CELULAS TRONCO TUMORAIS NO CANCER DE PANCREAS
POR IMUNOHISTOQUIMICA TISSUE MICROARRAY

CAMILA JULIANO SALVADOR RODRIGUES

Orientador: Prof. Dr. Marino Muxfeldt Bianchin
Tese apresentada como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Doutor em Medicina:
Ciéncias Médicas, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Programa de P6s-Graduacao
em Medicina: Ciéncias Médicas.

Porto Alegre
2019



O universo trabalha em seu favor e colocou em seu espirito tudo o que vocé
precisa para ser vencedor em todas as areas de sua vida”

Zibia Gaspareto



Agradecimentos

Ao final desta jornada agradeco a todos aqueles que me ajudaram,
incentivaram, de perto ou longe, em pensamento ou momento presente, muitas
vezes apenas mentalizando um pensamento positivo de sucesso; aqueles que
vibraram comigo ao longo dessa jornada, muito obrigada!l

Ao meu orientador Professor Marino Muxfeldt Bianchin, pelo apoio, pelas
inumeras orientacdes, por ter me aceitado como sua orientanda e acima de tudo
nunca ter deixado eu desistir.

Agradecimento especial aos meus pais, Leila e Renan, que nunca mediram
esforcos para me dar a melhor educacédo possivel e sempre me incentivaram a
seguir em frente na minha trajetéria profissional; aos meus irmaos pelo carinho,
apoio e experiéncias compartilhadas.

Agradecimento com todo o amor do mundo ao meu marido, Bruno, pela
paciéncia, pela ajuda, compreensdo nos momentos dificeis, pelo incentivo na hora
gue o desanimo batia, e as minhas filhas que sdo minha razdo de viver e seguir em
frente.

Aos meus amigos, compadres, sempre dispostos a ajudar, e a minha familia,
gue se nao fossem os momentos de descontracdo que juntos passamos, essa
jornada teria sido bem mais ardua.

Agradecimento aos meus colegas de trabalho pois sem a ajuda, o apoio e a
compreensao deles eu néo teria chegado ao fim.

Ao servico de Patologia do Hospital de Clinicas pela disponibilidade de
acesso aos materiais, aos professores e contratados que contribuiram com seu
conhecimento e experiéncia, pela amizade ao longo desses anos e aos funcionarios.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul e ao Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncias Médicas, pela estrutura e empenho de proporcionar aos

alunos uma oportunidade de qualificagdo em uma universidade respeitada.

Muito Obrigada!



RESUMO

Introducéo: O adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) é uma doenca altamente agressiva
usualmente diagnosticada em estagio avancado e para a qual poucas terapias efetivas estdo
disponiveis. E uma neoplasia cuja incidéncia é quase igual a mortalidade. A razéo pela qual o
cancer de péancreas apresenta prognostico tdo reservado e o porqué da baixa resposta
terapéutica ao tratamento quimio e radioterapico ainda sdo questfes que tém motivado a busca
de uma resposta que possa, de alguma maneira, modificar o curso desta neoplasia. Entre
processos mais recentemente envolvidos na carcinogénese e progressao tumoral, as alteracdes
em células tronco tumorais (CSCs, do inglés cancer stem cells) sdo processos ainda pouco
estudados no cancer de pancreas, sem resultados satisfatorios, merecendo, portanto, maiores
esforgos na elucidacéo do seu comportamento e relagdo com a aquisicdo do fendtipo maligno
pancreatico. Recentes evidéncias tém sugerido que as CSCs desempenham um papel crucial
ndo s6 na geracdo e manutencdo de diferentes tecidos, mas também no desenvolvimento,
progressao e resisténcia terapéutica de diferentes tipos tumorais. Objetivos: Estudar o perfil
de expressdo de marcadores de CSCs no adenocarcinoma ductal pancreético por técnica de
imunohistoquimica. Isso sera realizado por meio da analise do perfil de marcacdo de células
pancreaticas tumorais pelos anticorpos CD24, CD133 e Oct4 utilizando a técnica de tissue
microarray em pecas provenientes de ressecdo pancredtica e bidpsias e posterior correlacdo
dos achados com dados clinicos, resposta terapéutica, sobrevida global e livre de doenca dos
pacientes incluidos no estudo, a fim de determinar o papel prognostico dos marcadores
anteriormente descritos. Materiais e métodos: Uma andlise clinicopatolégica, retrospectiva,
foi realizada em 112 pacientes diagnosticados com cancer de pancreas entre os anos de 2005 e
2010, e realizado estudo imunohistoquimico com os anticorpos CD133, CD24 e Oct4 pela
técnica de Tissue Microarray para a deteccdo de células com fenétipos de células tronco
tumorais, com posterior correlacdo dos resultados com dados clinicos, de progressdo tumoral,
resposta terapéutica e sobrevida. As amostras do estudo compreendem casos de
Adenocarcinoma ductal pancreatico, os quais foram selecionados a partir da rotina
assistencial do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, junto ao Servico de Patologia. Marcacgéo
nuclear ou citoplasmatica positiva para cada anticorpo foi medida quanto a intensidade, sendo
classificadas dicotomicamente em grupos de baixa/moderada intensidade ou forte. Os
resultados foram analisados em relacdo aos parametros clinicopatoldgicos de cada paciente.
Resultados: Os trés marcadores de células tronco tumorais (CTTs) testados exibiram
positividade nas células neoplasicas do cancer de pancreas, corroborando com a hipétese da
existéncia de CTTs no desenvolvimento e manutencdo do fendtipo agressivo pancreético.
Observou-se associacdo significativa entre a presenca de alguns marcadores de células tronco-
tumorais com variaveis de pior prognostico, como a presenca de metastase (p = 0,037), e tipo
de tratamento realizado (apenas possibilidade de tratamento paliativo; p = 0,019). O grau de
diferenciacdo tumoral mostrou relacdo, embora néo significativa, com a positividade dos anti-
corpos, onde o CD133 e CD24 mostraram uma prevaléncia alta em tumores pouco
diferenciados, mais agressivos, enquanto que as células que expressaram o anti-corpo OCT4
exibiram maior potencial de diferenciacdo. A marcacdo positiva ao longo do estagio TNM
mostrou-se uniforme, ndo se amplia conforme o estagio progride, estando presente desde os
estagios iniciais do tumor. Sobrevida global e livre de doenca ndo mostrou relagdo com a
expressao dos anti-corpos. Conclusédo: A expressdo de células tronco-tumorais em amostras
de Adenocarcinoma ductal pancredtico indica a presenca dessas celulas no processo de
carcinogénese e desenvolvimento tumoral, com manutencdo do fenotipo maligno pancreatico
e resisténcia terapéutica.



Palavras-chave: Células tronco tumorais. Cancer de péancreas. Resisténcia terapéutica.
Cancer e células tronco. CD133. CD24. OCT4.



ABSTRACT

Introduction: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a highly aggressive disease
usually diagnosed in an advanced stage and for which few effective therapies are
available. It is a neoplasm whose incidence is almost equal to its mortality. The poor
prognosis of pancreatic cancer and the low therapeutic response to chemotherapy and
radiotherapy have motivated the search for an answer that can modify the course of this
disease. Among the processes most recently implicated in carcinogenesis and tumor
progression, changes in cancer stem cells (CSCs) are still poorly studied in pancreatic
cancer with no satisfactory results, and are deserving of greater efforts in elucidating their
effects and relationship with the acquisition of a pancreatic malignant phenotype. Recent
evidence has suggested that CSCs play a crucial role not only in the generation and
maintenance of different tissues, but also in the development, progression, and therapeutic
resistance of different tumor types. Objectives: To study the expression profile of CSC
markers in pancreatic ductal adenocarcinoma by immunohistochemistry. This will be
accomplished by analyzing the tumor pancreatic cell labeling profile by CD24, CD133,
and OCT4 staining using tissue microarray techniques on samples from pancreatic
resection and biopsies and further correlating findings with clinical data, therapeutic
responses, overall survival, and disease-free survival of the patients included in the study
to determine the prognostic role of the previously described markers. Materials and
methods: A retrospective clinicopathological analysis was performed on 112 patients
diagnosed with pancreatic cancer between 2005 and 2010, and a CD133, CD24, and
OCT4 immunohistochemical study was performed using the tissue microarray technique
to detect cells with stem cell phenotypes. These results were correlated with clinical data,
tumor progression, therapeutic response, and survival. The study samples included cases
of PDAC, which were selected from the routine care of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre from their Pathology Service. Positive nuclear or cytoplasmic labeling for each
antibody was measured for intensity, and dichotomously classified into low/moderate or
strong intensity groups. The results were analyzed relative to the clinicopathological
parameters of each patient. Results: The three cancer stem cell markers (CSCsTTs) tested
exhibited positivity in pancreatic cancer neoplastic cells, corroborating the hypothesis of
the existence of CSCs in the development and maintenance of the pancreatic aggressive
phenotype. Significant association was observed between the presence of some stem-
tumor cell markers with worse prognostic variables, such as the presence of metastasis (p
= 0.037), and type of treatment performed (only palliative treatment possibility; p =
0.019). The degree of tumor differentiation was related, although not significant, to
antibody positivity, where CD133 and CD24 showed a high prevalence in more
aggressive, poorly differentiated tumors, while cells expressing the OCT4 antibody
showed a higher potential for differentiation. Positive labeling throughout the TNM stage
was uniform, did not broaden as the stage progressed, and was present from the very early
stages of the tumor. Overall, disease-free survival was not related to antibody expression.
Conclusion: The expression of stem-tumor cells in pancreatic ductal adenocarcinoma
samples indicates the presence of these cells in the process of carcinogenesis and tumor
development, with maintenance of the pancreatic malignant phenotype and therapeutic
resistance.

Keywords: Tumor stem cells, pancreatic cancer, therapeutic resistance, cancer and stem
cells, CD133, CD24, OCT4
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1. INTRODUCAO

Apesar do progresso no diagnéstico e tratamento do cancer nas ultimas
décdas, este ainda continua sendo uma das causas mais comuns de morte em todo
o mundo. Potencialmente curavel quando diagnosticado precocemente, continua
ainda sendo um desafio na pratica clinica diaria, o diagndstico precoce. Muitos
canceres sao diagnosticados em um estagio tardio, em que as opcoes terapéuticas
ja ndo sao mais eficazes.

O reconhecimento dos mecanismos genético-moleculares implicados na
génese e na progressdo do céancer, nas Uultimas décadas, tem possibilitado o
desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e terapéuticos e de tecnologias
para o acompanhamento em diversos tipos de neoplasias®?. O estudo das
caracteristicas moleculares de cada tumor permitirA uma melhor compreensdo do
seu comportamento e, entdo, ajudard a delinear estratégias terapéuticas mais
efetivas e formas inovadoras de rastreamento, adicionais as opcées ja existentes(®),
Ja esta bem elucidado pela literatura atual que o desenvolvimento de uma neoplasia
envolve um conjunto de alteragdes moleculares que levam néo sé ao surgimento e
sobrevivéncia de uma célula tumoral, bem como ao poder de invasdo de tecidos
adjacentes e metastases a distancia. Tais alteracbes incluem mudancas em
oncogenes e genes supressores tumorais, alteracdes do ciclo celular e apoptose®,

O Adenocarcinoma ductal pancreéatico (ADP), doenca altamente agressiva
usualmente diagnosticada em estagio avancado, considerada uma das neoplasia
mais letais no mundo, € uma neoplasia que se beneficiara em muito das novas
técnicas terapéuticas e diagnosticas com o incremento da biologia molecular, pois,
embora ndo seja uma das neoplasias mais comuns, € 0 nono tipo de cancer mais
frequente no mundo e a sétima causa de morte relacionada ao cancer no mundo® e
a taxa de incidéncia praticamente equivale-se a taxa de mortalidade®. Apesar dos
avangos na técnica cirurgica, hoje, considerada a Unica op¢do de cura, a taxa de
sobrevida média em cinco anos gira em torno de menos de 5% (1% a 3%) 678, E
considerada a neoplasia com pior prognostico dentre mais de 60 tipos de cancer, fato
evidenciado pela taxa de incidéncia praticamente igualar-se a taxa de mortalidade"®).

*Warshaw AL, Fernandez-Del Castillo C. Pancreatic carcinoma. N Engl J Med. 1992; 326: 455-65.
11



A habilidade de detectar sucessivas alteracdes genéticas e moleculares dentro
de um paradigma de que existe uma lesdo pré-cancerigena e, potencialmente
detectavel, ou ainda melhor, entender o comportamento bioldgico desses tumores,
fornecem um mecanismo Util para a deteccao de alteracdes precoces e definicdo de
marcadores prognésticos%1Y), Diante disso, tem-se feito necessaria a busca por
esforcos para identificar biomarcadores que poderiam potencialmente identificar a
neoplasia em estagios precoces e até predizer o seu comportamento. Frente a uma
neoplasia tdo agressiva e silenciosa como o Adenocarcinoma de pancreas, em que a
mortalidade praticamente iguala-se a sua incidéncia e que a deteccao clinica torna-
se um desafio, € que 0s recentes avancos ha compreensao da biologia molecular da
carcinogénese, adicionais as praticas ja existentes, contribuirdo representando, pois,
uma promissora ferramenta para o aperfeicoamento de técnicas de rastreio, para
abordagem terapéutica e desenvolvimento de drogas alvo-moleculares®.

Entre processos mais recentemente envolvidos na carcinogénese e
progressao tumoral estéo as alteracfes a nivel de células tronco tumorais (CSCs, do
inglés cancer stem cells), que contribuem para o desenvolvimento e progressao
tumoral, porém ainda sdo processos pouco estudados no céncer de pancreas,
merecendo, portanto, maiores esforcos na busca do entendimento do seu
comportamento e relagcdo com a aquisicdo do fendtipo maligno pancreéatico®?. Cabe
salientar que a deteccéo precoce, em um estagio que ainda exista a op¢ao de cura,
associada a maior efetividade terapéutica €, no momento, uma das alternativas para
melhorar a perspectiva sombria dos pacientes diagnosticados com cancer de

pancreas®d,
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégia de Busca

A presente revisdo da literatura foi embasada em artigos que estudaram e
analisaram a correlacdo entre a presenca de Células tronco tumorais e diversos
tipos de cancer, com o intuito de realizar uma revisdo bibliografica ampla que
fornecesse dados suficientes para embasar a presente pesquisa. Ao final pretende-
se estabelecer uma relacdo entre a expressdo de marcadores de células tronco
tumorais e as células malignas do tumor, e comparar com a relagcdo que essas
células ja apresentam com outros tumores como mama e célon, por exemplo, e com
o desfecho clinico dos pacientes, e se possivel usufruir dessas informacgfes na
pratica clinica, porém ndo se sabe ainda se em termos de diagndstico, progndstico
e/ou terapéutico. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados:
LILACS, SciELO e PubMed. No entanto a maioria dos artigos foram encontrados no
PubMed. Alguns artigos foram usados para embasar o texto e outros usados apenas
para leitura complementar. Dados do Instituto Nacional do Céncer (INCa) também
foram usados. Foram realizadas buscas através dos termos “Pancreatic ductal

M

adenocarcinoma” “Cancer stem cells and pancreatic cancer’, “CD133, CD24 and
OCT4 and cancer” e suas combinacfes. Foram utilizados cerca de 81 artigos para a

revisdo da literatura e mais a leitura complementar.

2.2 O processo de carcinogénese

A carcinogénese envolve uma série de eventos sequenciais, frequentemente
deflagrados quando as células perdem o controle do crescimento devido ao acumulo
de mutacdes em seu DNA, levando a proliferacdo celular descontrolada. A maioria
dos tumores malignos, cancer, seguem uma histéria natural que pode ser dividida
em quatro fases: transformagdo maligna, crescimento da célula tumoral, invasao
local e metastase. O processo de carcinogénese, ou transformagédo maligna, ocorre
em varios estagios e resulta do acumulo de alteracbes genéticas, as mutacdes, que
sdo desencadeadas por diversos fatores, entre eles ambientais, como radiacao,
substancias quimicas, ou por uma desregulacdo intrinseca da célula®*1. O
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acumulo de mutacgdes leva ao surgimento de um clone de células com fenétipo bem
mais agressivo e com caracteristicas intrinsecas como a quimioresisténcia. As
células cancerigenas tem o poder de influenciar o microambiente em que estao
tornando-o0 permissivo ao crescimento tumoral e a sobrevivéncia de um fenotipo
maligno resistente e agressivo. Isso explica porque muitas vezes o resultado do
tratamento € relativamente ruim e mais dificil de manejar quando o paciente se
encontra em um estagio avancado®6).

