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RESUMO

BARBOSA, B. T. CARCINOMAS MAMARIOS: ENXERGANDO OS ATIPICOS
ENTRE OS TIPICOS. 2014. Dissertagdo. Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brasil.

O céncer de mama é uma das neoplasias com as maiores taxas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo e a principal causa de mortes por cancer em mulheres. Os
objetivos deste trabalho foram: a) avaliar a expressdo das proteinas HIF-1a, MGATS5,
BRCAL e BRCA2 em tumores de mama humana diagnosticados como carcinoma ductal
invasivo (CDI) utilizando imunohistoquimica; b) avaliar a expresséo de Gal-1 e Gal-3 e
o glicocddigo em glicoconjugados de superficie celular de tumor mamario
diagnosticado como carcinoma mucinoso puro usando imunohistoquimica e
histoquimica com lectinas (Con A, HPA, PNA e UEA-I), respectivamente; c) avaliar a
expressao de BRCA1 e BRCA2 em carcinoma ductal invasivo de mama (CDI) bilateral
utilizando imunohistoquimica; d) avaliar a expressdo de MUCL1, Gal-1 e Gal-3 em
tumor de mama humana diagnosticado como carcinoma mucinoso com componente
invasivo (CDI) utilizando imunohistoquimica. Os resultados foram; a) HIF-1a
apresentou correlacdo estatistica direta com a invasdo linfonodal (p=0,036), BRCA2
apresentou uma correlacdo inversa com o receptor de progesterona (p=0,02), MGATS5,
embora com imunomarcacgdo positiva, ndo apresentou nenhuma correlacéo significativa
com fatores clinico-histopatolégico analisado (idade, invasdo linfonodal e grau nuclear)
nem com os marcadores de rotina no diagndstico (receptor de estrogeno, receptor de
progesterona e HER-2); b) a marcacdo de Con A e HPA foram positivas para
histoquimica com lectinas, a imunohistoquimica foi positiva para Gal-1 e Gal-3. Gal-3
foi também positiva para 0 estroma associado as células tumorais e ao endotélio
vascular; c¢) a positividade para BRCA1 e BRCA 2 bem como para RE, RP e HER-2 ndo
conferiu um aspecto de protecdo quanto a progressdo do cancer e comprometimento
linfonodal, d) os marcadores avaliados apresentaram expressdo diferenciada nos
componentes celulares do tumor: BRCA1 (componente mucinoso), BRCA2 (CDI),
MUC1 e Gal-3 (citoplasma e membrana apical das células do carcinoma mucinoso e
apenas na membrana apical das células de CDI) e Gal-1 (celulas estromais associadas
ao tumor). Desta forma se conclui que: a) HIF-1ao ¢ BRCA2 sdo capazes de serem
correlacionados com parametros clinico-histopatologicos da rotina diagndstica e que
seua positividade auxilia na caracterizagdo do carcinoma ductal invasivo; b) apesar de
ser caracterizado por um bom prognostico, 0 carcinoma mucinoso aqui estudado
apresentou caracteristicas glicobiolégicas que indicam a aquisicdo de um fenotipo
agressivo; c) os resultados possibilitam a caracterizacdo dos tumores como Luminal B
cujo prognastico se caracteriza como reservado. E os biomarcadores avaliados BRCAL
e BRCAZ2 aliados aos da rotina clinica (RP, RE, HER-2 e Ki-67) possibilitaram um
melhor entendimento e correlacéo dos aspectos clinicos, morfoldgicos e moleculares do
cancer de mama bilateral tendo importancia terapéutica, epidemioldgica e preditiva; d)
0s resultados possibilitaram um melhor entendimento e correlacdo dos aspectos
morfoldgicos e moleculares do carcinoma de mama mucinoso misto (com componente
invasivo — CDI) auxiliando o diagnostico apresentado pelos biomarcadores de rotina
clinica (RP, RE, HER-2).

Palavras-chave: carcinoma mucinoso, CDI, lectinas, diagnostico, receptores.



ABSTRACT

BARBOSA, B. T. BREAST CARCINOMA: SEARCHING ATYPICAL AMONG THE
TYPICAL. 2014. Dissertation (Master’s degree). Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brasil.

Breast cancer is one of the neoplasms with the highest rates of morbidity and mortality
worldwide. The aims of this work were: a) evaluate the protein expression of HIF-1a,
MGATS5, BRCAL and BRCA2 in human mammary tumors diagnosed as invasive ductal
carcinoma (CDI) using immunohistochemistry; b) evaluate the expression of Gal-1 and
Gal-3 and the glycocode of glycoconjugates of cell surface in a mammary tumor
diagnosed as pure mucinous carcinoma using immunohistochemistry and lectin
histochemistry (Con A, HPA, PNA and UEA-I), respectively; c) evaluate the expression
of BRCAL and BRCAZ2 in bilateral invasive ductal carcinoma (IDC) of human breast
using immunohistochemistry; d) evaluate the expression of MUC1, Gal-1 and Gal-3 in
human breast tumor diagnosed as mucinous carcinoma with invasive component (IDC)
using immunohistochemistry. Results were: a) HIF-1a presented a direct correlation
with lymph node invasion (p=0.036), BRCA2 presented an inverse correlation to
progesterone receptor (p=0.02), MGATS5 (positive staining) did not present correlation
with neither the clinic-histopathologic features studied (age, lymph node invasion and
nuclear grade) nor routine diagnostic parameters (progesterone and estrogen receptors
and HER-2); b) Con A and HPA staining were positive and immunohistochemistry was
positive for Gal-1 and Gal-3. Gal-3 was also positive to tumor cells associated stroma
and vascular endothelium; ¢) BRCAL1 and BRCA2 positivity as well as ER, PR and
HER-2 positivity, did not conferred a protection to cancer aggressive progress where it
was also observed a lymph node invasion; d) the tumor markers evaluated presented a
positive differential expression in tumor cell components: BRCAL in mucinous
component, BRCAZ2 in IDC cells, MUC1 and Gal-3 in the cytoplasm and membrane of
apical cells of mucinous carcinoma and also exclusively in the membrane of apical cells
of IDC, Gal-1 was positive in tumor cells associated to stroma. As conclusions it can be
presented that: a) HIF-la and BRCA2 were correlated to clinic-histopathologic
parameters of routine diagnosis ans their positivity helps the characterization of invasive
ductal carcinoma; b) despite being characterized by a good prognosis breast carcinoma,
the mucinous carcinoma here studied presented glycobiology features that indicate the
acquisition of an aggressive phenotype; c) results allowed to characterize both tumors as
luminal B type which is a poor prognosis tumor and that the biomarkers evaluated,
BRCAL1 and 2, together with ER, PR and HER-2 contribute to a better understanding
and correlations with clinic, morphologic and molecular aspects of the bilateral
carcinoma regarding therapy, epidemiology and predictive informations; d) it was
possible to conclude that correlation to morphology and molecular features of breast
mucinous carcinoma with invasive component (IDC) helps the diagnosis when in
association to routine diagnoses biomarkers (PR, ER, HER-2).

Keywords: mucinous carcinoma, IDC, lectins, diagnosis, receptors.
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1 INTRODUCAO

O termo céancer, também denominado como neoplasia ou tumor maligno, é
utilizado para caracterizar um conjunto de mais de 100 tipos de doengas que podem
acometer virtualmente qualquer tecido, levando ao crescimento celular, invasdo e
destruicdo de tecidos adjacentes, com possivel migracdo das células alteradas para
diferentes tecidos do organismo (metastase). Estas metastases levam, em Gltima andlise,
a morte do individuo. Nesse contexto o cancer de mama recebe destaque, sendo a
neoplasia que apresenta as maiores taxas de morbi/mortalidade de mulheres no Brasil e
no mundo. Dados mostram que a incidéncia da doenca vem aumentando com o passar
dos anos, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), e as estimativas para 0 ano
de 2014 sdo de 57.120 novos casos (WHO, 2014; INCA 2014).

Neoplasias malignas expressam aberrantemente varios glicanos. A glicosila¢do
aberrante ocorre essencialmente em todos 0s tipos de canceres experimentais e humanos
e muitos epitopos glicosil constituem antigenos associados a tumor. Estudos indicam
que a glicosilagdo aberrante é resultado da transformacgdo oncogénica inicial, bem como
um evento-chave na inducdo da invasdo e metdstase (GHAZARIAN; IDONI;
OPPENHEIMER, 2011).