As células no organismo vivem em harmonia e equilibrio, visando o controle
do crescimento celular. Alguns fatores extrinsecos ou intrinsecos das células servem
de estimulo quando ha exigéncias especiais como, por exemplo, para reparo de uma
alteracdo tissular, onde as células se multiplicam até que o tecido se regenere. Mas
existem mecanismos que sao reguladores deste crescimento celular, e, em algumas
ocasides, ocorre uma ruptura dos mecanismos reguladores da multiplicagéo celular
e, sem que seja necessario ao tecido, uma célula comeca a crescer e multiplicar-se,
porém de maneira desordenada, resultando em uma célula anémala, que segue
multiplicando-se resultando na formacédo do que se chama tumor ou neoplasia, que
pode ser benigna ou maligna. A carcinogénese refere-se ao desenvolvimento de
tumores malignos, estudada com base nos fatores e mecanismos a ela
relacionados, e os principais genes envolvidos sdo chamados de proto-oncogenes,
gue sao genes que estimulam essas células a se multiplicarem e formarem a
neoplasia, e 0s genes supressores tumorais, que servem de “freio” a esse estimulo
desordenado(®),

Essas duas classes entdo de genes reguladores do crescimento tumoral
encontram-se presentes nas células normais: os proto-oncogenes, que promovem o
crescimento e 0s genes supressores de tumor, que inibem o crescimento celular.
Desequilibrio, mutacdes, promovem alteracdes nos proto-oncogenes e nos genes
supressores de tumor levando ao desenvolvimento de células com crescimento
descontrolado (Figura 1). Existe uma variedade de vias sinalizatérias nas quais os
oncogenes podem ser ativados de forma anormal para induzir o crescimento
tumoral®”). A faixa genémica na qual os genes estédo contidos pode ser amplificada,
levando ao aumento significativo da quantidade de copias. Um exemplo classico é o
oncogene N-MYC, que pode ser amplificado em até 100 vezes em neuroblastomas

humanos. Os oncogenes podem sofrer mutagcdes que resultam na ativagao

14



constitutiva do gene. Nessas situagdes, o gene esta sempre “ligado”, passando a ser

ndo-responsivo aos sinais inibitérios dos supressores tumorais(*®).

Figura 1 - Cancer stem cells and tumor progression
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Fonte: Dean, Fojo e Beates, 2005. (bibliografia complementar)

Sabe-se hoje ainda que os oncogenes que levam a formacdo do tumor estao
também relacionados a genes normais, o que pde em questdo o verdadeiro papel
destes genes no crescimento e desenvolvimento das células normais e tumorais. Ja
esta bem estabelecido que as etapas da iniciacdo e promocdo de um tumor até o
desenvolvimento de uma neoplasia malignha dependem da expressao aumentada de
oncogenes, ocasionada por amplificacdo, que é o aumento do numero de copias do
gene e consequente aumento do efeito, por expressdo alterada de genes
repressores ou por mutacées em determinado oncogene®.

J& esta descrito que a progressao tumoral envolve processos celulares e
moleculares complexos que s&o precedidos pelas alteracbes genéticas e
epigenéticas, levando a transformacéo das células cancerosas. Conceitualmente, o
processo de carcinogénese pode ser dividido em trés estagios dinamicos celulares
que sao: iniciagcdo, promogao e progressao, esquematizados nas figura 2 e 3:

Figura 2 - Eventos celulares da carcinogénese
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Figura 3 - Etapas da carcinogénese
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Fonte: adaptado de Oliveira, 2002. (bibliografia complementar)

Muitos séo os fatores carcinogénicos a que as células do organismo estao
expostas, e que pertuam o desequilibrio entre 0s genes supressores e proto-
oncogenes. Sabe-se que a predisposicdo individual tem um papel importante na
resposta final, porém néo é possivel definir em que grau ela influencia a relagéo
entre a dose e o tempo de exposicdo ao carcinégeno e a resposta individual a
exposicdo. Porém, muitas vezes independentemente da exposicdo a carcinégenos,
as células sofrem processos de mutacdo espontanea. Os fenbmenos de mutacao
espontanea podem condicionar uma maior ou menor instabilidade genémica, que
pode ser crucial nos processos iniciais da carcinogénese, que pode entao dar-se por
um processo espontaneo ou ser provocada pela acdo de agentes carcinogénicos
(quimicos, fisicos ou bioldgicos). O sistema imunolégico do hospedeiro, no caso o
individuo afetado, pode ter o poder de exclusdo ou correcdo das células mutantes,
mecanismo desencadeado de acordo com a resposta imunoldgica do organismo®9).

Os fatores carcinogénicos podem ser fisicos, quimicos ou biologicos (Figura
3). As diferencas entre prevaléncia e incidéncia de certos tipos de tumores,
distribuicdo geogréfica e comportamento estdo relacionados a multiplos fatores,
incluindo raca, sexo, idade, predisposicdo genética e exposicdo a carcin0genos

ambientais. Os carcin0genos quimicos, como 0s presentes no tabaco, resultantes de
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sua combustdo e metabolismo, assim como outros agentes como 0s benzeno,
xileno, tolueno, foram claramente implicados na inducdo de cancer no homem e
animais®), Certos virus de DNA do grupo Papiloma virus humano (HPV), de
Epstein-Barr (EBV) e o da hepatite B (HBV), também foram implicados como
agentes carcinogénicos em alguns tipos de cancer. Os virus de RNA (retrovirus) se
relacionam mais raramente com o cancer humano. O Unico comprovadamente
oncogénico € o retrovirus HTLV 1, responsavel pela leucemia/linfoma da célula T do
adulto e pelo linfoma cutaneo de célula T. A energia radiante, solar e ionizante, € o
mais importante carcindgeno fisico, por sua capacidade de induzir mutacdo. A
radiacdo ultravioleta natural, proveniente do sol, por exemplo, é responsavel pelo

desenvolvimento de tumores cutaneos(@b),

Figura 4 — Processo de carcinogénese
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ALTERACOES CELULARES

Fonte: INCA, 2002. (bibliografia complementar)

A oncogénese quimica é um processo sequencial que se divide em trés fases:
a iniciacdo, promocao e progressdo. A primeira etapa, denominada de iniciacao,
consiste, como o proprio nome induz, de um fator iniciador ou carcinogénico que
causa dano ou mutacdo celular, dos acidos nucleicos. As células “iniciadas”
permanecem latentes até que sofram a acao de agentes promotores, caracterizando

a segunda etapa. Esta € chamada de promocéao, e estimula o crescimento da célula
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que sofreu a iniciacdo/mutacdo, e pode acontecer a qualquer momento, apés a
transformacéao celular inicial. As células geneticamente alteradas, "iniciadas”, sofrem
o efeito dos agentes cancerigenos classificados como oncopromotores. A célula
iniciada é transformada em célula maligna, de forma lenta e gradual. Para que
ocorra essa transformacédo, € necessario um longo e continuado contato com o
agente cancerigeno promotor, o que significa que seus efeitos revertem-se caso a
exposicdo a ele seja cessada, alvo de muitas acdes preventivas do cancer(®, A
suspensédo do contato com agentes promotores muitas vezes interrompe 0 processo
nesse estdgio. Alguns componentes da alimentacdo e a exposicdo excessiva e
prolongada a horménios sdo exemplos de fatores que promovem a transformacao
de células iniciadas em malignas. Os fatores de promocdo podem ser agentes
quimicos (p. ex. benzeno, silica, amianto), processo inflamatério, horménios. Nos
processos de iniciacdo e promocdo, a célula ainda pode encontrar-se sob a acao
dos fatores de inibicdo do crescimento, e o resultado final dependerd do balango
obtido entre estes fatores e a intensidade das alteracdes provocadas nas células
pela acdo dos agentes iniciadores e promotores6.19),

O ultimo e ndo menos essencial é o estagio da progressao, que se caracteriza
pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas. Nesse estagio,
0 cancer ja esta instalado, evoluindo até o surgimento das primeiras manifestacfes
clinicas da doenca, porém aqui cabe salientar que esse tempo entre a instalacédo da
doenca e manifestacdo clinica pode ser muito variavel dependendo do tecido
afetado. Os fatores que promovem a iniciagdo ou progressdo da carcinogénese sao
chamados agentes oncoaceleradores ou carcindégenos. O fumo, por exemplo, € um
agente carcin6geno completo, pois possui componentes que atuam nos trés

estagios da carcinogénese(16.22),

19



2.3 O cancer de pancreas

O adenocarcinoma ductal pancreatico € um tumor agressivo que apresenta
uma alta letalidade e para o qual poucas opcdes terapéuticas estdo disponiveis,
representando a sétima causa de morte relacionada ao cancer no mundo todo®-).
No Brasil, representa 2% de todos tipos de cancer e 4% do total de mortes por
cancer. Apenas 10% dos pacientes descobrem a lesdo em estagio inicial, quando a
resseccdo cirargica ainda pode ser uma opcdo. Mais de 90% dos pacientes ja
descobre a lesdo em estagio avancado®. A maioria dos pacientes apresenta
invasao local ou metastase a distancia no momento do diagndstico, sendo apenas
15% destes candidatos a resseccédo cirurgica. Mesmo ap0és a resseccao completa,
sem margens positivas, a taxa de sobrevida em cinco anos ndo excede 20%®*12),
Devido ao tratamento tardio e progndstico ruim, a taxa de sobrevida durante o
primeiro ano do diagnostico € muito baixa (10%-20%), e diminui para 5% nos
préximos 5 anos. Isto pode ser parcialmente explicado pela complexidade molecular
e pela populacéo celular mista presente nos adenocarcinomas ductais pancreaticos,
0 que também pode explicar o curso clinico heterogéneo observado na pratica
diaria®. O prognéstico esta diretamente relacionado ao estadiamento da doenca no
momento do diagndéstico. A sobrevida em 5 anos € de 24,1% para doenca
localizada, 9% para casos com comprometimento regional e 2% para doenca
avancada, jA com metastases a distancia?,

Segundo Barbosa, Santos e Souza®), entre os anos de 2000 e 2014
houveram 112.533 mortes devido ao cancer de pancreas no Brasil, sendo que
destas mortes 50.2% ocorreram em homens e 49.8% em mulheres. A sobrevida a
longo prazo permanece baixa, apesar dos avanc¢os das ultimas décadas em termos
de diagnéstico e tratamento. A sobrevida em um ano aumentou, entre os anos de
1981 e 2010, de 17% para 19%, e a sobrevida em cinco anos de 3.1% para 4.4%0).

E considerada a neoplasia com pior prognéstico dentre mais de 60 tipos de
cancer, fato evidenciado pela taxa de incidéncia praticamente igual a sua taxa de
mortalidade®). Por conta do limitado arsenal diagnéstico e terapéutico atualmente
disponivel, somado a um comportamento intrinseco agressivo, € uma neoplasia que
se beneficiard em muito de novas técnicas diagndsticas e terapéuticas advindas de

estudos inovadores em biologia molecular(4.
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Os fatores de risco hoje comprovados, ambientais e genéticos, sdo histéria
familiar positiva, idade e fumantes de longa data. Segundo a Unido Internacional
contra o Cancer (UICC), a incidéncia por idade gira em torno de 10/100.000 entre
40-50 anos e 116/100.000 entre 80-85 anos, com pico de incidéncia entre 60-80
anos. Menos de 10% dos casos ocorre em individuos abaixo de 55 anos, e a
incidéncia é maior em homens do que em mulheres®. Outros fatores supostamente
envolvidos sdo consumo de alcool, dieta rica em gordura, obesidade, diabete
mellitus de longa data e pancreatite cronica. Cerca de 10% dos pacientes tem
predisposicao familiar, o que assegura o papel de alguns genes envolvidos no
processo, tais como mutacdo nos genes CDKN2, BRCA2, PALB2, STK11 e PRSS1,
que tem demostrado aumento do risco de desenvolvimento do cancer®511),

A razédo pela qual o cancer de pancreas apresenta prognostico tdo reservado
e 0 porqué da baixa resposta terapéutica ao tratamento quimio e radioterapico ainda
sdo questdes que tém motivado a busca de uma resposta que possa, de alguma
maneira, modificar o curso desta neoplasia. Soma-se ainda o fato de o diagndstico
ser tardio, pois a doenca € geralmente diagnosticada em um estagio avancado,
quando a intervencao cirargica ndo € mais possivel. A detec¢do do tumor em um
estagio inicial e, portanto, potencialmente ressecavel, pode aumentar a taxa de
sobrevida em cinco anos acima de 40%(,

A biologia molecular do cancer de pancreas esta diretamente relacionada a
sua rapida progressdo e a baixa resposta terapéutica. Ja esta bem documentado
que o surgimento de uma célula tumoral é resultante de um acumulo de mutacdes
em seu DNA capazes de altera-la morfologicamente e funcionalmente82%_ O gatilho
desse processo e toda sua evolucdo, culminando com a formacéo da célula tumoral
e as caracteristicas a ela pertinentes, caracterizam o processo de carcinogénese,
que j& estd mais elucidado para algumas neoplasias, como o cancer colorretal, e

para outras, como o cancer de pancreas, no entanto, ainda permanece incerto.
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2.3.1 Os fatores de risco

O Adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) € responséavel por mais de 90%
das neoplasias do pancreas®®. As causas do adenocarcinoma do péancreas
permanecem incertas. Os fatores de risco, demograficos e ambientais, relacionados
a esta neoplasia incluem o tabagismo, histéria familiar, pancreatite cronica de
repeticdo, idade avangada, sexo masculino, diabetes melitus, obesidade (dietas
ricas em carne vermelha e pobre em vegetais e folato), grupo sanguineo nao-O,
exposicao ocupacional a solventes, niquel, etnia afro-americana, infec¢cdo pelo H.
pylori e mutacdo no gene da fibrose cistica®'13), A idade avancada é o fator de risco
demografico mais relevante, que merece ser destacado, pois cerca de 80% dos
carcinomas pancreaticos ocorrem entre as idades de 60 e 80 anos. O tabagismo € o
mais significativo fator ambiental. Estudos de caso-controle relatam aumento de até
5 vezes na chance de apresentar adenocarcinoma em pacientes fumantes versus
nao-fumantes, com associacdo de até 30%; o risco aumenta em fumantes pesados
e também em fumantes passivos com exposicdo ao tabaco de longa data; e ainda
sdo limitados quanto a associacéo da ingestdo de alcool e cafeina?13.26),

Os estudos ainda sdo um pouco controversos no que diz respeito a
pancreatite crbnica. Os valores de associacdo variam de risco aumentado em 4
vezes maior a 14 vezes maior; um ultimo estudo francés apoia os resultados que
defendem uma associacdo maior, visto que encontraram uma associacdo de 19
vezes maior nestes pacientes. H4 um aumento da incidéncia proporcional ao tempo
de evolucao da doenca, a cada década ha aumento do risco de aproximadamente
2%. A incidéncia é de 1,8% aos 10 anos apdés o diagndstico de pancreatite e 4,0%
apos 20 anos@13),

O fator de risco considerado mais importante para o desenvolvimento do
Adenocarcinoma pancreatico € a predisposicdo genética. Aproximadamente 10%
dos pacientes com ADP tém ou terdo um parente de primeiro ou segundo grau
acometido, e 5-10% dos pacientes com cancer tem historia familiar pregressa
positiva®”’). Os fatores genéticos, como o tipo de heranca envolvida e os genes
responsaveis ainda ndo estdo bem estabelecidos, mas acredita-se que tenha forte
associagcdo com mutacdes no gene BRCA2 e KRAS. Individuos com sindromes

hereditarias conhecidas, dentre elas a pancreatite hereditaria, cancer de mama
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hereditario (BRCA1, BRCA2), melanoma multiplo atipico familiar, sindrome da
mutacdo do pl6 e a sindrome de Peutz-Jeghers, tem risco aumentado de
desenvolver cancer de pancreas(1?,

Segundo Ardengh, Coelho e Osvaldt(®, os fatores de risco, uma vez
identificados, devem ser categorizados em trés escalas conforme o risco de
associacdo com adenocarcinoma de pancreas: baixo, moderado e alto risco. A figura

a seguir exibe essa categorizacdo com seus respectivos niveis de associacao.

Figura 5 - Fatores de risco para cancer de pancreas

Risco baivo (anmentado de 1—-5 vexes)

-Sexo masculing
- Megros
- Judeus de ascendéncia asquenaze
- Obesos
-  Fumantes
- Diiabéticos
-  Individoos com infeccio por Helicobaoter pylors
- Individuos com histdria de qualquer tipo de cincer em um parente de primeiro grag
- Individuos com cincer colorretal (ndo polipnse)
- Indiwviduos com histdria familiar de cincer de pdncreas em um parente de primeiro grao

- Individuos com mutagio gendrica BRCAL

Risco moderado {(anmentado 5-10 veres)

- Individoos com fibrose cistica
-  Individuos com pancreatite cronica

-  Individuos com mutagio gendeica BRCAZ

Risco alvo {aumentado mais de 10 vezes)

Individuos em grupos familiares com melanoma atipico familiar (FAMMM) com
mutagio pls e pelo menos um caso de cincer de pdncreas em parente de primeiro
prau ou segundo gran

-  Individuos com sindrome de Peutz-Jeghers
-  Individoos com pancreative hereditinia

Individuos com histdria familiar de cincer de pincreas em trés ou mais parentes de
primeiro, segundo ou terceiro grao

Possivelmente: individoos com mutactes BRCAL e BRCA2, com pelo menos um

parente de prmeino e segundo grau com cincer de péncreas

Fonte: Ardengh, Coelho e Osvaldt, 2008, p. 171.
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2.3.2 Epidemiologia

O cancer de pancreas representa hoje um grave problema de saude publica.
Em 2011, o pais teve 7.726 mortes, sendo 3.803 em homens e 3.923 em
mulheres®®. No ano de 2012 tivemos 337.000 casos de cdncer de pancreas no
mundo, sendo que destes, 330.000 morreram devido a doenga®).