Além disso, outro evento que possibilita as neoplasias a adquirirem um fenotipo
mais agressivo é a formacdo de um ambiente hipdxico intratumoral, este fenbmeno
promove uma gama de alteracBes bioldgicas, tais como aumento da transcricdo e
expressao génicas, selecdo de clones resistentes a apoptose, inducdo da invasdo e
metastase, reducdo da expressdo de genes de reparo do DNA e maior instabilidade
genbmica para adaptar-se ao ambiente mais hostil tornando-as mais agressivas
(WARTENBERG et al., 2003; RUAN et al., 2009; YOSHIMURA et al., 2013).

Diante deste contexto, o uso de biomarcadores € de suma importancia para
subtipagem molecular do céncer de mama, determinacdo da terapéutica e do
prognostico. Alguns destes biomarcadores, como o receptor de estrégeno (RE), receptor
de progesterona (RP), receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2 (HER-
2) e a proteina de proliferacéo celular (Ki-67), ja sdo bem aceitos e utilizados na clinica.
(HARBERCK, THOMSSENB, GNANTC, 2013).

Dentre os tumores malignos de mama, 0s carcinomas representam 0 maior
grupo, a maioria deles sdo adenocarcinomas e sua classificacdo histopatoldgica baseia-

se no padrédo de crescimento e caracteristicas citologicas de tumor. O carcinoma ductal
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invasivo (CDI) é o tipo mais comum de cancer de mama invasivo, sendo responsavel
por até 70% a 75% dos casos. Estes tumores correspondem a um grupo heterogéneo no
que diz respeito a caracteristicas patoldgicas e evolucdo clinica (CORBEN, 2013).

Carcinoma mucinoso da mama (também conhecido como carcinoma coloide) é
um tipo histolégico especial de cancer. Estes tumores sdo incomuns, representam cerca
de 2% dos carcinomas da mama invasivos e sdo tipicamente associados a um
prognostico favordvel, pois ndo é comumente envolvido & invasdo linfonodal e
apresenta uma baixa taxa de recidiva (BARKLEY et al., 2008; CHANG et al., 2009; HA
E DELEON, 2013).

Assim, histoquimica com lectinas e a imunohistoquimica apresentam-se como
ferramentas valiosas no estudo desses tumores, visto que, estas técnicas sdo capazes de
identificar alteracdes no perfil de carboidratos de tumores sélidos, bem como expressao
de vérias proteinas associadas a progressdo tumoral (BELTRAO et al., 1998; 2003;
LIMA et al., 2010).

Os objetivos deste trabalho foram: a) avaliar a expressdo das proteinas HIF-1a,
MGAT5, BRCA1 e BRCA2 em tumores de mama humana diagnosticados como
carcinoma ductal invasivo (CDI) utilizando imunohistoquimica; b) avaliar a expressao
de Gal-1 e Gal-3 e o glicocddigo em glicoconjugados de superficie celular de tumor
mamario diagnosticado como carcinoma mucinoso puro usando imunohistoquimica e
histoquimica com lectinas (Con A, HPA, PNA e UEA-I), respectivamente; c) avaliar a
expressédo de BRCA1 e BRCA2 em carcinoma ductal invasivo de mama (CDI) bilateral
utilizando imunohistoquimica; d) avaliar a expressdo de MUC1, Gal-1 e Gal-3 em
tumor de mama humana diagnosticado como carcinoma mucinoso com componente

invasivo (CDI) utilizando imunohistoquimica.

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barkley%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18809061

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliacdo do uso potencial de novos biomarcadores para diagndstico e

prognostico de tumores de mama humana.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar a expresséo das proteinas HIF-1o, MGATS, BRCA1 ¢ BRCA2 em tumores de
mama humana diagnosticados como carcinoma ductal invasivo (CDI);

- Avaliar a expressao de Gal-1 e Gal-3 e o perfil glicidico de glicoconjugados de
superficie celular de tumor de mama humana diagnosticado como carcinoma mucinoso
puro utilizando imunohistoquimica e histoquimica com lectinas (Con A, HPA, PNA e
UEA-I), respectivamente;

- Avaliar a expressdo de BRCA1 e BRCA2 em carcinoma ductal invasivo de mama
bilateral em paciente jovem;

- Avaliar a expressdo de MUC1, Gal-1 e Gal-3 em tumor de mama humana
diagnosticado como carcinoma mucinoso com componente invasivo (CDI);

- Correlacionar o perfil glicidico e a expressao dos marcadores estudados com os dados
clinico-histopatoldgicos.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER: UMA VISAO GERAL

O termo cancer também denominado como neoplasia maligna ou tumor maligno
é utilizado para caracterizar um conjunto de mais de 100 tipos de doencas, caracterizado
por um crescimento descontrolado de células anormais com capacidade de acometer

virtualmente qualquer tecido (INCA 2014).
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A carcinogénese ou oncogénese (formacdo do céncer) € um processo
multifatorial, sendo difinidas como proliferacGes clonais onde eventos genéticos e/ou
epigenéticos promovem alteragbes na fisiologia celular (KOPF, 2007;
SONNENSCHEIN, SOTO, 2008; DEY; 2011). Tais alteracdes levam a mudancas da
expressao de proteinas celulares e nas vias de sinalizacdo, resultando em modificacdes
no perfil das proteinas celulares, de membrana ou secretadas, modulando e/ou
determinando a transicdo de uma célula normal para a malignidade adquirindo, assim,
autonomia e vantagens quanto a proliferacdo e/ou resisténcia a morte celular
(COMPAGNI; GREENMAN et al., 2007; DEY, 2011; SALVADOR, 2012).

A manutencdo da célula alterada depende de um microambiente permissivo ao
seu desenvolvimento, que inclui a interagdo bidirecional entre células cancerigenas e o
estroma, comunicacdo transiente com proteinas da matriz extracelular e vasos
sanguineos (SWARTZ et al., 2012). Estes altimos estéo intimamente relacionados com a
progressdo tumoral, pois poderdo ser utilizados pelas células neoplasicas para a
formacéo de novos tumores (processo de metastase). O angiogénese (formacao de novos
Vasos sanguineos) garantira um aporte apropriado de oxigénio e nutrientes acarretando
em um maior desenvolvimento e crescimento celular, além da capacidade de invaséo e
destruicdo de tecidos adjacentes, bem como metastase, a qual é responsavel pela morte
de dois a cada trés pacientes com cancer (INCA, 2014). Células de um mesmo tumor
apresentam uma heterogeneidade genotipica e fenotipica. Uma das principais causas de
heterogeneidade genética no cancer € a instabilidade genémica que conduz a aquisi¢cdo
de mutacdes especificas em oncogenes, genes supressores tumorais e genes de
manutencdo do genoma (SALVADOR, 2012; BURRELL, 2013).

As células tumorais também apresentam uma grande plasticidade fenotipica, o
que explica a capacidade diferencial de subconjuntos celulares para iniciar tumores em
modelos experimentais. Essa plasticidade possibilita as células a alterar seu fen6tipo em
respostas a pressdes seletivas do seu microambiente, como hipoxia, acidez e a presenca
de fatores de crescimento, que podem existir dentro de um tumor. Como resultado da
interacdo célula-microambiente 0 comportamento do tumor e sua progressao Sao
moduladas (SALVADOR, 2012; JUNTTILA; SAUVAGE, 2013).

De acordo com Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) o cancer € um notével
problema de satde publica no mundo, uma vez que apresenta, em geral, uma incidéncia
crescente e alta taxa de mortalidade. Essa doenca foi responsavel por 8,2 milhdes de

mortes em 2012, excedido apenas pelas doencas cardiovasculares (WHO, 2014).
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respostas a pressoes seletivas do seu microambiente, como hipoxia, acidez e a presenca
de fatores de crescimento, que podem existir dentro de um tumor. Como resultado da
interacdo célula-microambiente o comportamento do tumor e sua progressdo Ssdo
moduladas (SALVADOR, 2012; JUNTTILA; SAUVAGE, 2013).

De acordo com Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o cancer é um notavel
problema de satde publica no mundo, uma vez que apresenta, em geral, uma incidéncia
crescente e alta taxa de mortalidade. Essa doenca foi responsavel por 8,2 milhdes de
mortes em 2012, excedido apenas pelas doencas cardiovasculares (WHO, 2014).