Dados do Instituto Nacional do Cancer® estimam que, no Brasil, o cancer de
pancreas representa 2% de todos os tipos de cancer e é responsavel por 4% do total
de mortes por cancer. Segundo Moraes®, houve um comportamento ascendente
das taxas de mortalidade padronizadas por idade para cancer de pancreas no Brasil
(2,56/100.000 em 1980-1982 e 3,2/100.000 em 1995-1997), o que corresponde a um
incremento médio anual de 1,31% no periodo analisado. Segundo Barbosa, Santos
e Souza®), entre os anos de 2000 e 2014 houveram 112.533 mortes devido ao
cancer de pancreas no Brasil, sendo que destas mortes 50.2% ocorreram em
homens e 49.8% em mulheres. A sobrevida a longo prazo permanece baixa, apesar
dos avancos das Ultimas décadas em termos de diagndéstico e tratamento. A
sobrevida em um ano aumentou, entre os anos de 1981 e 2010, de 17% para 19%,
e a sobrevida em cinco anos de 3.1% para 4.4%®).

No Rio Grande do Sul (RS), que corresponde ao Estado com a maior média,
Porto Alegre teve a maior taxa, com 9,4 e 5,3/100.000 para homens e mulheres,
respectivamente. A média do estado foi de 7,05/100.000, seguido pela regido
sudeste, no estado do Rio de Janeiro, com 4,13/100.000.

As variag0es nas taxas de incidéncia e mortalidade do cancer de pancreas ao
redor do mundo podem ser indicadores de diferencas na prevaléncia dos fatores de
risco envolvidos, entre sexo e racas, evidenciando as diferencas entre paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos e a exposicao das pessoas aos fatores de risco,
como alcool, tabaco, além do acesso aos servicos de saude, desigual na maioria
dos paises, refletindo ainda a capacidade de diagndstico de cada regiéo.

As estimativas ou projecdes de mortalidade para o Brasil sdo que, entre os
anos de 2025-2029, o cancer de pancreas sera responsavel por 38.551 mortes em
mulheres e 41.952 em homens, segundo Barbosa, Santos e Souza®, podendo ser a
principal causa de morte relacionada ao cancer gastrointestinal. No Canada, as

estimativas indicam que o nimero da taxa de mortalidade pode dobrar, em virtude
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do aumento da populacdo acima de 65 anos, e nos EUA os dados mostram que em
2030 o céncer de pancreas serd uma das trés principais causas de morte
relacionadas ao cancer, com uma previsédo de 63.000 mortes em 2030.

O quadro clinico silencioso associado com grande agressividade biolégica
fazem do Adenocarcinoma de pancreas uma neoplasia de prognostico reservado. A
baixa taxa de sobrevida associada, que gira em torno de 3-5%, é resultado do
diagnéstico tardio no curso da doenca. Mais de 85% dos pacientes tém doenca
extra-pancreatica no momento do diagndstico, com extensdo aos 0rgaos vizinhos,
tornando a intervencao cirdrgica relativamente ineficaz nestes casos®-90),

Apesar dos esforcos realizados nos ultimos anos, o tratamento convencional
dispendido, como cirurgia, radiacdo, quimioterapia ou a associacdo dos mesmos,
tem mostrado pouco impacto no curso da doenca. Diferentes fatores estédo
envolvidos nessa apresentacao clinica reservada, tais como: falta de estratégias
preventivas efetivas, tanto primarias quanto em programas de rastreamento; o
diagnéstico geralmente é feito em estagios avancados da doenca, principalmente
devido a auséncia de sintomas especificos em estagios precoces; inefetividade da
abordagem terapéutica e biologia tumoral agressiva, com invaséo local precoce e
alto potencial metastatico®). Segundo Osvaldt et al.®®), apenas 15-20% dos
tumores sdo ressecaveis no momento do diagnéstico. Mesmo pequenos (menores
que 1,0 cm), os carcinomas pancreaticos geralmente sio fatais®@b,

A maioria dos tumores estdo localizados na cabeca do péancreas (60%).
Outras localizag¢des incluem o corpo (13%) e cauda (5%). Mais de 21% dos tumores
mostram uma infiltracdo difusa da glandula. Tipicamente apresentam-se como
estruturas glandulares com uma marcada reacdo estromal (desmoplasia), com
invasdo vascular e perineural precoces, o que confere a esses tumores um alto

potencial metastatico e invasio local precoces®3:32),

2.3.3 Modelo de progressdo do Adenocarcinoma Ductal Pancreético e Alteracdes

Moleculares

O adenocarcinoma ductal pancreatico parece resultar de uma proliferacao
intraductal n&o-invasiva através da progressdo das alteracdes histologicas e

moleculares. Nas lesdes pré-invasivas, designadas Neoplasia Intra-epitelial

25



Pancreatica (NIPan), o epitélio normal cuboidal plano, que reveste os ductos, é
substituido por células colunares mucinosas, planas ou papilares, com variados
graus de displasia, e sdo classificadas baseadas no grau de anormalidades

arquiteturais e citologicas®-33), como seguem abaixo (Figura 6):

- NIPan 1A: lesdes proliferativas planas revestidas por um epitélio colunar alto, com
ndcleos pequenos, redondos a ovais, basais, e abundante mucina supranuclear;
sem atipia citolégica ou arquitetural;

- NIPan 1B: lesdes semelhantes as NIPan 1A, porém com uma arquitetura papilar
ou micropapilar, com uma leve pseudoestratificacdo basal; ainda ndo ha evidéncia
de atipias;

- NIPan 2: lesdes planas ou papilares, porém com mais atipias citoldgicas, como
pseudoestratificacdo  nuclear, “nuclear crowding”, perda da polaridade,
hipercromasia, aumento nuclear, que conferem displasia de baixo grau; mitoses
guando presentes séo basais e tipicas;

- NIPan 3: lesbes com arquitetura papilar mais complexa, padrdo micropapilar, com
pleomorfismo nuclear acentuado e hipercromasia, nucléolo proeminente; podem
apresentar o padrao cribriforme com necrose luminal, células caliciformes distroficas;
lembram carcinoma pelo padrdo citolégico porém ndo se observa invasdo da
membrana basal. Evidéncias de que as NIPan sdo lesbes precursoras, que levam
ao desenvolvimento da neoplasia invasora, derivam de pesquisas e observacdes

feitas nos ultimos anos®.
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Figura 6 - Modelo de progressdo do adenocarcinoma pancreatico
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Fonte: adaptado de Ardengh, Coelho e Osvaldt, 2008.

Estudos em autdpsias revelaram um aumento na prevaléncia de NIPan com a
idade, correspondendo ao aumento da taxa de cancer pancreatico nos grupos de
pessoas com idade avancada®¥. Em espécimes de resseccdo com adenocarcinoma
ductal pancreatico, NIPan estdo tipicamente presentes na area ao redor do tumor.
NIPan-1 é encontrado em cerca de 75%, NIPan-2 em 65% e NIPan-3 em 50% dos
casos(®).

As alteracbes morfolégicas que ocorrem nas Neoplasias Intra-epiteliais
Pancreaticas (NIPan) ocorrem paralelas as alteracdes genéticas®®. A maioria das
alteracdes genéticas observadas nas neoplasias invasoras também sdo observadas
nas lesdes precursoras, tornando-as assim eventos precoces que levam ao
desenvolvimento do tumor. Mutacfes em oncogenes e em genes supressores
tumorais ha muito tempo séo caracterizadas como um dos eventos mais importantes
da carcinogénese®19),

Como previsto pelo modelo de progresséo, algumas lesdes precoces, de
baixo grau, como NIPan-1 e NIPan-2, exibem alteracbes genéticas como
encurtamento dos teldbmeros, ativacdo na mutacdo no cdédon 12 do oncogene
KRAS2, inativacdo do gene supressor tumoral CDKN2A/p16%36-37), Mutacdes no
gene KRAS2 tem sido reportadas em 36% a 44% das lesbes precursoras de baixo
grau, enquanto cerca de 87% das lesdes de alto grau sdo conhecidas por portar este
tipo de mutagdo(®®),
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LesOes precursoras em estagios mais avancados, de alto grau (NIPan 3)
abrigam uma variedade de alteracbes moleculares adicionais incluindo inativacao de
genes supressores tumorais como SMAD4 e TP53(39),

A mutacdo no gene Kras, que atua como mediador do crescimento,
proliferacdo celular e apoptose, é encontrada em cerca de 10-30% nas NIPan-1,
45% nas NIPan-2 e 85% nas NIPan-3 e os tumores que apresentam tal alteragcéo
costumam ser mais agressivos e responder menos as terapias padrdo®849). Nos
casos em que ocorre mutacdo no gene Kras, o mesmo adquire propriedades
oncogénicas, passando a atuar no estimulo ao crescimento e a proliferacdo celular
da célula cancerigena, com isso mutacdes no gene Kras sdo observadas em até
90% do adenocarcinomas ductais pancreaticos avancados e como uma das
primeiras mutacdes das lesdes precursoras®?, Dessa forma, terapias-alvo tem sido
desenvolvidas na tentativa de reduzir a atividade do Kras, mas o mesmo tem se
mostrado refratario a maioria das estratégias até agora testadas.

Um dos eventos mais precoces que levam a instabilidade genémica na
carcinogénese do cancer de pancreas envolve alteracdo dos telédmeros iniciada por
um processo de erosdao dos mesmos. Os teldbmeros estdo presentes nas
extremidades dos cromossomos e protegem contra a fusdo de sequéncias de DNA
de cromossomos diferentes. Um encurtamento extremo dos teldmeros leva a
formacdo de pontes na anafase durante o processo de mitose e consequentemente
leva a instabilidade numérica e estrutural do genoma. Tal alteracdo se expressa 90%
das lesdes intra-epiteliais pancreaticas de baixo grau®’3®). Na verdade, o que
acontece especificamente no adenocarcinoma de pancreas é que o encurtamento
dos teldmeros observado nas neoplasias intra-epiteliais acaba levando a um
aumento da expressdo da telomerase por um mecanismo compensatorio
intracelular, que leva a um enlogamento dos telémeros ja na fase mais invasiva do
cancer de pancreas, levando a imortalidade celular®b. A enzima responsavel pelo
processo, a telomerase, quase nao € detectada em células somaticas normais,
tornando-a um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos métodos de
rastreio®V. Considerando a participacdo da telomerase na carcinogénese do cancer
de pancreas, o uso de inibidores dessa enzima poderia ter uma resposta significativa

em neoplasias malignas do pancreas.
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O TP53, um gene supressor de tumor, é o gene supressor tumoral mais
frequentemente inativado em neoplasias solidas, e é inativado em 55% a 75% das
neoplasias pancredticas invasivas. Mutacdo no gene TP53 é um evento
relativamente tardio na tumorigénese do cancer de pancreas®.

Mutac6es no gene BRCA2, outro gene supressor tumoral, também encontra-
se presente na tumorigénese do cancer de pancreas, porém € descrito como um
evento mais tardio na sequéncia da transformacdo neoplasica. Portadores de
mutacOes nesse gene apresentam um risco elevado de desenvolvimento ndo s6 do
cancer de pancreas como também tumores de mama, ovario e préstata. Alteracdes
genéticas em outros genes com menor prevaléncia também tém sido descritas®3D),

A identificacdo e caracterizacdo destas alteracBes genéticas presentes nos
tumores pancreaticos invasivos e em seus precursores formam uma base para a
deteccdo das mesmas no sangue, urina, fezes, suco pancreatico, saliva, etc, e,
assim, tornam-se uma ferramenta importante no diagndstico precoce e conseqiente
aumento da sobrevida dos pacientes®), A taxa de sobrevivéncia é “estadio-
depedente”, portanto, quanto mais cedo for feito o diagndéstico, melhor sera a
sobrevida destes pacientes e as estatisticas tdo alarmantes do cancer de pancreas

podem mudar significativamente(13.26),

2.3.4 Mecanismos genético-moleculares

A caracterizacdo das alteracdes genéticas e moleculares nos tumores de
pancreas tem permitido uma melhor compreensdo do modelo de progressao da
doenca a nivel molecular. A historia natural dos tumores pancreaticos mostra um
comportamento biolégico agressivo e uma taxa acelerada de progresséo, conferindo
um alto potencial metastatico a esses tumores. As células pancreaticas séo
intrinsicamente quimio-resistentes e, como consequéncia do acumulo de diferentes
alteracdes genético-moleculares ao logo do processo de tumorigénese, as células
tornam-se ainda mais resistentes a quimioterapia e radioterapia®8. Nesse contexto,
tem havido recentemente importantes avancos na compreensdo da biologia
molecular, bem como no diagnoéstico, estadiamento e tratamento de pacientes com

tumores em estagio inicial. Contudo, minimos progressos tem sido feitos no que diz
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respeito a prevencdo, diagnostico precoce e tratamento em pacientes com estagio
avancado da doenca@19).

Embora atualmente estejam disponiveis técnicas para identificacdo do
Adenocarcinoma de pancreas em fase inicial na populacdo em geral, elas séo
inviaveis, impraticaveis ou ineficazes, face aos seus elevados custos, a baixa
incidéncia desta doenca e a dificil localizagdo do 6rgéo (retroperitoneal). Porém, sua
utilizacado poderia ser considerada ao se definir com mais precisdo os grupos de
risco que mereceriam vigilancia326),

Alteracdes cumulativas sofridas pelas células epiteliais pancreaticas induzem
a uma progressiva anormalidade funcional em pontos chaves como: crescimento
celular (ciclo celular, apoptose, fatores de crescimento, receptores e outros
elementos dos sinais da transducdo); estabilidade genémica (sistema de reparo ao
DNA); matriz extracelular e interagdo com estroma tumoral e angiogénese. Eventos
que induzem a carcinogénese e progressao tumoral envolvem mutagces em
oncogenes, resultando em dominante ganho de funcdo, e mutacdo ou delecdo em
genes supressores tumorais com resultante perda de sua acao inibitéria®42),

Sabe-se, portanto, que o desenvolvimento do carcinoma envolve um acumulo
de alteracdes genéticas sequenciais e que as células tronco tumorais intrinsecas a
DNA celular destes tumores esta direta ou indiretamente relacionadas ao
comportamento da neoplasia. A evidéncia mais forte desta sequéncia vem da
analise das lesbes precursoras. O modelo de estudo referéncia das lesGes
neoplasicas evolutivas é o de Vogelstein et al.*® no carcinoma colorretal, que
propde uma sequéncia de alteracdes genéticas cumulativas nas células epiteliais
colénicas normais: mutacdo do gene APC, formacgéo de pdlipos adenomatosos com
transformacao para displasia em graus variados e, finalmente, o adenocarcinoma
colorretal. No contexto clinico-morfolégico do adenocarcinoma ductal pancreatico,
observacbes dao inicio a um modelo de lesBes pancreaticas precursoras
intraductais®Y. Posteriormente, caracteristicas morfométricas dos nulcleos destas
lesdes foram encontradas e correlacionadas com o grau de invasividade destas
lesbes. No entanto, apesar de ja se ter conhecimento das lesdes pancreaticas pré-
neoplasicas desde o século passado, foi no ano de 2001 que Hruban et al.?

publicaram a definicdo original das neoplasias intra-pancreaticas.
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2.4 Células tronco no desenvolvimento tumoral

Muitas das neoplasias, mesmo quando diagnosticadas e tratadas em estagio
inicial, apresentam depois de alguns anos o que se chama de recidiva tumoral, ou
recorréncia, que € quando a doenca volta a se manifestar. Isso pode ser explicado
em parte pela persisténcia de algumas células tumorais residuais que permanecem
e, apos algum tempo, podem causar recorréncia do tumor, de forma ainda mais
agressiva, levando ao aparecimento de metastase. Recentes evidéncias tém
demostrado que essas células presentes em qualquer fase de progressdo do
cancer, responsaveis pela resisténcia terapéutica, crescimento tumoral e recidiva
pos tratamento, sdo chamadas Células tronco tumorais (CTT’s). Essas células tem
chamado a atencdo da comunidade cientifica para o fato de que, se realmente elas
sd0 responsaveis em parte por perpetuar o tumor e interferir na sua resposta
terapéutica, elas tornam-se alvo de estudos que identifiquem tais células e proponha
por exemplo uma droga alvo-terapéutica, um screening para diagndéstico precoce,
revolucionando a compreensédo celular a nivel molecular durante a progressdo do
cancer, contribuindo para diminuir a resisténcia a terapia, prevenindo recorréncia ou
metastases9),

Atualmente acredita-se que as neoplasias malignas sao resultado de
mutacBes sequenciais que podem ocorrer como consequéncia de uma progressiva
instabilidade genética em conjunto com alteracdes desencadeadas por fatores
ambientais“¥. Ao longo dos Ultimos anos, vem tomando espaco entdo na literatura o
conceito das células tronco tumorais (do inglés cancer stem cells, CSCs), as quais
poderdo ser capazes de modificar a compreensdo sobre o processo de
carcinogénese e possibilitar a elucidacao de algumas controvérsias ainda ndo bem
compreendidas.