Historicamente o cancer foi considerado uma doenca de paises desenvolvidos,
porém ha aproximadamente quarenta anos que essa doenca vem sendo observada em
paises em desenvolvimento, principalmente daqueles com poucos e médios recursos
financeiros (INCA 2014).

A Uni&o Internacional para Controle do Céncer (UICC) estimou em 2012, que
cerca de 8 milhdes de pessoas morreram de cancer durante 0 ano e se medidas ndo
forem tomadas esse numero aumentara para 13,2 milhdes até 2030. A OMS estima que,
no ano 2030, teremos 27 milhdes de casos incidentes de cancer além de 13,1 milhGes de
mortes e 75 milhdes de pessoas vivas portadores da doenca (WHO, 2014).

No Brasil a estimativa para 0 ano de 2014 apontam o surgimento de 580.000
novos casos de cancer, sendo os tipos mais incidentes entre as mulheres, com excecao
do céancer de pele ndo-melanoma, os canceres de mama e colo do Gtero; e nos homens,
0s canceres de préstata e pulmdo (INCA, 2014). Com esse nimero alarmante de pessoas
diagnosticadas com cancer, faz-se necessario o desenvolvimento de novas terapias,
novas técnicas para diagnostico precoce, além de medidas de prevencdo, informacdes

sobre fatores de risco e desfazer mitos e equivocos sobre a doenca.

3.2 MARCOS DO CANCER

O céncer surge a partir de células normais que sofreram alteracbes em seu
genoma, devido a instabilidade genémica dessas células que as capacitam a desenvolver
caracteristicas peculiares (WEINBERG, 2008).

HANAHAN e WEINBERG (2000) observaram a existéncia de seis fatores
fundamentais para o desenvolvimento do céancer: 1) manutencdo do sinal de

proliferacdo; 2) fuga de genes supressores; 3) evasdo da morte celular programada
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Potencial ilimitado de
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Figura 01: Marcos do céncer. Caracteristicas das células neopléasicas que
modulam e controlam a sua proliferacdo e sobrevivéncia. (Fonte: HANAHAN e
WEINBERG, 2000).

Onze anos depois HANAHAN e WEINBERG, acrescentaram mais algumas
caracteristicas em relacdo ao microambiente tumoral e o papel das células néo-
neoplésicas na carcinogénese. Subjacente as caracteristicas descritas ha 11 anos estdo a
instabilidade do genoma, o que gera a diversidade genética que acelera a aquisi¢do do
fendtipo tumoral; e inflamacdo, que promove mdltiplas fungbes em todas as
caracteristicas anteriormente estabelecidas além de reprogramacdo do metabolismo
energético e a evasdo do sistema imunoldgico (Figura 02).

Sendo assim, o desenvolvimento neoplasico necessita da construgdo de um nicho
bem sucedido, interacdo de células malignas e ndo malignas do microambiente tumoral,
como da selecdo natural de mutacBes especificas que habilitam essas células
cancerigenas a sobrevivéncia e proliferacdo (BARCELLOSHOFF et al., 2013).
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Figura 02: Adicdo de quatro elementos responsaveis pelo desenvolvimento do cancer
aos Marcos do Cancer (Fonte: HANAHAN e WEINBERG, 2011).

As neoplasias sdo classificadas de acordo com o seu comprometimento organico
e no geral, podem ser benignas ou malignas As neoplasias benignas em geral se
assemelham ao seu tecido original, além das células poderem apresentar ou nao suas
relagfes normais. Esses tipos de tumor em geral apresentam um crescimento lento,
expansivo e localizado, envolvidos por uma capsula de tecido conjuntivo fibroso que os
separam do tecido normal e podem evoluir por anos sem sintomas ou com
manifestacOes discretas e raramente constitui um risco de morte a ndo ser que esteja
localizada em 6rgdos vitais. Contudo, o ritmo de crescimento depende de fatores como
suprimento sanguineo e hormonal. Neoplasias malignas tendem, geralmente, a proliferar
em ritmo acelerado traduzido, a principio, por aumento das figuras de mitose ao exame
histoldgico, apresentarem contornos fracamente definidos, serem agressivas e
incontrolaveis. Essas neoplasias apresentam dois aspectos caracteristicos:
anormalidades celulares e invasdo de tecidos vizinhos. Quando ambos estdo presentes o
diagnostico torna-se mais acessivel. As células desenvolvem-se de forma muito mais
desorganizada do que a encontrada nas neoplasias benignas (MEISNER; FEKRAZAD;
ROYCE, 2008).
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A progressdo de populacbes celulares malignas proporciona o desarranjo das
caracteristicas fenotipicas do tecido (Figura 3), culminando com o surgimento de um
cancer invasivo (VELASCO et al., 2008).
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Figura 03: Estagios do desenvolvimento anormal de populagdes celulares mamarias
normais até o cancer invasivo: A) Ducto normal; B) Crescimento das células epiteliais
intraductais; C) Mudanga na morfologia das células epiteliais; D) Invasdo na luz do
ducto; E) Invasédo do estroma. (Fonte: VELASCO et al., 2008).

3.3 CANCER DE MAMA

O cancer de mama compreende um grupo heterogéneo de doencas, com
diferentes formas de apresentacdo clinica, caracteristicas morfolégicas e
imunohistoquimicas peculiares, apresentando uma resposta terapéutica diferenciada e
associada a parametros prognosticos distintos (REIS-FILHO; TUTT, 2008; RAKHA,
EL-SAYED, REIS-FILHO, ELLIS, 2009; SUBA, 2014).

Esta neoplasia é a principal causa de morte por cancer entre as mulheres em todo
o mundo (WHO, 2014). O risco é maior nas sociedades economicamente desenvolvidas,
e estda aumentando rapidamente nas sociedades em desenvolvimento. Isso esta
relacionado a multiplos fatores, tais como, a ndo amamentacdo, falta de atividade fisica
e alimentagcdo saudavel e manutencdo do peso corporal (SOERJOMATARAM et al,
2012).

No Brasil, o cadncer de mama é o mais comum entre as mulheres, excluindo os de
pele do tipo ndo-melanoma, tendo sido estimado para 2014 um total de 57.120 novos
casos, enquanto que em 2010 a estimativa era de 49.240 casos, caracterizando um
aumento bastante significativo em um curto periodo. Na regido Nordeste a estimativa €
de 10.490 novos casos (INCA, 2014).

A etiologia do cancer de mama é complexa e envolve fatores de risco enddgenos
e exogenos. (WHO, 2014).
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Pode-se destacar: a) a faixa etaria: o tumor é raro antes dos 35 anos de idade, e
estatisticamente mais prevalente entre 50 e 60 anos; b) predisposic¢do genética: a maioria
dos tipos hereditarios de cancer de mama ocorre em mulheres na pré-menopausa e 0s
casos esporadicos ocorrem em mulheres na p6s-menopausa; c) disturbios endocrinos
relacionados ao estimulo estrogénico: seja enddgeno ou exdgeno, com O risco
aumentado quanto maior for o tempo de exposicdo (ADAMI et al., 2008; DESANTIS et
al., 2013; INCA, 2014).

Sdo também de importéncia quanto aos fatores de risco: mulheres com historia
de menarca precoce (idade da primeira menstruacdo menor que 12 anos de idade) ja que
elas estardo expostas por mais tempo ao estrégeno; o uso de contraceptivos orais mais
antigos, que continham altos niveis de estrgeno, foi associado a um risco aumentado
para cancer de mama; a menopausa tardia (ap6s os 50 anos de idade); primeira gravidez
apo6s os 30 anos de idade (mulheres nuliparas que tém o primeiro parto numa idade
avancada estdo sob risco duas vezes maior de desenvolver cancer de mama);
nuliparidade, sabe-se que a prolactina e a gonadotrofina coriénica humana no
desenvolvimento de estruturas ductais, lobulares e alveolares na ultima metade de
gravidez causa um efeito protetor contra um possivel desenvolvimento de uma
neoplasia maligna no futuro; terapia de reposicdo hormonal pos-menopausa,
principalmente se prolongada por mais de cinco anos; exposicdo a carcinogénicos;
historico de alteracGes histologicas na mama, tais como: hiperplasia atipica, carcinoma
ductal in situ (CDIS), carcinoma lobular in situ (CLIS) aumenta o risco de desenvolver
cancer de mama. Um cancer de mama anterior aumenta de duas a quatro vezes 0 risco
de desenvolver uma neoplasia contralateral (RUBIN et al., 2006; SCHULZ, 2007;
DESANTIS et al., 2013).

Outros fatores relevantes incluem a exposicao a radiacfes ionizantes em idade
inferior a 40 anos; a resisténcia a insulina e hiperinsulinemia que predispdem a diabetes,
pode aumentar o risco de cancer da mama (LANN e LeROITH, 2008), a ingestdo de
bebida alcoolica, mesmo que em quantidade moderada (30g/dia), obesidade, definida
em adultos, como um fndice de massa corporal (IMC) de 30 kg/m? ou mais,
principalmente quando o aumento de peso se d& ap0s a menopausa, e sedentarismo
(ADAMI et al., 2008; DESANTIS et al., 2013). Além disso, independentemente da
menopausa, mulheres obesas tém maior probabilidade de apresentar cancer de mama
mais agressivo e ter um prognostico reservado. Os niveis de estrogenos sdo mais altos

em mulheres p6s-menopausadas obesas em razdo dos altos niveis de aromataze, uma
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enzima que converte androgenos em estradiol no tecido adiposo (STEPHENSON e
ROSE, 2003; MAHONEY; 2008).

Praticas de comportamento, tais como a manutencdo de um peso saudavel,
adotar um estilo de vida fisicamente ativo, e consumir uma dieta saudavel séo
abordagens importantes para reduzir o risco de cancer, assim como muitas outras
doencas cronicas (KUSHI et al., 2012). Vale salientar que a préatica de exercicio fisico
regular associada a uma alimentacdo saudavel também sdo indicadas para auxiliar no
resultado do tratamento do cancer, a qualidade de vida do paciente e a sobrevida livre da
doenca, pois sabe-se que a atividade fisica pode reduzir o risco de recorréncia e
aumentar a taxa de sobrevivéncia de pacientes com cancer (IRWIN et al., 2008;
COURNEYA, 2009; KUSHI et al., 2012).

Um fator de risco decorrente da industrializacéo e da vida moderna é a mudanca
do ritmo cicardiano e sono relacionado a melatonina. Estudos apontam que a capacidade
antiproliferativa e antioxidante da melatonina, além da sua capacidade de aumentar a
vigilancia imunoldgica, e os seus efeitos na modulacao das respostas humoral e celular e
alteracOes epigenéticas sdo fatores importantes no desenvolvimento do cancer
(STEVENS et al., 2013).

3.4 CARCINOMA DUCTAL INVASIVO DE MAMA

Canceres de mama invasivos constituem um grupo heterogéneo de lesbes. A
maioria deles sdo adenocarcinomas e sua classificacdo histopatoldgica baseia-se no
padrdo de crescimento e caracteristicas citologicas de tumor. Canceres de mama
invasivos surgem em maioria, na unidade ducto-lobular terminais independentemente
do tipo histolégico (GOBBI, 2012, CORBEN, 2013).

Carcinomas ductal invasivo (CDI) é o tipo mais comum de cancer de mama
invasivo, sendo responsavel por até 70% a 75% dos casos. Estes tumores correspondem
a um grupo heterogéneo no que diz respeito a caracteristicas patologicas e evolugédo
clinica (CORBEN, 2013). O CDI ¢é iniciado no sistema de mindsculos tubos que levam
a secre¢do dos I6bulos para 0 mamilo. Este processo comeca quando células epiteliais
alteradas que revestem os ductos se dividem, se multiplicam e invadem a camada de
células ductais e, em estagios mais avancados da doenca, podem invadir o estroma
(VELASCO et al., 2008).
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Macroscopicamente o CDI apresenta-se como uma massa palpavel, endurecida e
com bordas irregulares, seu tamanho pode variar de alguns milimetros a varios
centimetros. Histopatologicamente, as células formam estruturas glandulares, ninhos
solidos, corddes celulares de células tumorais e > 50% do tumor ndo apresenta padrdes
de tipo especial (Figura 04). O tumor pode apresentar regibes de necrose, de
microcalcificacdo, e de carcinoma in situ (SCHMITT, 2011).

Além disso, 70% -80% dos CDI Sem Outra Especificagdo (SOE) apresentam
positividade para receptor de estrogénio (RE) e 15% -30% de positividade para o
Receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2) (CORBEN; 2013).

Figura 04: Imagem histoldgica de um carcinoma ductal

invasivo sem nenhum tipo especifico. Magnificagdo de 4x.
(Fonte: CORBEN, 2013).

A Classificacdo Internacional de Tumores - TNM (tamanho; presenca de invasao
linfonodal e presenca de metastases) é utilizada para a classificacdo clinica da doenca.
Nesta o tamanho pode ser classificado em T1 (tumores < 2,0 cm), T2 (tumores entre 2,0
e 5,0 cm), T3 (tumores > 5,0 cm) e T4 (apresenta extensao direta a parede toracica ou a
pele). Quanto ao envolvimento dos linfonodos a classificacdo é NO (auséncia de
linfonodos acometidos), N1, N2 e N3 (presenca e a extensdo de metastase em
linfonodos regionais). O Gltimo parametro é a presenga de metastases sendo classificada
em MO ou M1 para presenga ou auséncia (respectivamente) de metastases a distancia.
De maneira semelhante tem-se a classificacdo patologica (pTNM) sendo o pT o
tamanho do componente invasor, pN componente linfonodal (pN1 quando ha
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acometimento de 1 a 3 linfonodos, pN2 de 4 a 9 linfonodos e pN3 mais de 10
linfonodos acometidos). A metastase a distancia (pM) € também investigada
histologicamente (SOBIN e WITTEKIND, 2002). Outra forma de classificagdo é a de
Scarff-Bloom-Richardson. Esta é baseada na diferenciacdo das células tumorais,
avaliando as estruturas tubulares, glandulares e papilares do tumor, bom como a forma
do ndcleo e o indice mitético, pontuados individualmente de 1 a 3 e posteriormente
somados para formar indices de 3 a 9, onde a pontuacdo 8 ou 9 indica tumores pouco
diferenciados, sem caracteristicas de normalidade e que tendem a crescer e se
disseminar de modo mais agressivo (ELSTON e ELLIS, 1998).

Os carcinomas de mama podem ser avaliados molecularmente sendo
subdivididos em cinco grupos (Tabela 01). Para tal o Consenso de Saint Gallen em
2011, recomenda a avaliagdo dos seguintes fatores preditivos: Receptor de Estrogeno
(RE), Receptor de Progesterona (RP) e HER-2 (Receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidermal humano) (GNANT et al., 2011). A rotina diagndstica utiliza este perfil
molecular para escolha da terapéutica mais adequada. A expressao de citoqueratinas
(CKSs) e receptor tipo 1 do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e Ki-67 também
podem ser utilizadas para diferenciacdo dos subtipos moleculares (ABD EI-REHIM et
al., 2004; CIRQUEIRA et al., 2011).

Tabela 01: Classificacdo molecular por imunohistoquimica dos tumores de mama.

Subtipo Imunomarcacao _
RE RP HER-2 Prognostico
Luminal A + + - Bom
Luminal B + + + Reservado
Superexpressdo de HER-2 Responsivo a
- - + terapéutica com Anti-
HER-2
Basaloide N&o responsivo as
- - - terapias antiestro-
génicas e anti-HER-2
Tipo-normal Expressédo de genes em tecido
adiposo e tipos celulares Nao definido
ndo-epiteliais
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3.5 CARCINOMA MUCINOSO

Carcinoma mucinoso da mama (também conhecido como carcinoma coloide) é
um tipo histoldgico especial de cancer. Estes tumores sdo incomuns, representam cerca
de 2% dos carcinomas da mama invasivos e sdo tipicamente associados a um
prognostico favoravel, pois ndo é comumente envolvido a invasdo linfonodal e
apresenta uma baixa taxa de recidiva (BARKLEY et al., 2008; CHANG et al.; 2009; HA
e DELEON, 2013). Sua baixa incidéncia e seu baixo comprometimento quanto a
sobrevivéncia da paciente ndo desperta muita atencdo para sua investigacdo. Esse
carcinoma tende a ocorrer em mulheres com idades mais avancadas (55-60 anos) e apds
menopausa (BAE et al., 2011)

Estes tumores sdo caracterizados pelo acimulo extracelular de glicoproteinas
ricas em carboidratos conhecidas como mucinas (CHANG et al., 2009; BAE et al.,
2011). As mucinas sdo glicoproteinas complexas secretadas principalmente por células
epiteliais especializadas e do tecido conjuntivo e tem como funcdo, desempenhar um
papel protetor dos tecidos compostos por células epiteliais. Além disso, acredita-se que
elas estdo envolvidas em diversos processos, como diferenciacdo epitelial, modulagéo
da adeséo celular e sinalizacao celular. No cancer de mama a mucina esta associada com
a progressdo maligna, adesdo célula-célula, vigilancia imunoldgica, modulacdo do
potencial proliferativo, invasivo e metastatico das células tumorais (ZANETTI, SILVA,
2010; MUKHOPADHYAY et al., 2011).