As células tronco tumorais (CTT’s) pertencem a um grupo diferenciado de
células dentro de um tumor com propriedades de auto-renovacéo e diferenciacao.
Possuem essas duas importantes propriedades, que é a capacidade de auto-
renovacao (pela alta capacidade de divisdo celular) e diferenciacdo em uma célula
madura. Porém exibem ainda outras caracteristicas, tais como expressdo de
telomerase, capacidade de apoptose, aumento no transporte de substancias via

membrana e habilidade de migracdo celular, levando a possivel metastase a
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distancia, pois elas se “instalam” em outros tecidos levando a diferenciagéo do tumor
de origem@9. Recentes evidéncias sugerem que as células tronco desempenham
um papel crucial ndo s6 na geracdo e manutencdo de diferentes tecidos, mas
também no desenvolvimento e progressdo de certos tipos de tumores®”). Para
muitos tumores solidos, foi demonstrado que eles abrigam uma subpopulagéo
distinta de células tumorais que possuem caracteristicas de células tronco e,
portanto, sdo chamadas de Células tronco tumorais (CTT’s) ou células
tumorigénicas®),

As CTT’s possuem, como ja citado, certas caracteristicas semelhantes as das
células tronco normais do organismo, como a capacidade de se auto-regenerar e a
pluripoténcia, dando origem a linhagens heterogéneas de células tumorais que
formam um mesmo tumor®), Porém a questdo a ser discutida € qual a origem
dessas células tronco tumorais, de onde surgiram, por qual gatilho intracelular. Duas
hipoteses acerca do assunto ja foram levantadas, uma de que as préprias células
tronco normais sofreram mutacfes e se transformaram em células tronco-tumorais,
ou uma desdiferencicdo de células ja diferenciadas, conferindo-lhes pluripoténcia.
Sob condicao fisioldgica, as células-tronco normais geralmente encontram-se em um
estado inativo que € mantido por um microambiente especializado. Mediante o
recebimento de um sinal/gatilho estimulante, as células-tronco sédo ativadas para
entdo se dividir e proliferar. Ao se dividirem, tanto as células tronco normais quanto
as tumorais dao origem a dois tipos de células, as que tem propriedade de auto-
renovacgao, que perpetuam e dao origem aos tumores ou tecido normal, e as que se
diferenciam, porém n&o originam o tumorl®. As vias de sinalizagdo autdcrina e
paracrina, como WNT, Notch, TGF-B e receptores de tirosina quinase, estao
fortemente associados ao controle de células-tronco tumorais. Qualquer mutacgao
pode fazer com que as células tronco tornem-se indiferentes aos sinais de
crescimento ou resistentes ao de anti-crescimento e passem a proliferacao
desordenadamente, sem controle, com consequente desenvolvimento tumoral.

Com a expansao clonal, as células tronco embrionarias se diferenciam para
outros tipos celulares e perdem as suas caracteristicas de células-tronco. Entretanto,
parte dessas células permanece em seu estado original, e acredita-se que sejam

essas células que mantém o crescimento tumoral e que determinam a resisténcia a
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diversos esquemas terapéuticos®. As CTT's parecem ser essenciais para a
progressédo do tumor e a aquisi¢cdo do potencial metastatico.

Por definicdo, células tronco tumorais tem caracteristicas semelhantes as das
células-tronco normais, principalmente no que diz respeito a capacidade de originar
qualguer um dos tipos de células encontradas nos tecidos. Podem se dividir e
originar Vvéarias células que constituem os tumores, perpetuando assim seu
crescimento e ainda oferecendo resisténcia, por mecanismos ainda ndo bem
esclarecidos, ao tratamento quimioterapico. Por conta disso, representam um
importante alvo de pesquisas em diversos paises. Segundo citacdo de Maria Ana
Duhagon, professora no Laboratorio de Interacdes Moleculares da Faculdade de
Medicina da Universidad de la Republica - UDELAR®*")

As células cancerigenas ndo sdao sempre iguais. Em um tumor maligno pode
haver uma variedade de tipos de células e a ideia das células-tronco tumorais é que,
entre as células do cancer, algumas atuem como células-tronco que se reproduzem
e sustentam o céancer, de forma semelhante a que células-tronco normais se
derivam em 6rgdos e tecidos. As células-tronco tumorais tém grande interesse
clinico por estarem envolvidas na metastase e na resisténcia as drogas,
prejudicando tratamentos como a quimioterapia.

O processo de tumorigénese, até o que se conhece e esta elucidado pela
literatura atual, envolve a aquisicdo progressiva de mdultiplas mutacdes aberrantes
gue culminam com a expansao e proliferacdo de subpopulacdes celulares mais
agressivas, contribuindo para a progressao e crescimento tumoral. Apesar desta
teoria estar bem estabelecida, a identificacdo das células que sdo capazes de
originar o tumor ainda é alvo de muitos estudos para melhor caracterizacdo do
processo de carcinogénese e identificacdo destas células. As células com essas
habilidades de se auto-proliferarem e originarem novos tumores ou somente induzir
0 crescimento de um tumor ja existente, sdo denominadas de células-tronco
tumorais e compartilham muitas caracteristicas com sua contraparte normal. Ambas
as células, tumorais e células tronco normais, sdo capazes de se auto-renovarem,
mantendo a populagdo de células-tronco indefinidamente, e de gerarem células
capazes de se diferenciarem em pelo menos uma linhagem especifica, quando néo
ainda originar tumores com mais de uma linhagem , como é o caso por exemplo de

Carcinossarcomas, que exibem uma linhagem de origem epitelial e outra
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mesenquimal. A diferenciacdo, que é a transformagdo de um tumor inicialmente
indiferenciado em uma histogénese epitelial, mesenquimal., é acompanhada de
diminuicdo da taxa proliferativa, as células mais diferenciadas sdo incapazes de
manter a proliferacao e tendem, apds certo tempo, a iniciar o programa de apoptose.
Desta forma, muitas das células que compdem a massa tumoral ndo s&o
tumorigénicas. Isso leva ao conceito de que um tumor exibe células em diferentes
estagios de proliferacao e diferenciacdo, contribuindo para a populacdo heterogenia
tumoral(te),

Quanto a progressao tumoral, duas propriedades intrinsecas das células-
tronco sédo de extrema relevancia: baixa taxa proliferativa quando tumores mais
diferenciados e alta expressao de proteinas de resisténcia a multiplas drogas. Tais
caracteristicas implicam imediatamente na baixa eficiéncia na eliminacdo destas
células por meio de quimioterapia convencional, que tem como alvo preferencial
células em estagio proliferativo. Desta forma, a identificacdo de vias moleculares
diferencialmente ativadas nas células-tronco tumorais, bem como o entendimento do
microambiente tumoral, podera levar ao desenvolvimento de terapias alvo-
especificas, menos agressivas e mais habeis em induzir apoptose nas células que
sustentam a populacdo tumoral, diminuindo a incidéncia de recaidas®. Analisando
a hipétese de que as CTT’s pertencem a uma subpopulacéo de células resistentes,
€ possivel que estas células sejam: ou quiescentes e sem divisdo, conferindo-lhes
assim sua insensibilidade, ou sdo proliferativas, porém insensiveis a quimioterapia
por ativacdo de mecanismos de resisténcias).

Desde a identificacado das células-tronco do sistema hematopoiético ha varias
décadas, mudou-se a forma de abordar e compreender o processo de
carcinogénese. Tumores soélidos contém uma subpopulacéo distinta de células que
tém caracteristicas de células-tronco e sdo exclusivamente responsaveis pelo
tumorigenicidade. Esta descoberta conduziu ao desenvolvimento do conceito de
células tronco tumorais, que propde que uma subpopulacéo de células com poder de
auto-regeneracao seriam responsaveis pela tumorigénese de uma neoplasia e seu
potencial metastatico. Isto contrasta com o modelo de carcinogénese por muito anos
discutido e ainda sustentado por diversos autores, no qual todas as células tumorais
sdo capazes de iniciagdo do tumor, constituindo uma populacdo homogénea. E

importante ressaltar que as células-tronco tumorais ndo sdo apenas capazes de
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auto-regeneracdo e diferenciagdo, mas também interferem no sistema imunologico e
promovem a resisténcia a multiplas drogas(16:49),

O modelo classico da carcinogénese sugere que 0s tumores sao
biologicamente homogéneos, e a maioria das células que o compde séao
equivalentemente malignas. Outra visdo € que 0 cancer € composto por uma
populacdo heterogénea de células com diferentes potenciais proliferativos e
respostas terapéuticas®®. A hipotese das células tronco é um modelo
fundamentalmente diferente de carcinogénese, que envolve dois processos distintos,
mas dependentes um do outro, que inclui a ativagdo aberrante de seus processos
estritamente regulados de auto-regeneracdo e diferenciacdo e sua resisténcia
intrinseca a radio e quimioterapia®®).

Com base no principio de que os tumores em geral ttm em comum uma
taxa de crescimento e proliferacdo excessiva, desordenada, e de que células mais
diferenciadas tém menor taxa de divisdo, foram desenvolvidas abordagens
terapéuticas como a inducdo da diferenciacdo e a destruicdo dessas células
diferenciadas, porém nenhumas dessas abordagens pode garantir completamente a
cura do cancer uma vez que uma quantidade minima de CTT’s que permanega no
tecido pode levar a recaida da doenca. O alvo neste caso seriam as células tronco-
tumorais, porém na pratica clinica ainda ndo é possivel diferenciad-las das células
normais ou usar uma droga que atinja apenas a via de crescimento de uma delas,
uma vez que elas compartilham varias etapas envolvidas na auto-renovagao®b.

A medida que o tumor se desenvolve e cresce, torna-se cada vez mais
importante para as células cancerigenas sustentarem seu crescimento e funcdes
adquiridas através da formacdo de um ambiente tumoral, recrutando componentes
celulares e modulando sua matriz extracelular. A angiogénese (neoformacéao
vascular) € uma das formas do tumor manter seu crescimento, pois a medida que
ele cresce, a oferta de oxigénio diminui devido ao aumento do tamanho tumoral,
levando a hipoxia, em resposta a essa injuria ha a formacéo de novas estruturas
vasculares para facilitar a difusdo de nutrientes e oxigénio para as células
cancerigenas, através processo do processo conhecido como angiogénese®?).
Como mecanismo de adaptacdo, as CTT’s podem interagir com seu microambiente
para modular seu estado de sobrevivéncia, crescimento e poder metastatico,

inseridas em um contexto “estressante” para a célula tumoral em si por estar sob a
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pressédo de uma terapéutica anti-tumoral na maioria das vezes agressiva, tornando o

ambiente desfavoravel para seu crescimento.

As células tronco tumorais influenciam as células estromais circunjacentes e

as células do sistema imune, secretando sinais transdutores que alteram a funcéo e

atividade dessas células circundantes, o que, por sua vez, facilita a progressao

tumoral mesmo que em um ambiente desfavoravel resultante de quimioterapicos e

moduladores.

A figura 7 mostra as interacfes entre as células tronco tumorais (CTT’s) e o

microambiente em que estdo inseridas:

Figura 7 - Interagdes entre células troco tumorais (CTT’s)
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2.4.1 Papel das células tronco tumorais no comportamento do cancer de pancreas

As primeiras evidéncias das células tronco tumorais foram descritas nas
leucemias em um estudo publicado por Bonnet e col. em 1997, o qual demonstrou
que um grupo especifico de células tumorais foi capaz de replicar tumores in vitro
com muita facilidade“®. Posteriormente, células tronco tumorais foram identificadas
em tumores solidos. Desde entdo ja foram identificadas em tecidos tumorais de
neoplasias como mama, pulmao, prostata, ovario, cérebro, melanoma, estébmago,
cabeca e pescocgo, e estdo associadas a quimio e radioresisténcia que leva a falha
de terapias tradicionais®3.

Alguns marcadores de células tronco-tumorais ja foram testados em células
de cancer de pancreas. As células de adenocarcinoma do pancreas que expressam
os marcadores CD24+ e CD44+, separadas por citometria de fluxo, comparadas as
células CD24-CD44-, apresentaram potencial tumorigénico 20 vezes maior em
camundongos imunossuprimidos. A heterogeneidade tumoral também pode
contribuir para varios tipos de células-tronco do cancer de pancreas, na maioria
ainda néao identificadas. Ainda ndo esta claro se CTT’s fenotipicamente semelhantes
de dois pacientes tém as mesmas caracteristicas e agem da mesma maneira no
desenvolvimento da doenca®¥,

A agressividade intrinseca ao cancer de pancreas, com uma alta capacidade
de invasdo local, alto potencial metastatico, diagnostico tardio e resisténcia
terapéutica, parecem relacionar-se, em parte, a populacdo de CTT’s que fazem
parte deste tumor®9. Além disso, tem sido mostrado que o adenocarcinoma ductal
pancreatico ndo contém apenas uma populacdo homogénea de células tronco
tumorais, mas sim subpopulacdes diversas que podem estar envolvidas na
progressdo tumoral. Até o presente momento, as células-tronco do céancer de
pancreas identificadas constituem uma minoria das células componentes do tumor,
cerca de 1% -5%, e tém alta capacidade de auto-renovacdo®®. O aspecto clinico
mais importante, no entanto, é a observacdo de que essas células tronco tumorais
sao altamente resistentes a quimioterapia e radioterapia, resultando em resisténcia e
recorréncia rapida da doenca. Um dos grandes desafios da oncologia atual é
identificar e estudar as caracteristicas dessas CTT’s, especialmente no

Adenocarcinoma pancreatico, no qual poucas descobertas foram feitas®>),
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Estudos recentes ja comprovaram que as CTT’s sao resistentes a radiacao
ionizante usada na radioterapia. Conforme citado por Rich®®), o marcador de células
CD133 identificado nas células do glioblastoma foram submetidas a radiacdo, que
sobreviveram a doses altas de radioterapia em comparacdo com a maioria das
células CD133 negativas, sendo portanto capazes de regenerar o tumor. A
investigacdo de danos ao DNA nessas duas linhagens de células mostrou serem
semelhantes, mas nas ceélulas CD133 positivo o defeito ao DNA foi reparado com

mais eficiéncia e havia menos apoptose.

2.4.2 Marcadores para identificacdo de células tronco tumorais na pratica clinica

Atualmente na pratica clinica dispomos hoje de muitos marcadores de
rastreamento de neoplasias, como por exemplo o CA19.9 para tumores de via
biliares, CA125 para ovéario, antigeno prostatico (PAS) para préstata, sendo as
formas mais comumente usadas para investigar a doenca. Mas tais marcadores
originam-se de células ja diferenciadas intrinsecas do tumor. No entanto, as CTT’s
estdo presentes bem no inicio do processo de carcinogénese, 0 que permitiria um
diagndstico precoce caso elas pudessem ser identificadas.

Vérios biomarcadores tém sido utilizados para identificar células tronco
tumorais em muitos tipos de cancer. CD34CD38 para leucemia mieldide aguda,
CD44, CD24 e ALDH para cancer de mama, CD133 para ovario, cérebro, pulméao e
prostata, CD44 para cabeca e pescoco, CD44, ALDH1 para cancer de colon. No
entanto, ndo existe um marcador universal de células tronco tumorais, 0 que se tem
hoje sdo alguns marcadores jA conhecidos por estarem expressos em Varios tipos
de tumores, como o CD133 por exemplo, marcador mais comumente encontrado
nos tumores. A heterogeinidade das células tumorais faz com que cada tumor
expresse de maneira diferente tal marcador de célula tumoral®”).

Recentemente, alguns marcadores de superficie especificos de células tronco
tém sido descritos em células de cancer de pancreas, como o CD133, CD24, CD44
e outros, porém seu uso na pratica clinica ainda é controverso e estudos adicionais
sdo necessarios?®). Em cancer de pancreas, um estudo recentemente publicado
avaliou a expresséo de diferentes marcadores de CTT’s (CD133, Nestin, Notchl1-4,

Jaggedl and 2, ABCG2 e ALDH1) em tecido tumoral por imunohistoquimica, mas
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nao encontrou associacdo progndstica significativa, exceto para o marcador Notch3
que se correlacionou com estadios mais avancados®®). Por razdes ndo descritas no
estudo, os marcadores CD24 e CD44, tipicamente associados ao perfil de CTT’s
pancreaticas em estudos in vitro%59  ndo foram avaliados por Vizio et al.(®®).