O carcinoma mucinoso, pode ser classificado em dois subtipos: puro e misto.
Para que um carcinoma mucinoso seja diagnosticado puro, é necessario que pelo menos
90% do tumor tenha componente mucinoso. Caso tenha menos de 90%, ele é
considerado misto, estes s&0 comumentes associados ao carcinoma ductal invasivo puro
(sem subclassifica¢do) o qual contribui com metéastase para os linfonodos axilares e cujo
prognostico é frequentemente reservado (BAE et al., 2011).

Macroscopicamente 0 carcinoma mucinoso apresenta-se bem definido,
circunscrito, ou com uma massa gelatinosa, com tamanho medio de 2cm. Os achados
microscopicos revelam ninhos de células tumorais ou trabéculas dentro de grandes lagos
de mucina e apresentam pleomorfismo nuclear moderado (Figura 05). Alem disso, essa
neoplasia € comumente associada a positividade para RE, RP e negatividade para HER-
2 (CORBEN, 2013).
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Figura 05. Histologica de um carcinoma mucinoso de
mama indicando o componente celular (seta vermelha)
e 0 mucinoso (seta preta). Amplificacdo 4x. (Fonte:
CORBEN, 2013).

3.6 HIPOXIA

Hipoxia ou deficiéncia de oxigénio é uma caracteristica saliente e localmente
avancgada em tumores solidos, esse fato € resultante do desequilibrio entre a oferta e
consumo de oxigénio. Os principais fatores causadores de hipdxia no microambiente
tumoral sdo a estrututa e fungdo anormal dos microvasos que irrigam o tumor e o
aumento da distancia de difusdo entre os vasos sanguineos nutritivos e as células
tumorais (SALVADOR, 2012).

A formacdo de um ambiente hipoxico intratumoral promove uma gama de
alteracOes bioldgicas, tais como aumento da transcricdo e expressao génicas, selecdo de
clones resistentes a apoptose, inducdo da invasdo e metastase, reducdo da expressdo de
genes de reparo do DNA e maior instabilidade gendmica para adaptar-se ao ambiente
mais hostil tornando-as mais agressivas (WARTENBERG et al., 2003; RUAN et al.,
2009; YOSHIMURA et al., 2013). As células tumorais hipdxicas tendem a ser mais
agressivas em sua hatureza e mais resistentes aos tratamentos disponiveis quando
comparadas as celulas tumorais ndo hipoxicas dentro do mesmo tumor, apesar de sua

base genética similar (KIM et al., 2009).
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A hipoxia ja é considerada um fator de prognostico independente para
progressdo da doenca e estudos clinicos tem demonstrado que pacientes com tumores
hipoxicos (pO 2 < 10 mmHg) tem maior probabilidade de recorréncia local e metéstase
(RUAN et al., 2009; VAUPEL; MAYER, 2007;.FRIEDL et al., 2011).

A ampla resposta celular desencadeada pela hipoxia é mediada pelo HIF-1a
(fator indutor de hipoxia). Este € uma proteina heterodimera reconhecida como uma das
mais importantes influéncias do microambiente no comportamento tumoral fazendo
com que as células tumorais adquiram um fendtipo mais agressivo e se tornem
resistentes a quimioterapia e radioterapia. HIF-la € transcrito continuamente, em
condi¢cdes de normdxia, contudo é mantido em niveis muito baixos por uma rapida
degradacdo via sistema ubiquitina-proteossoma. Por apresentar uma expressdo
constitutiva, as moléculas que modulam a expressdo dele adquirem um papel central no
fornecimento de informacBes diagnoésticas, prognosticas e preditivas (RUAN et al.,
2009; FRIEDL et al., 2011; YOSHIMURA et al., 2013).

3.7 BRCAl e BRCA2

Embora apenas 10% dos casos de cancer de mama sejam hereditarios, acredita-
se que o0s genes envolvidos no processo de carcinogénese desempenhem papel
importante também nos casos esporadicos. Em linhas gerais, a aquisicdo de alteracbes
genéticas (mutacbes, polimorfismos) ou epigenéticas (hipermetilacdo da regido
promotora do gene), em genes reguladores do ciclo celular, responsaveis pela apoptose,
ou genes de reparo do DNA ¢ fundamental para que a célula ganhe autonomia. Dessa
forma, a célula pode se desenvolver independentemente dos controles interno e externo
(BERTRAM, 2001; KIM, CHOI, 2013).

Em 1990 foi localizado o primeiro gene de susceptibilidade ao cancer de mama,
0 Breast Cancer 1 (BRCA1), no cromossomo 17921 que compreende 24 exons, codifica
uma proteina com 1863 aminoacidos e apresenta dois dominios conservados, um
localizado na regido N-terminal e outro na regido C-terminal da proteina. Dentre as
funcbes desempenhadas por este gene, destacam-se atividade de reparo do DNA,
regulacdo transcricional, progressdao do ciclo celular e inativagdo meiotica de
cromossomo sexual. Pouco tempo depois outro gene de susceptibilidade ao cancer, o

Breast Cancer 2 (BRCAZ2) foi localizado no cromossomo 13912 possui 27 exons,
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codifica uma das maiores proteinas humanas, com 3.418 aminoacidos e desempenha um
importante papel no reparo do DNA por recombinacdo homologa. Ambos, BRCA1L e
BRCAZ2, s&o genes supressores de tumor e encontram-se frequentemente inativados no
desenvolvimento do cancer de mama, levando ao surgimento de instabilidade gendmica,
representada por translocacdes, duplicacdes e fusdes aberrantes entre cromossomos ndo-
homologos ((BOULTON, 2006; KIM, CHOI, 2013).

No céncer, ¢ comum haver perda da expressao das proteinas codificadas pelos
genes BRCA1 e BRCAZ2, este fendbmeno pode ser verificado através da técnica de
iminohistoquimica. Sabe-se, que o padrdo de marcacdo imunohistoquimico dos BRCAs
é diferente no tecido normal e neoplasico. Enquanto a marcacdo no epitélio normal é
exclusivamente nuclear, nos carcinomas pode ser exclusivamente nuclear,
predominantemente nuclear, predominantemente ou exclusivamente citoplasmatica,
devido a mutaces em alelos que controlam o direcionamento da proteina até o nicleo
(CHAMBON et al., 2003; AL-MULLA et al., 2005; SILVA et al., 2005; TULCHIN et
al., 2010; JEYASEKHARAN et al., 2013).

Na célula normal, as proteinas codificadas pelos genes BRCA1l e BRCA2 ¢
sintetizada no citoplasma e transportada ao ndcleo, local onde desempenha seu papel de
checkpoint do ciclo celular, regulacdo da transcricdo, reparacdo do DNA, ubiquitinacdo
de proteinas e apoptose (SILVA et al., 2005; DACHEUX et al., 2013).

A auséncia ou expressao diminuida das proteinas BRCA1 e BRCA2 pode ser
explicada devido as possiveis mutacdes do tipo frameshift (frequentes nestes genes) que
ocorram antes da regido onde o epitopo reconhecido pelo anticorpo estd localizado,
podem causar a perda da sequéncia deste epitopo e consequentemente resultar em uma
imunohistoquimica sem marcacdo (WANG et al., 2012). Outro fator que pode estar
relacionado é o silenciamento génico via hipermetilacdo na regido promotora dos genes,
tendo como consequéncia, um efeito semelhante ao da mutacdo (ESTELLER et al.,
2005; BEN et al., 2012; HSU et al., 2013).
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3.8 GLICOSILACAO E CANCER

A glicosilacdo é uma modificagdo ubiqua que ocorre nos organismos superiores
apos a traducdo, e corresponde a uma ligacdo covalente de um carboidrato a uma
proteina ou lipideo catalisada por glicosiltransferases. Essa modificacdo permite que
estas moléculas adquiram diferentes funcdes, proporcionando uma grande diversidade
estrutural que justifica o fato da diversidade biolégica ndo se correlacionar com o baixo
namero de genes do genoma humano (FUSTER e ESKO, 2005).