Hermann et al.69 relataram a presenca de CTT’s em tecido pancreéatico
tumoral através da expressdo de CD133, e que sao células exclusivamente
tumorigénicas e altamente resistentes ao tratamento quimioterapico padrdo®®. No
entanto, no estudo de Mizuno et al.®D) as células tumorais foram negativas para
CD1336Y, O autor do ultimo estudo atribuiu a discrepancia entre os estudos devido
a sensibilidade do anticorpo anti-CD133 utilizado ou ainda a artefatos de fixacdo do
material.

No cancer de mama, as células neoplasicas com caracteristicas de células
tronco mais estudadas sdo aquelas que expressam fortemente o CD44 e que tem
expressdo baixa ou ausente de CD24 (imunofenétipo CD44+CD24-)62). Essas
células neoplasicas CD44+CD24- sdo 100 vezes mais tumorigénicas do que as
células que ndo exibem esse imunofendtipo®), Células com imunofendtipo
CD44+CD24- estao presentes em 20 a 30% dos carcinomas mamarios humanos.
Esses carcinomas sdo agressivos, apresentando alta incidéncia de metéstases,
sobretudo metastases 6sseas®). Células do cancer de prostata com 0 mesmo
fendtipo CD44+ e CD24- possuem essa “assinatura genémica” como fator preditivo
de pior prognostico em pacientes com cancer de préstata®), bem como a expressao
de CD44+ relaciona-se com a progressao tumoral do cancer colo-retal®®).

O CD24 é expresso em malignidades hematol6gicas, assim como em uma
grande variedade de tumores sélidos, e é na maioria das vezes associado com um
curso mais agressivo da doenca. No cancer de pancreas, Sagiv, Kazanov e Arber®?
sugeriram uma relagdo com a progressao da doenca, porém sem obtencdo de
significAncia estatistica. O marcador CD24 é altamente expresso em
adenocarcinomas em comparagdo com carcinomas do colon e da mama, além de se
correlacionar com ocorréncia de metédstases linfonodais; estudos com
adenocarcinomas de vesicula biliar e ovario também demostraram associagdo com a
expressdo de CD24(8),

O CD133, outro marcador de superficie expresso por CTT’s, tem sido usado

para detectar células tronco tumorais em cancer de mama®?, sistema nervoso
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central™), figado, cdlon(, prostata’™ e, mais recentemente, em céancer de
pancreas’. Em hepatocarcinomas, a expressdo de células CD133 positivas
associou-se a tumores em estadios mais avancados e, em tumores colo-retais,
associou-se com alto potencial metastatico, resisténcia ao tratamento e pior
prognostico™). Segundo Saigusa et al.("®), a recidiva a distancia é a principal causa
de mortalidade em pacientes com cancer retal com radioterapia pré-operatorio.
Expressdo de CD133 e Oct4 pode prever recorréncia a distancia, ocorréncia de
metastase e pior prognostico em pacientes com cancer retal tratados com quimio e
radioterapia pré-operatorios.

Em estudo em tumores do sistema nervoso central, um pequeno conjunto de
100 células CD133+ reproduziram em ratos um tumor igual ao original, enquanto
100.000 células de CD133- n&o puderam fazer o mesmo. Outros experimentos com
animais identificaram a mesma situacdo, em que uma pequena quantidade de
células tronco tumorais é capaz de dar origem a um tumor enquanto que é
necessario milhares de células tumorais para obter o mesmo resultado®®. Em
Gliomas, tumores do sistema nervoso central, a proporcdo de células positivas para
CD133 foi um fator de risco independente para o crescimento do tumor e progressao
para graus 2 e 3 da WHO - Organizacdo Mundial da Saude, que possuem pior
prognostico?).

Ricci-Vitiani et al.? participaram de um estudo onde observou-se a presenca
de célula tronco tumoral CD133 nas células do céancer colorretal. Estas células
identificadas, uma vez injetadas no subcutaneo de ratos imunodeficientes, foram
capazes de reproduzir tumores com as mesmas caracteristicas do tumor original, o
gque em contrapartida ndo foi obtido quando as células eram CD133 negativas.
Estudo semelhante mostrou a mesma correlacdo entre crescimento tumoral e
células CD133+ em tecido renal, reproduzindo células diferenciadas idénticas a do
tumor original.

Por fim, o OCT4, gene envolvido na rota carcinogénica das CSCs, parece ser
extremamente necessario para a manutencdo da pluripotencialidade e auto-
regeneracdo das células tronco(™®). Em estudos com cancer de eso6fago, a expressdo
da proteina Oct4 foi significativamente associada com maior grau histolégico e pior
sobrevida, indicando que este marcador de auto-regeneracédo pode estar envolvido

em desfechos clinicos negativos nesses tumores(’®. Tumores de bexiga também
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mostraram uma relacdo com alta expressao de Oct-4, considerado potencialmente
como um novo marcador molecular de tumores da bexiga, e a sua identificacdo pode
indicar a existéncia de células tronco tumorais nestes tumores.

Desde entdo, células tronco tumorais comecaram a fazer parte do processo
de carcinogénese e associacdo com tumores de pior prognéstico, ou que
apresentam uma alta taxa de crescimento (0 que € considerado pelo numero

aumentado de mitoses no tumor).

2.4.3 Anélise imunohistoquimica por Tissue Microarray (TMA)

O arranjo em matriz de amostras teciduais, ou Tissue Microarray (TMA), &
uma técnica primeiramente descrita por Kononen et al.®9 e constitui uma grande
ferramenta para a patologia investigativa. Trata-se de agrupar em um unico bloco
um namero razoavel de amostras teciduais, permitindo assim o estudo da expressao
imunohistoquimica de marcadores moleculares, com grande aproveitamento do
material, presenca de controle interno, e tempo e custos efetivos. Esta técnica
permite ainda a uniformizacdo das reagfes, representatividade eficiente através da
utilizacdo de diferentes areas do tumor, estudo de grande numero de amostras
simultaneamente, facilidade de interpretacédo e pesquisa em larga escala de fatores
progndsticos ou preditivos de neoplasia.

Primeiramente seleciona-se 0s blocos doadores, 0s quais devem apresentar
uma boa qualidade do material, e também boa representatividade, o que é definido a
partir da andlise da lamina em HE arquivada. Seleciona-se, entdo, a area relevante
para a confeccdo do bloco de TMA para avaliar a exata representacdo do
tecido/neoplasia residual no bloco doador, marcando-se entdo a area a ser estudada
pelo TMA. Usando agulhas de 0,8 milimetros, punciona-se a area escolhida e
inserem-se cilindros em um bloco de parafina, dispondo-os de modo padronizado.
Os mapas da matriz escolhida sé&o estabelecidos com as marcas do equipamento e
com distancias entre os cilindros. Cortes histologicos em micr6tomo convencional
sao feitos entdo a partir deste bloco receptor e as laminas sdo confeccionadas.
Testes pilotos sdo feitos para determinar as diluicbes conforme o fabricante do
anticorpo e determinando também o padréo de positividade em laminas de controle,

conforme indicacdo do fabricante e dentro das condicbes do laboratério com
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(controle positivo) e sem o anticorpo primario (controle negativo). Sdo realizados
cortes de quatro micrébmetros de espessura postos em laminas com carga elétrica e
mantidas em estufa a 60°C overnight. As laminas sao identificadas e desparafinadas
em xilol e, entdo, passadas em alcool etilico em concentracdo decrescente (100%,
85% e 75%) e lavadas em &gua corrente por cinco minutos. A recuperacao
antigénica é realizada seguindo as recomendacdes de tempo e pH fornecidas pelo
fabricante utilizando o equipamento (DAKO®). Apds a recuperacdo antigénica, a
peroxidase endogena sera bloqueada e em seguida os cortes serdo incubados com
blogueador de proteinas (DAKO®) por cinco minutos, a temperatura ambiente e em
camara umida.

Os cortes serdo incubados com o anticorpo primario por 90 minutos a
temperatura ambiente e posteriormente incubados com o anticorpo secundario por
30 minutos a temperatura ambiente. Apds lavagem em PBS, os cortes serdo
incubados com cromoégeno por 5 minutos e entdo lavados em &gua corrente e
contra-corados com hematoxilina. Em seguida, as laminas serdo lavadas em agua
corrente, desidratadas e montadas com balsamo e laminula para analise
microscopica. Serd feita também uma lamina na coloragéo habitual de hematoxilina-

eosina®y,
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3. MARCO CONCEITUAL

CANCER DE PANCREAS

MUDAR O CURSO E O DESFECHO DA
DOENCA; AUMENTO DA SOBREVIDA;

DIAGNOSTICO PRECOCE

NEOPLASIA ALTAMENTE LETAL

MECESSIDADE DE MOVAS
DESCOBERTAS DIAGNOSTICAS,
PROGMNOSTICAS E TERAPEUTICAS
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4. JUSTIFICATIVA

J& estd documentado que existe uma necessidade clara e emergencial de
investimento na area de pesquisa clinica visando esta expectativa dramatica de
aumento da taxa de mortalidade por cancer pancreas nos proximos 10-20 anos.
Investimentos em pesquisas que levem a uma compreensdo e identificacdo da
carcinogénese e desenvolvimento tumoral, na busca por ferramentas que auxiliem
em um diagndstico precoce, seja por meio de biomarcadores ou por exames de
imagem de alta resolucdo, na busca de estratégias de diagnostico e alvos
terapéuticos, afim de reduzir esses dados alarmantes para 0s proOximos anos.

Nesse contexto, a pesquisa e caracterizacdo de células tronco tumorais é
crucial para o melhor entendimento do cancer de pancreas enquanto doenca. Muitas
das informacBes que obtemos e utilizamos para o diagndstico, progndstico e
tratamento das neoplasias pancreéticas deriva de populacdes heterogéneas, com
diferentes graus de maturacdo e diferenciacdo. Cada vez mais se torna urgente a
caracterizacdo das CSCs para a avaliacdo e caracterizagdo da rota carcinogénica
dos tumores mais agressivos. A consequéncia direta € o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas que consigam atuar sobre as CSCs e a possibilidade de
determinar, por um método de facil acesso, quais pacientes mais se beneficiardo
desse tipo de tratamento. Essas estratégias deverdo considerar a especificidade dos
marcadores das células tronco, que as tornam resistentes aos quimioterapicos.
Andlises conduzirdo a compreensao de importantes propriedades biolégicas dessas
células, proporcionando assim um melhor entendimento do seu papel no cancer de

pancreas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

O principal objetivo é o estudo de biomarcadores em cancer de pancreas, por
meio da identificacdo de alteragbes moleculares ainda pouco caracterizadas no
adenocarcinoma pancreatico. Para isso, analisaremos o perfil de expressédo de
marcadores de CSCs, conforme objetivos especificos, nas células de
adenocarcinoma ductal pancreéatico por técnica de imunohistoquimica Tissue Micro-
array (TMA).

5.2 Objetivos secundarios

— Analisar o perfil de marcagdo de células tumorais de Adenocarcinoma ductal
pancreatico (ADP) pelos anticorpos CD24, CD133 e Oct4 utlizando tissue
microarray em pecas provenientes de ressecdo pancreatica (pancreatectomias ou

duodenopancreatectomias) e biopsias;
— Correlacionar os achados imunohistoquimicos com dados clinicos, resposta

terapéutica, sobrevida global e livre de doenca dos pacientes incluidos no estudo, a

fim de determinar o papel prognostico dos marcadores anteriormente descritos.
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ABSTRACT

Cancer stem cells (CSCs), also known as tumor-initiating cells, are suggested to be
responsible for drug resistance and cancer development due in part to their ability to
self-renew themselves and differentiate into heterogeneous lineages of cancer cells.
CSCs may be involved in tumor cell biology, including cell growth, differentiation,
tumor progression, and therapeutic resistance. Recently, studies have suggested
that CSCs are involved in the carcinogenesis of various tumors, but few studies have
been conducted on pancreatic ductal adenocarcinomas (PDACs). Thus, it is
important to understand the characteristics and mechanisms by which CSCs display
resistance to therapeutic agents and their role in the tumor growth. This study was
designed to investigate the role of cancer stem cells (CSCs) in pancreatic cancer. A
retrospective clinicopathological analysis was undertaken in 112 patients diagnosed
with PDAC between 2005 and 2010, and immunohistochemistry was performed with
antibodies against CD133, CD24, and OCT4. Positive nuclear, cytoplasmic or
membrane staining for each antibody was rated on staining intensity, being classified
into low/moderate or strong staining groups. Results were analyzed relative to each
patient’s clinicopathologic parameters. There was a stablished relationship between
the staining of the markers with some variables associated with worse prognosis,
being the three markers present in most tumor cells and associated with tumor
progression. We suppose that Cancer stem cells are present from the beginning of
tumor initiation and are intrinsically related to tumor development. Although the
presence of stem cells has been associated with molecular biology of various tumors,
their expression in pancreatic cancer has not yet been clinically reported. The
presence of stem cells and their role in pancreatic cancer tumorigenesis may be
considered as valuable prognostic factors, although the mechanism involved needs
further investigation. Increasing insights into role of cancer stem cells and
carcinogenesis can ultimately generate new ideas for molecularly based diagnostic
and therapeutic approaches.

Keywords: Cancer stem cells. Pancreatic cancer. CD133. CD24. OCTA4.
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INTRODUCTION

Despite progress in cancer diagnosis and treatment over the past decades, it
remains one of the most common causes of death worldwide. While potentially
curable when diagnosed early, early diagnosis remains a challenge in daily clinical
practice. Many cancers are diagnosed at a late stage, when therapeutic options are
no longer effective(®.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a highly aggressive disease
usually diagnosed in an advanced stage and for which few effective therapies are
available. It is a neoplasm whose incidence is almost equal to its mortality. The
reason why pancreatic cancer has such a poor prognosis and why it has such a low
therapeutic response to chemotherapy and radiotherapy are questions that have
motivated the search for an answer that can modify the course of this disease.
Despite advances in surgical techniques, which today are considered the only
curative option, the average 5-year survival rate is less than 5% (1-3%)®2. It is
considered the neoplasia with the worst prognosis out of more than 60 types of
cancers, a fact evidenced by its incidence rate almost equaling the mortality ratet®, It
should be noted that early cancer detection, at a stage that can still be cured, is
associated with greater therapeutic effectiveness and is currently one of the ways to
improve the outcome of patients diagnosed with pancreatic cancer®.

The molecular biology of pancreatic cancer is directly related to its rapid
progression and low therapeutic response. It is well-documented that the appearance
of a tumor cell is the result of an accumulation of mutations in its DNA capable of
morphologically and functionally altering its normal properties®-%. The triggering of
this process and its molecular evolution, culminating in the formation of the tumor cell
and its pertinent characteristics, characterize the process of carcinogenesis. It is well-
understood in the literature that the development of a neoplasia involves a set of
molecular changes that lead not only to the emergence and survival of a tumor cell,
but to its ability to invade adjacent tissues and form distant metastases(’.

Among the processes most recently implicated in carcinogenesis and tumor
progression, changes in cancer stem cells (CSCs) are still poorly studied in

pancreatic cancer with no satisfactory results, and they are deserving of greater

t Warshaw AL, Fernandez-Del Castillo C. Pancreatic carcinoma. N Engl J Med. 1992; 326: 455-65.
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efforts in elucidating their effects and relationship in acquiring a pancreatic malignant
phenotype. Recent evidence has suggested that CSCs play a crucial role not only in
the generation and maintenance of different tissues, but also in the development,
progression, and therapeutic resistance of different tumor types(®.

CSCs belong to a differentiated group of cells within a tumor with self-
renewing and differentiating properties, similar to normal stem cells, giving rise to
heterogeneous tumor cell lines that form one tumor. They can divide and originate
several cells that make up tumors, thus perpetuating their growth and offering
resistance to chemotherapy by mechanisms not yet well-understood. Because of
this, they represent an important research target(®.

The intrinsic aggressiveness of pancreatic cancer, with its high capacity for
local invasion, high metastatic potential, late diagnosis, and therapeutic resistance,
seems to be partly related to the population of CSCs that make up these tumors®9).
Furthermore, it has been shown that PDAC contains not only a homogeneous
population of CSCs, but diverse subpopulations that may be involved in tumor
progression. Until now, identified pancreatic CSCs constitute a minority of tumor
component cells (about 1-5%), and have a high capacity for self-renewal®. The
most important clinical aspect, however, is that these CSCs are highly resistant to
chemotherapy and radiotherapy, resulting in resistance and rapid recurrence of the
disease. Currently, one of the great challenges of oncology is identifying and
studying the characteristics of these CSCs, especially in PDAC, in which few

discoveries have been made®2.

MATERIALS AND METHODS

Case Selection and Tumor Samples
The tissue samples were from a cohort of 112 consecutive pancreatic cancers
diagnosed from 2005 to 2010, selected from the routine care of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), by the Department of Pathology and Group of Biliary Tract
and Pancreas. Immunohistochemical analyses were performed in paraffin-embedded
tissue blocks already stored in the Department of Pathology of HCPA, after approval
by the Scientific Committee and the Committee on Ethics in Health Research of the
institution. The following variables were recorded from medical records: age, sex,
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tumor grade, lymph node status, occurrence of metastasis, treatment received (type
of surgery, radiation therapy, and chemotherapy), disease free-survival, and overall

survival.

Tissue Microarray (TMA) immunohistochemical analysis

Tissue Microarray (TMA) array is a technique first described by Kononen et
al.(13) and is a great tool for investigative pathology. It is about grouping in a single
block a reasonable number of tissue samples, thus allowing the study of
immunohistochemical expression of molecular markers, with great use of the
material, presence of internal control, and time and cost effective. This technique
also allows the standardization of reactions, efficient representativeness through the
use of different areas of the tumor, study of large numbers of samples
simultaneously, ease of interpretation and large-scale research of prognostic or
predictive factors of cancer.

Firstly, the donor blocks are selected, which should have a good material
quality, as well as good representativeness, which is defined from the analysis of the
archived HE blade. Then, the relevant area for the making of the TMA block is
selected to evaluate the exact representation of the tissue / neoplasia in the donor
block, then marking the area to be studied by the TMA. Using 0.8 mm needles, the
chosen area is punctured and cylinders are inserted into a paraffin block, arranging
them in a standardized way. The maps of the chosen matrix are established with the
marks of the equipment and with distances between the cylinders. Conventional
microtome histological sections are then made from this receptor block and the slides

are made.
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Figure 1 - exemplifies some tumor tissue samples included in the study by the TMA
technique

Immunohistochemistry for Stem Cell Markers

Initially, pilot tests were conducted to determine the antibody dilutions and the
patterns of positive control slides as indicated by the manufacturer, subject to the
conditions of the laboratory (positive control) and without the primary antibody
(negative control). Four micrometer thick sections were placed on electrically charged
plates and incubated at 60°C overnight. The sections were identified and dewaxed in
xylol, then passed into ethyl alcohol in decreasing concentrations (100%, 85%, and
75%), and washed in running water for 5 minutes. Antigen retrieval was performed
following the recommendations provided by the manufacturer (Abcam, Cambridge,
UK). After antigen retrieval, endogenous peroxidase was blocked and the sections
were incubated in blocking protein (Abcam) for 5 minutes at room temperature in a
humid chamber. The sections were incubated with primary antibodies (CD133, CD24,
OCT4) for 90 minutes at room temperature and subsequently incubated with a
secondary antibody for 30 minutes at room temperature. After washing in PBS, the
sections were incubated with chromogen for 5 minutes, washed in running water, and
counter-stained with hematoxylin. Then, the slides were washed in running water,
dehydrated, and mounted with balsam and coverslips for microscopic analysis.
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Statistical analysis

To verify the association between immunohistochemical variables and
immunoreaction intensity with the characterization variables of individuals, a non-
parametric approach was used with Fisher's exact test. To verify the association of
the numerical variable age with immunohistochemical variables and intensity, the
Mann-Whitney U test was used.

The association between stem cell markers and different clinicopathological
characteristics of patients [including age, sex, tumor differentiation, stage, Tumor-
Node-Metastasis (TNM) category, and tumor resection] was evaluated by Pearson’s
correlation coefficient or x? tests as appropriate. For intensity, the categories were
dichotomized into low/moderate intensity (0-2+) or high intensity (=3+).

The Kaplan-Meier method was used for estimating the probability of survival.
Survival curves were compared using the log-rank test, which asserts under the null
hypothesis that survival functions do not differ from each other.

Overall survival time was measured from the time of surgery or biopsy to
either the date of death (as a result of any cause) or to the last follow-up. Disease-
free survival time was measured from the date of histological diagnosis or surgery to
the date of the first disease-free failure event (defined as locoregional relapse),
distant disease, or death as a result of any cause.

Significance was established at P < 0.05.

All statistical analyses were performed using R (version 3.6.0).

RESULTS

Immunohistochemical analyses indicated the presence of tumor stem cell
surface markers for the three antibodies analyzed in PDAC cells. A total of 112
patients with pancreatic cancer were included in this study: 59 (52.6%) males and 53
(47.4%) females, with a median age at diagnosis of 63 years (range, 36-93 years, SD
+ 10.3) and a median post-diagnosis follow-up period of 16.2 months.

There was no significant difference between sexes when comparing antibody

signal intensity. Fifty patients (48.08%) died during the follow-up period.
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Among all patients included, 16 (15.2%) were in pathologic stage I, 32 (30.4%)
were in pathologic stage II, 25 (23.8%) were in pathologic stage Ill, and 32 (30.4%)
were in pathologic stage IV. In cases where information on tumor grade was
available, 2.8% of carcinomas were well-differentiated, 62.8% were moderately
differentiated, and 34.2% were poorly differentiated.

Regarding the TNM stage, 11.2% were T1 (tumor smaller than 2 cm), 38.3%
were T2 (tumor larger than 2 cm or invading neighboring tissues), 19.6% were T3
(tumor of any size invading nearby tissues, but without compromising the celiac
plexus or superior mesenteric artery), 21.5% were T4 (tumor of any size
compromising vital organs and celiac plexus or superior mesenteric artery), and 9.3%
were Tx (extent of the tumor is unknown). For lymph node involvement, 31.7% were
in stage NO (no lymph node metastasis), 31.7% were N1 (regional lymph node
metastasis), 6.5% were N2 (more than one affected lymph node chain), and 29.9%
were Nx (not evaluable). Regarding the presence of metastasis, 66.6% were in stage
MO (no distant metastases), 30.2% were M1 (distant metastasis), and 3.6% were Mx
(not evaluable).

About 75.9% of samples were obtained from pancreatic tumor tissue, and
about 26% were from metastasis samples, with the liver (65.7%) being the most
affected site, followed by the lymph nodes (14.2%), peritoneum (8.5%), and others
(11.4%).

Palliative treatment was given to 68 individuals, or 76.40% of the total number
of people analyzed.

Regarding the location of the tumor, 81.6% of tumors were located in the head
of the pancreas, 22.9% in the body, and 6.4% in the tail.

Age was categorized into 2 other variables, one with 2 categories and one with
3. This categorization was performed in order to distribute individuals relatively
evenly across categories.

Table 1 summarizes the general descriptive analysis of the individuals

involved in the study.
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Table 1 - General Descriptive Analysis

Variables N %
Sex

Female 53 47,4

Male 59 52,6
Age - 2 categories

[35,65) 60 55,1

[66,93) 49 44,9
Age - 3 categories

[35,59) 37 33,9

[60,69) 39 35,8

[70,93) 33 30,3
Death (n=104)

No 54 51,9

Yes 50 48,1
Tratamento cirdrgico (n=108)

Palliative 42 38,9

Partial surgery 19 17,6

DPT** 47 43,5
Surgical treatment (n=89)

No 21 23,6

Yes 68 76,4
Tumor differentiation (n = 105)

Well differentiated 3 29

Moderate differentiated 66 62,8

Poor differentiated 36 34,3
Especimen/Sample (n=108)

Metastasis 26 24.1

Pancreas 82 75,9
Tumor pathologic stage T (n=107)

T1 12 11,2

T2 41 38,3

T3 21 19,6

T4 23 215

TX 10 9,4
Tumor pathologic stage N (n= 107)

NO 34 31,8

N1 34 31,8

N2 7 6,5

NX 32 29,9
Tumor pathologic stage M (n = 109)

MO 72 66,1

M1 33 30,2

MX 4 3,7
Tumor pathologic general stage (n=105)

1 16 15,2

2 32 30,5

3 25 23,8

4 32 30,5
MTX (n=35)
Liver 23 65,7
Lymph Nodes 5 14,3
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Peritoneum 3 8,6
Others 4 11,4

Location: Tumor Head
Yes 89 81,7

Location: Tumor Tail

Sim 7 6,4
Location: Tumor Body

Sim 25 229

Total 112 100,0
**Pancreatectomy Duodenum (DPT)

CD133 Immunostaining in Cancer Stem Cells in Pancreatic Ductal

Adenocarcinoma Cells

CD133 immunostaining was present in the plasma membrane and cytoplasm
at moderate to strong intensity (Figures 1C and 1D), with a predominantly strong
intensity. A positive or negative reaction was confirmed with the positive control
(placenta) used in the study. Positive CD133 staining was seen in 84.4% of males,
and the Fisher's exact test p-value (p = 1,0) concludes that there is no association
between sex and CD133 signal.

No CD133 immunoreactivity was observed in normal pancreatic ductal

epithelium.
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Figure 1. Immunohistochemical analysis of Cancer stem cells markers in TMA pancreatic cancer
samples. (1A,1B) CD24 expression was observed mainly in the cytoplasm of tumour cells. (1C,1D)
CD133 expression was observed mainly in the membrane and cytoplasm of tumour cells, rarely
nuclear. (1E,1F) OCT4 expression was observed in the nucleo of tumour cells, with a focal expression
and strong intensity. Lowest magnifying field (40x) are represented in the global panel and highest

magnifying field (100x) in the reduced panel.

Regarding surgical treatment, 95.1% of patients undergoing treatment 1
(bileodigestive shunt) were CD133-positive, 70.0% of patients undergoing treatment
2 (partial surgery) were CD133-positive, and 81.2% of patients undergoing treatment
3 (total duodenopancreatectomy) were CD133-positive. There was a significant
association (p = 0,019) between surgical treatment and CD133 signal. In addition to
surgical treatment, only the sample type was significantly associated with CD133
signal, at a 5% significance level.

The degree of tumor differentiation (good, moderate, or poor) showed no
significant association with positive CD133 immunostaining, although it was observed
that as the tumor grade progressed, the staining intensity increased (83.7% in poorly
differentiated tumors). There was also no significant association between TNM
staging and positive CD133 immunostaining, but in later stages the labeling
intensifies, even though the presence of CSCs from the earliest stages is observed
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here. This corroborates the hypothesis that the CSCs have been present since the

beginning of the carcinogenesis process.

Table 2 shows the descriptive analysis of the variables together with the

verification of their association with CD133 immunoreactivity, given by Fisher's exact

test.
Table 2 - Association of variables with positive CD133
IHC CD133 positive
No p-Value*
N % N %
Sex 1,000
Female 8 15,1 45 84,9
Male 9 15,5 49 84,5
Age - 2 categories 0,598
[35,65) 8 13,1 53 86,9
[66,93) 9 18,0 41 82,0
Age - 3 categories 1,000
[35,59) 6 16,2 31 83,8
[60,69) 6 15,0 34 85,0
[70,93) 5 14,7 29 85,3
Death (n=106) 0,192
No 6 111 48 88,9
Yes 11 21,1 41 78,9
Surgical Treatment (n=109) 0,019
Palliative 2 4.9 39 95,1
Partial Surgery 6 30,0 14 70,0
DPT** 9 18,7 39 81,3
Palliative Treatment (n=91) 0,474
No 4 18,2 18 81,8
Yes 8 11,6 61 88,4
Degree of Differentiation (n=107) 0,084
Well differentiated 2 66,7 1 33,3
Moderate differentiated 9 13,4 58 86,6
Poor differentiated 6 16,2 31 83,8
Especimem/sample (n=107) 0,028
Metastasis 7 29,2 17 70,9
Pancreas 9 10,9 74 89,2
Stage T (n=109) 0,587
T1 3 25,0 9 75,0
T2 5 12,5 35 87,5
T3 4 19,0 17 81,0
T4 2 8,0 23 92,0
TX 2 18,2 9 81,8
Stage N (n=109) 0,830
NO 4 11,4 31 88,6
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N1 6 17,6 28 82,4

N2 1 16,7 5 83,3
NX 5 14,7 29 85,3

Stage M (n=106) 0,132
MO 8 11,3 63 88,7
M1 9 25,7 26 74,3
MX 0 - 5 100,0

General stage (n=107) 0,133
1 2 12,5 14 87,5
2 5 15,6 27 84,4
3 1 4,0 24 96,0
4 9 26,5 25 73,5

MTX (n=34) 0,645
Liver 7 30,4 16 69,6
Lymph Nodes 3 60,0 2 40,0
Peritoneum 1 25,0 3 75,0
Others 1 20,0 4 80,0

Location: Tumor Head 0,186
Yes 12 13,2 79 86,8

Location: Tumor Talil 0,071
Yes 3 42,9 4 57,1

Location: Tumor Body 1,000
Yes 4 16,0 21 84,0

*Teste Exato de Fisher
**Duodenopancreatectomia (DPT)

Tables 3 and 4 show the p-values and associations of variables with intensity
when CD133 staining was positive. By Fisher's exact test (p = 0,036), only stage M
showed a significant association with intensity of CD133; that is, tumors that have
already metastasized are strongly stained for CD133.
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Table 3 - P-values of association with intensity

Valor-p?
Variables Groups IHC CD133 - Intensity when IHC CD24 - Intensity when IHC OCT4 - - Intensity when
positive positive positive
Sex Female 0,222 0,438 0,619
Male
No
Death 1,000 0,235 0,627
Yes
Palliative
Surgical Treatment Cir. Partial 0,815 0,732 0,620
DPT
Palliative Treatment $gs 0,136 0,027 0,619
Well differentiated
Degree of differentiation Moderate differentiated 0,266 0,442 0,407
Poor differentiated
Especimem/sample Metastasis 0,848 0,201 0,488
Pancreas
T1
T2
Stage T T3 0,611 0,992 1,000
T4
X
NO
N1
Stage N N2 0,560 0,920 0,180
NX
MO
Stage M M1 0,036 0,350 0,078
MX
1
General stage g 0,337 0,380 0,218
4
Liver
Peritoneum 0.037
MTX Lymph Nodes 0,004 , 1,000
Others

Location: Tumor Head No 0,779 0,314 1,000




Yes

Location: Tumor Tail

No
Yes

0,337

0,125

1,000

Location: Tumor Body

No
Yes

0,459

0,359

1,000

Age - 2 categories

[35,65)
[65,93)

1,000

1,000

0,104

Age - 3 categories

[35,59)
[60,69)
[70,93)

0,841

0,406

0,096

* Fisher Exact Test
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Table 4 Association of intensity with variables

IHC CD133 positive (n=94) IHC CD24 positive (n=108) IHC OCT4 positive (n=35)

Variable Faint/Moderate Strong Faint/Moderate Strong Faint/Moderate Strong
N % N % N % N % N % N %

Sex *p=0,222 *p=0,438 *p=0,619

Female 18 40,0 27 60,0 23 46,0 27 54,0 1 6,7 14 93,3

Male 26 53,1 23 46,9 22 37,9 36 62,1 3 15,0 17 85,0
Age - 2 categories *p =1,000 1,000 *p=0,104

[35,65) 25 47,2 28 52,8 24 41,4 34 58,6 4 22,2 14 77,8

[66,93) 19 46,3 22 53,7 21 42,0 29 58,0 0 - 17 100,0
Age - 3 categories *p=0,841 *p =0,406 *p =0,096

[35,59) 16 51,6 15 48,4 13 38,2 21 618 1 91 10 90,9

[60,69) 15 44,1 19 55,9 20 50,0 20 50,0 3 27,3 8 72,7

[70,93) 13 44.8 16 55,2 12 35,3 22 64,7 0 - 13 100,0
Death *p =1,000 *p=0,235 *p=0,627

No 22 45,8 26 54,2 19 36,5 33 635 3 15,0 17 85,0

Yes 19 46,3 22 53,7 25 49,0 26 51,0 1 7,1 13 92,9
Surgical Treatment *p=0,815 *p=0,732 *p=0,620

Palliative 20 51,3 19 48,7 18 46,1 21 539 2 111 16 88,9

Partial Surgery 7 50,0 7 50,0 7 35,0 13 65,0 1 20,0 4 80,0

DPT** 17 43,6 22 56,4 19 40,4 28 59,6 1 8,3 11 91,7
Palliative Treatment *p=0,793 *p=0,197 *p =1,000

No 8 44,4 10 55,6 6 31,6 13 684 1 10,0 9 90,0

Yes 25 41,0 36 59,0 34 50,0 34 50,0 3 15,0 17 85,0
Degree of Differentiation *p=0,266 0,442 *p =0,407

Well differentiated 0 - 1 100,0 0 - 3 100,0 0 - 2 100,0

Moderate differentiated 24 41,4 34 58,6 28 43,1 37 56,9 2 8,0 23 92,0

Poor differentiated 17 54,8 14 45,2 14 38,9 22 611 2 25,0 6 75,0
Especimem/sample *p=0,848 *p=0,201 *p=0,488

Metastasis 7 36,4 9 63,6 7 22,2 16 77,8 1 25,0 3 75,0

Pancreas 36 48,6 38 51,4 37 45,1 45 54,9 3 10,3 26 89,7
Stage T *p=0,611 *p=0,992 *p=1,000

T1 2 22,2 7 77,8 5 41,7 7 58,3 0 - 4 100,0

T2 18 51,4 17 48,6 17 42,5 23 57,5 3 17,6 14 82,4

T3 9 52,9 8 47,1 9 45,0 11 55,0 0 - 5 100,0

T4 11 47,8 12 52,2 9 37,5 15 625 1 14,3 6 85,7




TX
Stage N
NO
N1
N2
NX
Stage M
MO
M1
MX
Generale Stage
1
2
3
4
MTX
Liver
Lymph Nodes
Peritoneum
Others
Location: Tumor Head
Yes
Location: Tumor Talil
Yes
Location: Tumor Body
Yes

4

12
16

14

44,4
*p = 0,560
38,7
57,1
40,0
48,3
*p=0,036
46,0
38,5
100,0
*p=0,337
35,7
59,3
45,8
36,0
*p=0,094
50,0

*p=0,779

45,6

*p=0,337

75,0

*p = 0,459

38,1

19
12

15

13

55,6

61,3
42,9
60,0
51,7

54,0
61,5

64,3
40,7
54,2
64,0

50,0
100,00
100,00
100,00
54,4
25,0

61,9

4

15
14

12

12

40,0 6
*p =0,920
44,1 19
43,7 18
42,9 4
36,4 21
*p =0,350
46,4 37
35,3 22
20,0 4
*p =0,380
60,0 6
45,2 17
40,0 15
33,3 22
*p =0,037
27,3 16
80,0 1
- 4
60,0 2
*p=0,314
39,3 54
*p=0,125
71,4 2
*p =0,359
50,0 12

60,0

55,9
56,3
57,1
63,6

53,6
64,7
80,0

40,0
54,8
60,0
66,7

72,7
20,0
100,0
40,0
60,7
28,6

50,0

NEFOPR o

RN R

R OO NEF—, OO

N

- 2
*p=0,180
7,1 13
- 10
25,0 3
28,6 5
*p=0,078
4,0 24
28,6 5
33,3 2
*p=0,218
- 5
- 10
10,0 9
28,6 5
*p =1,000
25,0 3
- 0
- 1
50,0 1
*p =1,000
12,9 27
*p =1,000
- 2
*p =1,000
- 6

100,0

92,9
100,0
75,0
71,4

96,00
71,4
66,7

100,0

100,0
90,0
71,4
75,0

100,0
50,0

87,1
100,00

100,0

*Teste Exato de Fisher

**Duodenopancreatectomia (DPT)
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The average age of those in which CD133 staining was negative was 60.82
years, and 63.09 years in the positive-staining group. However, there was no
significant difference between groups with respect to age according to the Mann-
Whitney U test (p = 0,598). Age remains an independent risk factor for tumor
development, unrelated to CSC marker staining. The intensity analysis also indicates
no age difference between the low/moderate and strong intensity groups.