E estimado que 50% de todas as proteinas das células dos mamiferos s&o
glicosiladas em um determinado momento. A adi¢do de carboidratos pode influenciar a
carga, a conformacdo e a estabilidade das proteinas, conferindo heterogeneidade a
biomoléculas, tendo como consequéncia direta o surgimento de vérias glicoformas
possiveis, ou seja, glicoformas heterogéneas da mesma proteina com propriedades ou
atividade biologica diferentes (Figura 06). Alteracdes nesse processo estdo associadas
com muitos eventos normais e patologicos, tais como interacdo parasita-hospedeiro,
diferenciacdo, migracdo, trafego celular, sinalizacdo, invasdo e metéstase (LAZAR et
al., 2011; GHAZARIAN et al., 2011).

Sdo descritos dois tipos principais de glicosilacdo: a N- e a O-glicosilacdo. A
maioria dos glicoconjugados encontra-se sob a forma do tipo N-, caracterizado pela
unido de uma N-acetilglucosamina a um residuo de asparagina. Diferente desta, a O-
glicosilagdo mais comum se da pela unido de um residuo de N-acetilgalactosamina a
serina ou treonina presentes no esqueleto polipeptidico (FUSTER e ESKO, 2005).

Todos os tipos de células malignas demonstraram alteracdes em seus padrdes de
glicosilagcdo quando comparados as células normais. A glicosilacdo aberrante pode ser
alterada de varias maneiras gerando estruturas de glicanos que funcionam como
marcadores que podem ser utilizados para diagnostico e prognéstico (POWLESLAND
et al., 2009).

A maioria das glicosilacfes aberrantes frequentemente resulta num encurtamento
das cadeias dos glicanos ou uma super-expressao dessas estruturas nas células
(GUILLOT et al., 2004). A variacao estrutural dos glicanos de superficie celular durante
a glicosilacdo produz marcadores variados, alguns dos quais se correlacionam com a
diferenciacédo, ativacdo celular e doencas. Por isso, esses glicanos tém sido foco de
muitas vertentes de investigacdo, principalmente com a intencdo de novas estratégias

para prevencao e terapia do cancer, pois algumas células cancerosas utilizam cadeias de
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carboidratos para escapar do reconhecimento imunoldgico, além de migrar através da
corrente sanguinea (OHTSUBO, MARTH, 2006;

JANKOVIC; KOSANOVIC;
MILUTINOVIC, 2008).
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Figura 06: Glicocddigo de glicoconjugados de superficie celular. Os glicoconjugados estdo

envolvidos em funcdes especializadas nos varios tipos celulares nos tecidos normal e
transformados (Fonte: FUSTER, ESKO, 2005).
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3.9 MGATS5/GNT V (B1,6-N-ACETILGLUCOSAMINILTRANSFERASE V)

Dentre as glicosiltransferases, as N-acetilglucosaminil transferases (GnTs) estdo
diretamente envolvidas no poder de invasdao do tumor. Essas enzimas sdo capazes de
adicionar carboidratos especificos a proteinas presentes na membrana ou matriz
extracelular. A superproducdo da enzima MGAT5/GnT-V, uma N-acetilglucosaminil
transferase, aumenta a ramifica¢do da B-1,6-GIcNAC, e devido a este aumento a célula
jando é capaz de aderir as subunidades do receptor integrina (proteinas transmembranas
envolvidas na ancoragem de células através de sua matriz extracelular), o que leva a
modificacdes nas propriedades de adesdo celular, permitindo que as células alcancem a
corrente sanguinea ou linfatica, levando ao mecanismo de metastase (GUO;
RANDOLPH; PIERCE, 2007; LI et al., 2008).

Vaérios estudos com tecidos tumorais relatam a associacdo entre a elevada
imunomarcacao desta enzima com a progressdo tumoral e metastase, entre eles o cancer
colon retal, o melanoma, o cancer de pulmdo, o céncer de esbfago, o cancer do
endométrio, o cancer gastrico e o cancer de ovario. GRANOVSKY et al. (2000)
nocautearam o gene MGAT5 em camundongos e observaram a reducdo do crescimento
tumoral e metastase, sugerindo que inibidores de MGAT5 podem ser (teis no tratamento
de neplasias malignas (GRANOVSKY et al., 200; HANDERSON; PAWELEK, 2003;
DOSAKA-AKITA et al., 2004; ISHIBASHI et al., 2005; YAMAMOTO et al., 2007; LI
et al., 2008; TAKAHASHI et al., 2009).

A expressdo da MGATS5 é reduzida ou inexistente no tecido mamario normal ou
hiperplasico (FERNANDES et al., 1991), ao passo que no cancer de mama, 0 aumento
da expressdo dos produtos glicanos da MGAT5 esta associada a progressdo tumoral,
metastase nodal e progndéstico reservado, fatos que provavelmente resultam da sua
atividade em induzir alteracbes funcionais em Vvarios substratos envolvidos na
progressdo tumoral (HANDERSON et al., 2005; SIDIQUI et al., 2005). Além disso,
recentes estudos relatam que a atividade desta enzima na promog¢édo da mobilidade das
celulas tumorais e metastase esta relacionada a instabilidade da adesdo célula-célula, a
remodelagdo da matriz extracelular e a migracéo das células metastaticas (BOSCHER,;
NABI, 2013). Por outro lado, a supressdo da expressao e atividade da MGAT5 resulta
na diminuicdo da mobilidade e invasdo das ceélulas tumorais mamarias (GUO,;
RANDOLPH; PIERCE, 2007).
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3.10 LECTINAS

Na década de 1880 comecaram a se observar a existéncia na natureza de
proteinas com habilidade de aglutinar eritrocitos. Por este motivo estas proteinas foram
denominadas hemaglutininas, ou fitoaglutininas, por terem sido originalmente
encontradas em extratos de plantas. Historicamente se atribui a primeira descricdo de
uma hemaglutinina a Peter Hermann Stillmark na sua tese de doutorado defendida em
1888 (SHARON, 2007).

Mais de meio século depois, em 1952, foi demonstrada que a atividade
aglutinante estava relacionada a especificidade de ligacdo entre a hemaglutinina e seu
carboidrato correspondente (VAN DAMME, 2011).

O termo lectina refere-se a sua especificidade da ligacédo, do latin legere que
significa escolhido, selecionado e foi proposto por Boyd e Sharpleigh, em 1954.
Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas, de origem ndo imune, que reconhecem e se
ligam a carboidratos especificos de maneira especifica, por meio de ao menos, dois
sitios de ligacdo ao carboidrato, através do dominio de reconhecimento a carboidratos.
Estas moléculas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em seres
unicelulares, pluricelulares e plantas (RABINOVICH et al., 2007; MAURYA et al.,
2010).

Lectinas enddgenas participam de varios processos bioldgicos, tais como,
reconhecimento célula-célula, interacGes célula-matriz extracelular, fertilizacéo,
desenvolvimento embrionario, crescimento, diferenciacdo, sinalizacdo, adesdo e
migracdo celular, apoptose, imunomodulacdo e inflamacdo, interacdo patdgeno-
hospedeiro, dobramento e enderecamento de glicoproteinas, inducdo mitogénica e
homeostase (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

Por causa de sua capacidade em reconhecer e ligar-se a glicanos especificos,
associada @ mudanca no perfil de expressdo de carboidratos de superficie nas células, as
lectinas se apresentam como ferramentas histoquimicas valiosas na identificagdo e
monitoramento de mudancas na glicosilacdo de glicoconjugados durante diferenciacao
celular e transformacio neoplasica (BELTRAO et al., 1998; 2003; FUSTER, ESKO,
2005; LIMA et al., 2010).

A histoquimica com lectinas (HgL) pode ser empregada como ferramenta
auxiliar e complementar no diagnéstico realizado com imunohistoquimica (IHQ),

rotineiramente utilizada em laboratérios de anatomia patoldgica. Além disso, esta
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técnica € sensivel, estavel e de facil manipulacdo, contribuindo com informagdes sobre
o desenvolvimento, estagios de diferenciacao, grau de malignidade e potencial do tecido
em desenvolver metéstase a partir do estabelecimento de perfil de carboidratos do tecido
estudado (MELO-JUNIOR et al., 2006; SOBRAL et al., 2010).

A familia das leguminosas € a maior fonte de lectinas utilizadas em pesquisas
(SHARON, 2007). Especifica para residuos de a-N-acetilgalactosamina (GalNAc) e
seus derivados a lectina de Helix pomatia (HPA) tem sido explorada, entre outras
aplicacbes, como sonda na identificacdo dos tipos de cancer que tém o potencial
metastatico, por reconhecer uma gama diversificada de glicoproteinas chave envolvidos
nas vias relacionadas com a proliferacdo de células cancerigenas e invasao (SANCHEZ
, 2006; MARKIYV, 2011). HPA é considerada uma sonda para residuos de GalNAc o qual
€ um marcador de prognostico reservado para o adenocarcinoma da mama (CHEN et
al., 2007).

A lectina de sementes de Canavalia ensiformis, Concanavalina A (Con A)
reconhece especificamente residuos de o-D-manose ou a-D-glicose de glicanos ou
livres, exibindo alta afinidade por oligossacarideos de glicoproteinas e glicolipidios de
superficie celular. Sua estrutura molecular € composta por duas subunidades idénticas
de 237 residuos de aminoacidos de 25,5 KDa cada uma (CHATTERJEE; MANDAL,
2005; DAM, BREWER, 2002; SHARON, 2007). Con A tem se mostrado ser uma sonda
glicidica de malignidade eficaz no cancer de mama. CAMPOS et al. (2006) observou
uma expressdo diferenciada em células de tecidos normal e neoplasico deste 6rgéo.

Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-I) reconhece especificamente residuos de L-
fucose e forma um homotetrdmero com peso molecular 63 KDa (MEISSNER et al.,
1995). Estes residuos de carboidrato estdo presentes na por¢do mais externa dos
glicoconjugados de superficie celular, como j& observado nas células endoteliais,
ceratindcitos e células das glandulas ecrinas da pele, tanto no tecido normal como
durante modificagdes moleculares que acontecem em diversas patologias. Esta lectina
se apresenta como uma sonda eficiente para evidenciar proliferacdo ou deplecdo de
tipos celulares especificos (MELO-JUNIOR, 2003). Além de ser amplamente utilizada
como sonda para a caracterizagdo histoquimica de varios tipos de células em varios

estagios de diferenciacdo e maturagdo de cancer (LIMA et al, 2010).

Isolada do amendoim Arachis hypogaea a Peanut agglutinin (PNA) possui

especificidade pela sequéncia Gal-B(1-3)-GalNAc e apresenta estrutura multimérica
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com quatro monémeros idénticos de ligacdo a carboidratos com peso molecular de 110
KDa. Sua especificidade foi descorberta devido a sua habilidade em aglutinar linfocitos
T tornando-a uma ferramenta molecular para investigar mudangas em glicoconjugados,
principalmente glicoproteinas como as galectinas, em tumores (SHARON, 2007).

Um grande numero de lectinas, de origem vegetal, tem sido empregado como
ferramenta histoquimica no diagndstico histopatoldgico. O Grupo Biomarcadores no
Céncer (BmC) da UFPE tem empregado a histoquimica com lectinas e a
imunohistoquimica para avaliar o perfil de carboidratos e a expressdo de proteinas de
filamentos intermediarios de tecidos humanos e animais. A tabela 2 apresenta alguns

artigos cientificos publicados.

Tabela 02: Publicacbes mais recentes do BmC utilizando histoquimica com lectinas,
imunohistoquimica e outras técnicas.

Tecido Referéncia
Mamario humano (doenca fibrocistica, | Beltrdo et al., 1998, 2001
fibroadenoma, carcinoma ductal Campos et al., 2006
invasivo, carcinoma ductal in situ) Santos et al., 2006 a; 2006b

Brunstein et al., 2011

Régo et al., 2009; 2010; 2013a; 2013b; 2013c
Bandeira et al., 2012

Santos et al., 2010

Santos et al., 2012

Pele Humana (carcinoma basocelular, | Melo-Janior et al., 2006

carcinoma epidermoide, Ferreira et al., 2013a; 2013b
tricoepidermdide, ceratocantoma, Melo et al., 2006

ceratose seboréica, ceratose aqtinica)

Colon Humano (coliti ulcerativa) Melo-Junior et al., 2004
Nervoso Humano (meningioma) Beltrdo et al., 2003

Glandula Salivar e Denticdo Humanas [Régo et al., 2005, 2011
Sobral et al., 2010
Iglesias et al., 2012

Mucosa Gastrica Humana (H. pylori) | Melo-Junior et al., 20082

Hepatico Humano (esquistossomose) | Guimaraes et al., 2008
Melo-Junior et al., 2008b

Prostata Humana (adenocarcinomae |Limaetal., 2010
hiperplasia) De Albuquerque Vasconcelos et al., 2013

3.11 GALECTINAS1E 3
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Inicialmente chamadas de S-lectinas, galectinas representam o grupo de
proteinas mais comumente expressas dentre as lectinas em todos o0s organismos. Sao
provavelmente a mais antiga classe de proteinas ligadoras de glicanos conhecidas até
hoje e sdo encontradas desde metazoas, esponjas, fungos até invertebrados e
vertebrados. Elas apresentam uma sequéncia contendo aproximadamente 130 residuos
de aminoacidos e possuem afinidade por - galactosideos presentes nas células normais
e tumorais. (LEFFLER, 2001; RABINOVITCH et al., 2011).

As galectinas estdo envolvidas em varios processos bioldgicos nos organismos,
tais como interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, resposta imune, adeséo
celular, apoptose e metastase. Estas galectinas se ligam especificamente a proteinas da
matriz como laminina, fibronectina e integrigas através de ligaces dependentes de
carboidratos (FUKUMORI, KANAYAMA, 2007; HAUDEK, PATTERSON, WANG,
2010).

A Galectina-1 (Gal-1) € uma proteina de apenas 14Kd, suas funcGes dependem
da sua ligacdo a receptores especificos, tais como laminina, proteinas de membrana,
fibronectina que estdo localizados na superficie celular ou matriz extracelular. Tais
ligacGes proporcionam as galectinas a participarem de processos chave, como apoptose,
regulacao do ciclo celular, adesdo célula-célula, célula-matriz extracelular, além de atuar
como um regulador negativo de respostas auto-imunes e inflamatérias (DEMYDENKO,
BEREST, 2009).

Gal-1 tem sido expressa em Varios tumores, como mama, melanoma, tumores
ovarianos, tireoidianos, cérebro e adenocarcinoma de Utero (ELOLA et al.,, 2005;
DEMYDENKO, BEREST, 2009). No cancer de mama a Galectina-1 parece estar
associada as celulas estromais, este fendbmeno foi observado por LE e colaboradores
(2011), eles encontraram uma forte correlagéo entre a imunoexpressao de Gal-1 com as
células estromais associadas ao tumor, além de invasao linfonodal e estadiamento TNM,
por funcionar como reguladora negativa da ativagdo de células T promovendo a fuga do
sistema imunoldgico dessas células e conferirem privilégio imunolégico (NAJAR et al.,
2010).

A galectina-3 (Gal-3) é uma lectina intracelular e extracelular, que interage com
glicoproteinas da matrix extracelular. Ela pode ser expressa tanto emcélulas normais,
quanto em células neoplasicas, inclusive nas células do sistema imunologico. No cancer,
sua expressdo estd correlacionada com invasdo tumoral e potencial metastatico,

regulando o crescimento, adesdo e proliferacdo celular, bem como angiogénese e
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apoptose. Nas células tumorais, a Gal-3 € encontrada predominantemente no
citoplasma, porém ela pode ser detectada no nucleo, apresentando fungdes distintas, no
citoplasma ela pode atuar como inibidor apoptotico e promotor tumoral, aumentando a
capacidade de invaséo, crescimento independente de ancoragem, crecimento tumoral in
vivo, angiogénese e diminuicdo da inducdo de apoptose, no nucleo atua como
moduladora positiva da progressdo tumoral induzindo a expressdo de genes pro-
neoplésicos (RABINOVITCH et al., 2011).