CD24 Immunostaining in Cancer Stem Cells in Pancreatic Ductal

Adenocarcinoma Cells

CD24 immunostaining (Figures 1A and 1B) was present in the plasma
membrane and cytoplasm at both weak/moderate (41.6%) and strong (58.3%)
intensities, but at a weaker intensity when compared to CD133 (Figures 1C and 1D).
The positive and negative reactions were confirmed with the positive control
(placenta) used in the study. Table 5 shows the descriptive analysis of the variables
together with the verification of their association with CD24 positivity, given by
Fisher's exact test. A positive CD24 signal was seen in 98.3% of males, but there
was no association between sex and CD24 positivity (p = 0,343). Only the type of
sample collected and palliative treatment were significantly associated with CD24
signal, at a 5% significance level (p = 0,010 and 0,042 respectively).

Table 5 - Association of variables with positive CD24

IHC CD24 positive

No Yes value -p*
N % N %
Sex 0,343
Female 3 5,7 50 94,3
Male 1 1,7 58 98,3
0,624
Age - 2 categories
[35,65) 3 49 58 95,1
[66,93) 1 2,0 50 98,0
Age - 3 categories 0,159
[35,59) 3 8,1 34 91,9
[60,69) 0 - 40 100,0
[70,93) 1 29 34 97,1
Death (n=107) 0,618
No 3 54 52 94,6

Yes 1 1,9 51 98,1




Surgical Treatment (n=110) 0,399

Palliative 3 7,1 39 92,9
Partial Surgery 0 - 20 100,0
DPT** 1 2,1 47 97,9
Palliative Treatment (n=91) 0,042
No 3 13,6 19 86,4
Yes 1 14 68 98,6
Degree of Differentiation (n=108) 1,000
Well differentiated 0 - 3 100,0
Moderate differentiated 3 4.4 65 95,6
Poor differentiated 1 2,7 36 97,3
Especimem/sample (n=108) 0,010
Metastasis 1 4,0 23 95,9
Pancreas 2 2,4 82 97,6
Stage T (n=110) 0,705
T1 0 - 12 100,0
T2 1 2,4 40 97,6
T3 1 4.8 20 95,2
T4 1 4,0 24 96,0
TX 1 9,1 10 90,9
Stage N (n=110) 0,881
NO 1 2,9 34 97,1
N1 2 59 32 94,1
N2 0 - 7 100,0
NX 1 29 33 97,1
Stage M 1,000
MO 3 4,2 69 95,8
M1 1 2,9 34 97,1
MX 0 - 5 100,0
General Stage (n=108) 0,913
1 1 6,2 15 93,8
2 1 3,1 31 96,9
3 1 3,8 25 96,2
4 1 29 33 97,1
MTX (n=37) 1,000
Liver 1 4,3 22 95,7
Lymph Nodes 0 - 5 100,0
Peritoneum 0 - 4 100,0
Others 0 - 5 100,0
Location: Tumor Head 0,550
Yes 3 3,3 89 96,7
Location: Tumor Tail 1,000
Yes 0 - 7 100,0
Location: Tumor Body 1,000
Yes 1 4,0 24 96,0

*Teste Exato de Fisher
**Duodenopancreatectomia (DPT)

No CD24 immunoreactivity was observed in normal pancreatic ductal

epithelium.
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A positive CD24 signal was seen in 98.6% of patients undergoing palliative
treatment, which was significant (p = 0,042). Due to their advanced tumor staging,
they had a stronger CD24 signal compared to individuals who underwent total
duodenopancreatectomy. The CD24 signal was stronger in individuals who
underwent palliative treatment as a treatment option (98.6%) when compared to
those who did not (13.6%).

The degree of tumor differentiation and staging showed no significant
association with CD24-positive staining, nor were there significant differences
between poorly differentiated or advanced-stage tumors compared to well-
differentiated and early-stage tumors with respect to positive CD24.

The tumor location (head, body, or tail of pancreas) showed no significant
association. All three variables exhibited diffuse staining for CD24.

The mean age of the CD24-negative group was 55 years, and 63.1 years in
the CD24-positive group. However, there was no significant difference between the
groups regarding age by the Mann-Whitney U test (p = 0,624). The intensity analysis
also indicated no significant difference in age between the weak/moderate and strong
groups.

Tables 3 and 4 show the association of variables with intensity when CD24
was positive. Only the presence of metastasis (MTX) was significantly associated
with intensity, where the liver and peritoneum showed a strong positivity when

compared to metastasis in other sites, such as lymph nodes and other tissues.

OCT4 Immunostaining in Cancer Stem Cells in Pancreatic Ductal

Adenocarcinoma Cells

OCT4 immunostaining showed a different pattern in relation to the other
antibodies tested. The frequency of positive cases was not as high as observed with
the other two antibodies tested, but when positive, its intensity was very strong
(Figures 1E and 1F). Immunostaining occurred in the tumor cell nucleus in 31.5% of
the cases and did not stain 68.7% of the tumors analyzed. No OCT4
immunoreactivity was observed in normal pancreatic ductal epithelium.

Table 6 shows the descriptive analysis of the variables together with the

verification of their association with OCT4 signal. Only 33.9% of males had positive

70



OCT4 staining, with no association between sex and OCT4 staining. No variable was

significantly associated with OCT4 signal, at 5% significance level. The mean age of

the OCT4-positive group was 62.62 years, and 63.23 years in the OCT4-negative

group. However, there was no significant difference between the groups regarding

age (p = 0,547).

Table 6 - Association of variables with positive OCT4

IHC OCT4 positivo

Variaveis N&o Sim Valor-p*
N % N %
Sex 0,547
Female 38 71,7 15 28,3
Male 39 66,1 20 33,9
Age - 2 categories 0,687
[35,65) 43 70,5 18 29,5
[66,93) 34 66,7 17 33,3
Age - 3 categories 0,666
[35,59) 26 70,3 11 29,7
[60,69) 29 72,5 11 27,5
[70,93) 22 62,9 13 37,1
Death (n=107) 0,309
No 35 63,6 20 36,4
Yes 38 73,1 14 26,9
Surgical Treatment (n=110) 0,170
Palliative 24 57,1 18 429
Partial Surgery 15 75,0 5 25,0
DPT** 36 75,0 12 25,0
Palliative Treatment (n=91) 0,194
No 12 54,6 10 45,4
Yes 49 71,0 20 29,0
Degree of Differentiation (n=108) 0,106
Well differentiated 1 33,3 2 66,7
Moderate differentiated 43 63,2 25 36,8
Poor differentiated 29 78,4 8 21,6
Especimem/sample (n=108) 0,449
Metastasis 20 83,3 4 16,7
Pancreas 55 65,5 29 34,5
Stage T (n=110) 0,524
T1 8 66,7 4 33,3
T2 24 58,5 17 41,5
T3 16 76,2 5 23,8
T4 18 72,0 7 28,0
TX 9 81,8 2 18,2
Stage N (n=76) 0,150
NO 21 60,0 14 40,0
N1 24 70,6 10 29,4
N2 3 42,9 4 57,1
NX (n=74) 0,107
MO 27 79,4 7 20,6
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M1
MX

General Stage (n=108)
1
2
3
4

MTX (n=37)
Liver
Lymph Nodes
Peritoneum
Others

Location: Tumor Head
Yes

Location: Tumor Tail
Yes

Location: Tumor Body
Yes

19

80,0
40,0

68,8
68,8
61,5
79,4

82,6
100,0
75,0
60,0
66,3
71,4

76,0

20,0
60,0

31,2
31,2
38,5
20,6
17,4

25,0
40,0

33,7

28,6

24,0

0,490

0,478

0,294

1,000

0,467

*Teste Exato de Fisher
**Duodenopancreatectomia (DPT)

Although not statistically significant, an interesting finding from the OCT4

staining analysis is that the more differentiated the tumor, the greater the staining

intensity, while poorly differentiated tumors had low staining intensity (66.6% vs

21.6%). Cells positive for OCT4 have greater potential for differentiation.
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Survival Analysis
Graph 1 shows the survival curves in relation to the three markers and their

respective positive signals. All groups presented very similar curves, so that the log-
rank test does not indicate any significant difference between the curves regarding
positive signals from the three antibodies.

Graph 1: Kaplan-Meier curves regarding positivities
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From the Kaplan-Meier curves for CD133, CD24, and OCT4 intensity,
confirmed by the log-rank test p-values, none of the survival curves differ significantly

with respect to intensity, as the graphs 2,3 and 4 below:
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Graph 2 - Kaplan-Meier Curves for Intensity - CD133
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Graph 3 - Kaplan-Meier Curves for Intensity — CD24
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Graph 4 - Kaplan-Meier Curves for Intensity — OCT4
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DISCUSSION

Cancer stem cells (CSCs) have recently been associated with cancer
progression and used to identify the prognostic factors and targets for therapy in
several types of cancer®. It is notable that the role of CSCs is not well understood
or characterized in pancreatic cancer. Moreover, few reports have been published on
the patterns and effects of the presence of CSCs. Considering this lack of data, we
retrospectively analyzed the expression of CSCs in samples of pancreatic cancer
using immunohistochemistry and verified its role in tumor progression and
therapeutic resistance in ductal pancreatic adenocarcinoma.

The molecular biology of pancreatic cancer is directly related to its rapid
progression and low therapeutic response. It is well documented that the appearance
of a tumor cell is the result of an accumulation of mutations in its DNA capable of
morphologically and functionally altering it>%). The trigger of this process and all its
evolution, culminating in the formation of the tumor cell and its pertinent
characteristics, characterize the carcinogenesis process, is already significantly
elucidated for several types of neoplasias. However, for certain types of cancer such

as pancreatic cancer, the process remains uncertain(?,
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Most malignant tumors follow a natural history that can be divided into four
stages: malignant transformation, tumor cell growth, local invasion, and metastasis.
The process of carcinogenesis, or malignant transformation, occurs in various stages
and results due to the accumulation of genetic changes and mutations, which are
triggered by several factors, including environmental factors such as radiation and
chemicals(®®). However, for this process of carcinogenesis to progress, it may be
necessary to have certain cells with the stem cell characteristics, such as the
potential for self-renewal and regeneration, as well as a high proliferative index.

Recent evidence suggests that stem cells play a crucial role in not only the
generation and maintenance of different tissues but also the development and
progression of certain types of tumors®. For several solid tumors, they have been
shown to harbor a distinct subpopulation of tumor cells that have stem cell
characteristics and are therefore called tumor stem cells (CTTs) or tumorigenic
cells\’®, Cancer stem cells appear to be able to initiate and drive tumour growth in
solid tumours. CD133, CD24 and OCT4 are recently reported prospective markers
for CSCs, expressed in a variety of tumours; however, to our knowledge, no attempt
has been made to detect their expression in pancreatic cancer specimens®”).

It can be observed that tumor stem cells, or tumor stem cell surface markers
such as CD133, CD24, and OCT4 are present in pancreatic cancer tumor cells,
confirming the intrinsic relationship between the pancreatic malignant phenotype and
the presence of stem cells. No significant difference was observed between antibody
expression and the degree of tumor differentiation, assuming that tumor stem cells
have been present since tumor initiation. It should be noted that for CD133 and CD24
antibodies, the percentage of marker-expressing tumor cells increased as the tumor
progressed. Hence, the more aggressive, poorly differentiated tumors exhibited
greater positivity for the presence of the antibody. While on the other hand, the
expression of the OCT4 antibody was higher and more intense in well-differentiated
tumors; thus, the more differentiated the tumor, the greater the labeling. Cells that
have the stem cell marker for the OCT4 antibody have a higher potential for
differentiation®. This may be the reason why OCT4 differed in terms of expression
from the other markers that were tested, although these differences were not

statistically significant.
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Oct4 marker is only present focally in tumor samples that were positive. This
find is in agreement with the theory that CSCs represent only a very small portion of
the total tumour cell population(19). For example, CD133 positive cells were detected
in 0.7— 6.1% (Ricci-Vitiani et al, 2007), 1.8—-24.5%(20) of primary colon cancer cells,
and in 0.7- 3.2% of primary pancreatic cancer cells using flow cytometric
analysis(21). Immunohistochemical staining revealed CD133 expression in 1-3% of
hepatocellular carcinoma specimens(22).

Although labeling and expression were observed with a relatively high
frequency in all degrees of tumor direction, for example, tumors expressed labeling
for cancer stem cells regardless of the degree of differentiation, some findings favor
the hypothesis that the number of stem cells in tumors is larger in tumors with more
aggressive behavior and with worse prognosis. This hypothesis is supported by the
fact that CD133 was more frequently expressed in individuals who underwent only
palliative treatment (95.1%) with a significant association (p value < 0.05) between
the presence of antibody and palliative treatment. When it is reported that a patient
underwent only palliative treatment, it is assumed that the tumor was at a significantly
advanced stage and with no possibility of curative surgical intervention and therefore
only palliative treatment was performed. Similarly, it can be overstated that the more
aggressive tumors at later stages express greater labeling for the CD133 tumor stem
cell antibody. Several clinical studies have investigated the relationship between the
CD133 expression and clinical outcomes of tumors; however, the results are
controversial. For example, CD133 expression is related to the poor prognosis of
colon cancer and hepatocarcinoma(3.

Regarding the TNM stage, the labeling of the three antibodies (CD133, CD24,
and OCT4) did not change along the progression. It is notable that the tumor stem
cells were present from the earliest stage and that they do not enlarge during the
staging. The prevalence of the three antibodies and their associations with the
variables was generally high, although not all the antibodies had a significance level
lower than p < 0.05.

All the variables that contributed to an unfavorable prognosis, such as the
location of the pancreatic head tumor, advanced age, and the presence of
metastases were all associated with high prevalence especially for the expression of
CD133 and CD24. Additionally, this corroborated with the idea that tumor stem cells
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when present are associated with rapid tumor progression and therapeutic
resistance. Cancer stem cells have certain characteristics similar to those of normal
organism stem cells, such as the ability to self-regenerate and pluripotency, giving
rise to heterogeneous tumor cell lines that form the same tumor®. Cancer stem cells
are likely to share many of the properties of normal stem cells that provide for a long
lifespan, including relative quiescence, resistance to drugs and toxins through the
expression of several transporters, an active DNA-repair capacity and a resistance to
apoptosis. Therefore, tumours might have a built-in population of drug-resistant
pluripotent cells that can survive chemotherapy and repopulate the tumour@4),

In order to define if CSCs predicted the clinical outcome, we performed
Kaplan-Meier survival analysis and showed that the groups presented very similar
curves. Hence, the log-rank test does not indicate significant difference between the
curves regarding the presence of the three antibodies. Although they are associated
with worse prognostic variables such as metastasis and palliative treatment
therapeutic options, no association can be made between the presence of tumor
stem cells and patient survival in this case; therefore, the presence of CSCs does not

predict worse survival.

CONCLUSION

The discovery of cancer stem cells in solid tumours has changed our view of
carcinogenesis. That tumor stem cells are involved in tumor development and
progression is a fact, since their presence were significant in the vast majority of
tissues analyzed and, recently, many studies have associated the presence of tumor
stem cells with the development of several types of cancer.

The process of tumorigenesis, as far as the subject is known until now,
involves the progressive acquisition of multiple aberrant mutations that culminate in
the expansion and proliferation of more aggressive cell subpopulations, contributing
to tumor progression and growth. Although this theory is well established, the
identification of cells that are capable of causing the tumor progression is still the
subject of many studies to better characterize the carcinogenesis process and

identify these cells.
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Much of the information we obtain and use for the diagnosis, prognosis, and

treatment of pancreatic neoplasms derives from heterogeneous populations with

varying degrees of maturation and differentiation. It is becoming increasingly urgent

to characterize the CSCs for the evaluation and characterization of the carcinogenic

route of the most aggressive tumors. The direct consequence is the development of

therapeutic strategies that can act on CSCs and the possibility to determine, by an

easily accessible method, which patients will benefit most from this type of treatment.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de muitas evidéncias hoje apontarem para a existéncia de células-
tronco tumorais (CTTs) no processo de carcinogénese, esse assunto ainda é
controverso e precisa de maiores estudos. A pesquisa e caracterizacao de células
tronco tumorais € crucial no entendimento do cancer enquanto doenca. Muitas das
informacdes que obtemos e utilizamos para o diagndéstico, progndéstico e tratamento
das neoplasias deriva de populacbes heterogéneas, com diferentes graus de
maturacdo e diferenciacdo. Cada vez mais a literatura firma a idéia de que o cancer
é um tecido ou unidade-tecidual que se desenvolve com suas proprias células
tronco, assumindo um crescimento que nao corresponde ao padrdo do organismo.

O cancer, com poucas excecoes, é efetivamente tratado quando detectado
precocemente. Talvez no Cancer de pancreas um dos maiores desafios seja esta
deteccdo precoce, pois a maioria dos tumores ja apresenta estagio avancado
guando detectado em funcad dos sintomas. A existéncia de biomarcadores para as
células tronco tumorais seria util para o diagnéstico e tratamento da doenca.
Contudo, os estudos apresentados até 0 momento no campo das células tronco ndo
sdo completamente conclusivos, pois cada marcador pode variar entre pacientes e
de acordo com o tipo de cancer.

Neste momento, cada vez mais se torna urgente a caracterizacao das células
tronco tumorais para a avaliacdo e caracterizacdo da rota carcinogénica dos tumores
mais agressivos, com consequéncia direta no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que consigam atuar sobre as células tronco, seja agindo no
microambiente que suporta essas células, seja prevenindo a angiogénese ou
interferindo nas vias de sinalizacdo, ainda ndo totalmente compreendidas nas CTTs.

Essas estratégias deverdo considerar a especificidade dos marcadores das
células tronco, que as tornam resistentes aos quimioterapicos. Todas as terapias
tradicionais incluindo cirurgia, terapia hormonal, terapia anti-angiogénica e
imunoterapia evidenciam uma baixa efichcia em termos de desfecho e sobrevida
devido a falta de um alvo terapéutico especifico que atue na atividade de
proliferacéo e regeneracao das células-tronco.

Uma vez que qualquer célula-tronco tumoral residual pode causar recaida da

doenca devido ao alto indice de proliferagdo dado a uma Unica célula, precisamos
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saber mais sobre sua identificagdo, bem como o que acontece em suas vias de
sinalizacdo, o que lhes da esse poder pluripotente descontrolado, para que futuros
medicamentos possam visar apenas CTTs, e ndo células-tronco saudaveis, que sao
fundamentais para manter o corpo humano. Uma vez identificadas, a terapia pode
ser direcionada para erradicacdo do tumor sem possibilidade de recorréncia da
neoplasia.

No campo do cancer de pancreas os estudos ainda estdo pouco
concretizados, trabalha-se muito encima de hipoteses, questionamentos suscitam e
embasam novas pesquisas, porém pouca aplicabilidade clinica se tem visto fruto dos
recentes estudos. A descoberta de células-tronco cancerigenas em tumores sélidos
mudou nossa visdo da carcinogénese. O fato de as células-tronco tumorais estarem
envolvidas no desenvolvimento do tumor e a progressao é fato, pois sua presenca
foi significativa na grande maioria dos tecidos analisados e, recentemente, muitos
estudos associaram a presenca de células-tronco tumorais ao desenvolvimento de
varios tipos de cancer. Muitos biomarcadores hoje usados na deteccdo de alguns
tipos de tumores surgem apenas quando a neoplasia ja esta instalada, enquanto que
os marcadores de células tronco tumorais por estarem presentes desde a iniciacdo
do processo de tumorigénese podem permitir uma deteccdo precoce, em estagio
bem inicial do tumor.

O processo de tumorigénese, até o que se compreende do assunto até
agora, envolve a aquisicdo progressiva de multiplas mutacdes aberrantes que
culminam na expanséo e proliferacdo de subpopulacdes de células mais agressivas,
contribuindo para a progresséo e crescimento do tumor. Embora essa teoria esteja
bem estabelecida, a identificacdo de células capazes de causar a progressao do
tumor ainda é objeto de muitos estudos para melhor caracterizar o processo de
carcinogénese e identificar essas células. E cada vez mais urgente caracterizar as
CSCs para a avaliacéo e caracterizagdo da via carcinogénica dos tumores.

O diagndéstico tardio do adenocarcinoma ductal pancreéatico associado a
resposta limitada aos atuais tratamentos resultam em um prognéstico extremamente
reservado. A crescente compreensdo dos eventos moleculares na tumorigénese
esta levando a identificacdo de biomarcadores que nos permitem prever a resposta
ao tratamento e ainda o surgimento de novos alvos terapéuticos. Portanto,

terapéutica-alvo, painel progndéstico e marcadores diagnésticos deste subconjunto
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de células e as vias de definir a sua tumorigénese € uma grande promessa para o
desenvolvimento de estratégias mais eficazes para a melhoria e erradicacdo desta

forma téo letal que é o cancer de pancreas.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

- Com o conhecimento das vias de sinalizacéo alteradas no metabolismo das células
tronco tumorais, a formacdo de novos tumores podera ser evitada com drogas
capazes de interferir nessa via carcinogénica,

- Conhecimento em relacdo ao papel das células tronco tumorais no cancer de
pancreas, bem como a sua associacdo clinica com a progressdo da doenca e
resisténcia terapéutica;

- Com relacdo a recorréncia da neoplasia, exames periddicos seriam capazes de
detectar “restos” dessas células, que podem ser destruidas mesmo antes da
recorréncia do tumor, aumentando significativamente as chances de cura;

- Em pacientes com histérico familiar da doenca e pessoas com fatores de risco
identificaveis, a deteccdo desses células poderia proceder uma investigacdo
adicional a ser realizada periodicamente, auxiliando assim na prevencao;

- Incorporacdo de novas técnicas a serem utilizadas no estudo no rol de
procedimentos da Instituicdo envolvida, determinando sua acuracia e efetividade;
permitindo sua aplicagdo em estudos futuros e até mesmo na pratica assistencial

futura.
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10. ANEXOS
Ficha de coletas de dados:

Protocolo de pesquisa de dados no prontuario

Idade

anos

Sexo

() Feminino

() Masculino

Data do inicio dos sintomas / /
Data da primeira consulta
/ /
Realizou biépsia? ( ) Néao
()Sim

Tipo de cirurgia realizada

( ) duodenopancreatectomia total
( ) pancreatectomia parcial

( ) tumor irressecéavel/Tto paliativo

Data da cirurgia

Estadiamento

() N&o se aplica

T N M

Data do 6bito do paciente

() N&o se aplica

/ /

Data da ultima vez em que se soube

gue o paciente estava vivo

()
()

N&o se aplica

() / /
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Protocolo de pesquisa de dados no laudo anatomopatoldgico original

Tipo de espécime recebido

() Duodenopancreatectomia

() Pancreatectomia parcial

( ) Biopsia

Tamanho do tumor (maior medida)

cm

Tipo histologico do tumor

() Adenocarcinoma

() Neuroenddcrino

( )Outro:

Grau histologico de diferenciacdo do

tumor

() Bem diferenciado

() Moderadamente diferenciado

() Pouco diferenciado

() Indiferenciado

Estadiamento patoldgico

() N&o se aplica

pT N M

Presenca de neoplasia intraepitelial

adjacente ao tumor

( ) N&o se aplica

() Sim

( ) Nao
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Classificagéo da neoplasia

() Nao se aplica

intraepitelial
( ) NIPan 12
( ) NIPan 1B
( ) NIPan 2
( ) NIPan 3
Local da metastase se presente
Data do laudo
/ /
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11 -STROBE

STROBE Statement—checklist of items that should be included in reports of observational

studies

Item
No

Recommendation

Title and abstract

Evaluation of Tumor Stem Cells in Pancreatic Cancer by Tissue Microarray
Immunohistochemistry

Background: Pancreatic ductal adenocarcinoma(ADP) is a highly aggressive
disease usually diagnosed in advanced stages and for which few effective
therapies are available.

Objective: Study the expression profile of cancer stem cells in pancreatic
ductal adenocarcinoma by immunohistochemistry.

Design: Study samples of pancreatic cancer (ADP) cases.

Patients/Setting: Cases diagnosed between the years 2005 and 2010, which
will be selected from the routine care of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, at the Department of Pathology

Outcome: Results were obtained by establishing a correlation between
markers stem cells with pancreatic adenocarcinoma.

Measurements: statistical associations are found between the expression of
tumor cells with prognostic factors and clinical variables involved in this
study. To describe the prevalence were used simple proportion to its 95%
confidence interval determined by the bimodal distribution. Quantitative
variables were compared by the Student t-test and Fischer. For comparison of
categorical variables were analyzed using the chi-square test and survival
analysis will be used the Kaplan-Meier method.

Introduction

Background/rationale

Among the processes most recently implicated in carcinogenesis and tumor
progression, changes in cancer stem cells (CSCs) are still poorly studied in
pancreatic cancer with no satisfactory results, and are deserving of greater
efforts in elucidating their effects and relationship with the acquisition of a
pancreatic malignant phenotype. Recent evidence has suggested that CSCs
play a crucial role not only in the generation and maintenance of different
tissues, but also in the development, progression, and therapeutic resistance of
different tumor types.

Obijectives

To study the expression profile of CSC markers in pancreatic ductal
adenocarcinoma by immunohistochemistry. This will be accomplished by
analyzing the tumor pancreatic cell labeling profile by CD24, CD133, and
OCT4 staining using tissue microarray techniques on samples from pancreatic
resection and biopsies and further correlating findings with clinical data,
therapeutic responses, overall survival, and disease-free survival of the
patients included in the study to determine the prognostic role of the
previously described markers .

Methods

Study design

The design of the proposal is a cross-sectional study. The factors are the
expression profiles of cancer stem cells in pancreatic ductal adenocarcinoma
tissue through imunohistoquimical techniques.

Setting

The study sample consist of all cases of pancreatic ductal adenocarcinoma,
diagnosed between 2005 and 2010, selected from the care routine of Hospital
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de Clinicas de Porto Alegre, with the Service pathology and Group bile and
Pancreas routes.

Participants 6 Not applicable

Variables 7 Positive nuclear or cytoplasmic labeling for each antibody was measured for
intensity, and dichotomously classified into low/moderate or strong intensity
groups. Histopathological variables will be discussed: the histological type of
carcinoma and adenocarcinoma grade.
Clinical variables that will be checked are: age, sex, stage at diagnosis, type of
treatment performed (including surgical treatment and chemotherapy),
treatment response, survival and mortality.

Data sources/ 8* Not applicable

measurement

Bias 9  Not applicable

Study size 10 According to the statistical calculations done in the Group of Research and
Graduate Studies of the Porto Alegre University Hospital, it will take 28 ADP
blocks and their respective normal tissue or adjacent to the tumor to detect a
difference of proportions considering 60% prevalence in tumor tissue and 20%
prevalence in normal tissue, with a significance level of 5% and a power of
80%.

Quantitative variables 11 Not applicable

Statistical methods 12 A descriptive statistical analysis of the data found (the expression of

Continued on next page

markers) were made; statistical associations are found between the
expression of tumor cells with prognostic factors and clinical variables
involved in this study.

Initially quantitative data are reported as mean and standard deviation,
and categorical data by frequencies.

To describe the prevalence were used simple proportion to its 95%
confidence interval determined by the bimodal distribution.
Quantitative variables were compared by the Student t-test and
Fischer. For comparison of categorical variables were analyzed using
the chi-square test and survival analysis were used the Kaplan-Meier
method. For all analyzes were used an alpha level of 0.05 to accept
their statistical significance.

(b) Not applicable

(c) Not applicable

(d) The experimental sample consist of pancreatic adenocarcinoma tissue
paraffin blocks (from cancer patients), which were selected through the search
in case files with the histologic diagnosis of adenocarcinoma, after review
their respective blades by the researcher, the period from that study. For each
selected event, ideally, were include a paraffin block comprising the
pancreatic adenocarcinoma, which were submitted to the research of
antibodies referred to in objectives.

(e) Not applicable
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Results

Participants

13*

(a) Not applicable

(b) Not applicable

(c) Not applicable

Descriptive
data

14*

(a) The three cancer stem cell markers (CSCs) tested exhibited positivity in pancreatic
cancer neoplastic cells, corroborating the hypothesis of the existence of CSCs in the
development and maintenance of the pancreatic aggressive phenotype. Significant
association was observed between the presence of some stem-tumor cell markers with
worse prognostic variables, such as the presence of metastasis (p = 0.037), and type of
treatment performed (only palliative treatment possibility; p = 0.019). The degree of
tumor differentiation was related, although not significant, to antibody positivity,
where CD133 and CD24 showed a high prevalence in more aggressive, poorly
differentiated tumors, while cells expressing the OCT4 antibody showed a higher
potential for differentiation. Positive labeling throughout the TNM stage was uniform,
did not broaden as the stage progressed, and was present from the very early stages of
the tumor. Overall, disease-free survival was not related to antibody expression.

(b) Not applicable

(c) Not applicable

Outcome data

15*

Not applicable

Not applicable

Different populations of tumor cells were investigated in the proposed design, by
assessing expression in tumor pancreatic cells, based on the use of combinations of
surface markers which permit its characterization. Study samples consist of ADP
cases, diagnosed between the years 2005 and 2010, which were selected from the
routine care of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, at the Department of
Pathology. Antibodies to CD133,CD24 and OCT4 were tested for the detection of
tumor cells with cancer stem cells expression, with subsequent correlation of results
with clinical data, tumor progression, response to therapy, and survival.

Main results

16

(a) Not applicable

(b) Not applicable

(c) Not applicable

Other analyses

17

Not applicable

Discussion

Key results

18

Immunohistochemical findings correlate with clinical, therapeutic response, overall
survival and disease-free patients included in the study to determine the prognostic
role of antibodies. This project will therefore contribute to the expansion of
knowledge related to the molecular aspects of pancreatic cancer, as well as its
association with clinical disease progression and therapeutic resistance. Results will
also contribute to a better understanding of role cancer stem cells and their
relationship with the prognosis of pancreatic ductal adenocarcinoma.

Limitations

19

Were deleted only samples whose material has artifacts that could harm
immunohistochemical assessment, as autolysis, necrosis, mechanical devices
(crushing), thermo-electric devices, tiny sample material for immunohistochemical
assessment or paraffin blocks which are no longer available in the archive.

Interpretation

20

Research and characterization of cancer stem cells is crucial for the better
understanding of pancreatic cancer as a disease. Much of the information obtained is
used for the diagnosis, prognosis and treatment of pancreatic tumors derived from
heterogeneous populations with varying degrees of maturation and differentiation.
Characterization the carcinogenic route of more aggressive tumors and their
association with cancer stem cells presence will possibilit the development of
therapeutic strategies that can act on this patchyway and the possibility of
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determining, by a method of easy access, which most patients will benefit from this
type of treatment.

Generalisability

21

This project will therefore contribute to the expansion of knowledge related to the
molecular aspects of pancreatic cancer, increasing the comprehension of the role
cancer stem cells in this type of tumor, as well as its association with clinical disease
progression and therapeutic resistance. Results will also contribute to a better
understanding of cancer stem cells and their relationship with the prognosis of
pancreatic ductal adenocarcinoma. The proposed project will stimulate the training of
students and technicians, enabling the incorporation of new techniques to the list of
procedures of the institutions involved, and allowing its use in translational studies
and even in long-term care practice.

Other information

Funding

22

In relation to financial resources, was required financial support to the Fund for the
Encouragement of Research of Porto Alegre Clinical Hospital (FIPE-HCPA), via
WebGPPG budget for funding and aid spent on processing blocks, slides preparation,
standardization antibodies and immunohistochemical analyzes.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological
background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction
with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of
Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the
STROBE Initiative is available at www.strobe-statement.org.
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