3.12 MARCADORES NAROTINA DIAGNOSTICA

Atualmente sdo utilizados como alvo na rotina clinica para o diagnostico de
cancer de mama os receptores hormonais (Receptor de Estrogeno - RE e Receptor de
Progesterona - RP), o receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2 (HER-
2) e a proteina de proliferacdo celular (Ki-67) de acordo com o Consenso de Saint
Gallen (HARBERCK, THOMSSENB, GNANTC, 2013).

Para esta finalidade a imunohistoquimica (IHQ) é uma ferramenta valiosa no
diagnostico e investigacdo de neoplasias e doengas infecciosas bem como na pesquisa
basica para compreender a distribui¢cdo e localizacdo de biomarcadores e proteinas
expressas em diferentes partes de um tecido bioldgico (RAMOS-VARA,; 2008).

A expressdo dos receptores hormonais RE, RP e a superexpressdo ou
amplificacdo do HER-2 foram identificadas como importantes fatores preditivos entre
as pacientes com cancer de mama. Esses marcadores sdo usados para definicdo do
tratamento e estabelecimento do prognostico da doenca, associados as variaveis clinicas
e patoldgicas, tais como o envolvimento linfonodal, tamanho do tumor, tipo histolégico,
grau do tumor e margens cirargicas (KARGER, 2010; CINTRA et al., 2012).

Aproximadamente dois tercos dos tumores da mama expressam ativacdo para
RE e RP no ndcleo tumoral e, portanto, sdo candidatos a terapia antiestrogénica.
Clinicamente a terapia enddcrina com drogas anti-estrogenos ou inibidores da aromatase
sdo utilizadas nos casos em que 0s tumores apresentam ER+. Neste caso o anti-
estrégeno Tamoxifeno® liga-se ao receptor tornando-o ndo funcional, enquanto os
inibidores de aromatase reduzem o0s niveis de estrogenos. Outros 20% apresentam
amplificacdo para HER-2 e podem se beneficiar de terapia alvo-dirigida, com a droga

Trastuzumab®, que é um anticorpo monoclonal que pode ser usado isolado ou
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associado a quimioterapia, reduzindo o risco de recidiva em 50%, quando usado em
indicacdo de adjuvancia (IKEDA; INQUE, 2004; CINTRA et al., 2012).

Contudo, anélise de biomarcadores, além de seu valor diagndstico e progndstico,
possibilita uma melhor compreensdo da biologia do tumor influenciando como

preditivos de maior sucesso quanto a escolha da conduta terapéutica a ser adotada.

4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 AMOSTRAS

Artigo 1: Biopsias de pacientes diagnosticadas com carcinoma ductal invasivo de
mama (CDI) (n=31, com idade média de 54,3 anos), diagnosticadas no ano de 2013,
foram adquiridas no Setor de Anatomia Patoldgica do Instituto de Medicina Integral
Prof. Fernando Figueira (IMIP). A presenca de carcinoma inflamatorio ou medular foi
considerada como critério de exclusdo das amostras. As informacgdes clinico-
histopatoldgicas (idade, grau nuclear e invasao linfonodal) das pacientes foram obtidas
no Servico de Arquivo Médico e Estatistica do IMIP. As bordas livres foram utilizadas
como tecido normal.

Artigo 2: Biopsia de carcino mucinoso diagnosticado em 2003 foi adquirido no
Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e as
informacgdes clinico-histopatoldgicas (idade, marcadores moleculares para receptor de
estrogeno, progesterona e HER-2; e Ki-67, estadiamento T2, NO e M0) foram obtidas no
Servico de Arquivo Médico e Estatistica da UFPE. As bordas livres foram utilizadas
como tecido normal.

Artigo 3: Bidpsia de carcino ductal invasivo diagnosticado em 2013 foi adquirido no
Setor de Anatomia Patol6gica do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira
(IMIP) e as informacdes clinico-histopatologicas (idade, marcadores moleculares para
receptor de estrogeno, progesterona e HER-2; e Ki-67, de grau histoldgico 2) foram
obtidas no Servi¢o de Arquivo Médico e Estatistica do IMIP. As bordas livres foram
utilizadas como tecido normal.

Artigo 4: Bidpsia de carcino mucinoso com componente ductal invasivo diagnosticado
em 2013 foi adquirido no Setor de Anatomia Patologica do Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) e as informacgdes clinico-histopatologicas
(idade, marcadores moleculares para receptor de estrégeno, progesterona e HER-2,
estadiamento T2, N2 e M1) foram obtidas no Servico de Arquivo Médico e Estatistica

do IMIP. As bordas livres foram utilizadas como tecido normal.

4.2 HISTOQUIMICA COM LECTINAS

Os protocolos foram desenvolvidos de acordo com BELTRAO et al. (1998). Cortes
histoldgicos (4um) foram desparafinizados em xilol, hidratados em alcool etilico (100%
e 70%), tratados com uma solucdo de tripsina 0,1% (p/v) a 37°C por 2 minutos e
incubados com solucdo de metanol (0,3%) e H,O, por 30 mi a 25°C. Os tecidos foram,

entdo, incubados com as lectinas conjugadas a biotina, separadamente, por 2 horas a
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4°C. A ligacdo lectina-carboidrato foi visualizada com o kit estreptavidina-biotina-HRP
e revelada com uma solucdo de diaminobenzidina (DAB) e peroxido de hidrogénio
(H20,). Os cortes foram contracorados com hematoxilina. Todas as lavagens, entre as
etapas descritas, foram realizadas com tampdo fosfato de sddio 100mM, pH 7,2,
suplementado com NaCl 150mM (PBS). As reacdes de controle negativo foram
realizadas com omissdo das lectinas. Os controles positivos foram aqueles descritos

pelo fabricante.

Tabela 01: Lectinas, especificidades e suas respectivas concentracOes utilizadas
neste trabalho.

Lectinas | Concentragdo | Especificidade Fabricante
ConA 80pg/mL D-n;ﬁrggzle- Sigma Aldrich, Saint Louis, USA
HPA 80pg/mL GalNAc Sigma Aldrich, Saint Louis, USA
B-D-Gal(1,3)- | . : : :
PNA 80pg/mL GalNAc Sigma Aldrich, Saint Louis, USA
UEA-I 80pg/mL L-fucose Sigma Aldrich, Saint Louis, USA

GalNAc: N-acetil-galactosamina; Gal: galactose.

4.3 IMUNOHISTOQUIMICA

Os ensaios imunohistoquimicos foram realizados de acordo com o protocolo descrito
por REGO et al. (2011). Cortes histologicos (4um) foram desparafinizados em xilol e
hidratados em alcool etilico (100% e 70%). Em seguida foi feita a recuperagdo
antigénica em tampdo citrato 100mM, pH 6,0 em camara de vapor de agua (STIMER)
por 30 minutos. Ap6s o resfriamento, os cortes foram incubados com solucdo de
peréxido de hidrogénio (H,0,) em metanol (1:1) por 30 minutos a 25°C seguido de
incubagdo com solucgdo de albumina sérica bovina (BSA em tampé&o fosfato de sddio
100mM, pH 7,2 suplementado com NaCl 150mM - PBS) a 3% por 45 minutos a 25°C.
Na etapa seguinte, os tecidos foram incubados com os anticorpos monoclonais (Tabela
2) por 16h a 4°C. A ligagdo antigeno-anticorpo foi vizualisada com o kit biotina-
estreptavidina-HRP e sua revelagdo com diaminobenzidina (DAB) e perdxido de
hidrogénio (H,O,). Os cortes foram contracorados com hematoxilina. Todas as
lavagens, entre as etapas descritas, foram realizadas com PBS. As reacGes de controle
negativo foram realizadas com omissdo do anticorpo primario. Os controles positivos

foram aqueles descritos pelo fabricante.
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Tabela 02: Anticorpos e suas respectivas dilui¢des utilizadas neste trabalho.

Anticorpo Clone Diluicéo Fabricante

MGAT-5 HPA010919 1:50 Sigma Aldrich, Saint Louis, USA.

BRCAL 1-20 1:150 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA

BRCA2 H-299 1:50 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA
HIF-1a H-206 1:100 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA
Gal-1 - 1:50 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA
Gal-3 - 1:150 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA
Ki-67 - 1:50 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA

4.4 ANALISE DIGITAL DAS IMAGENS
Foi utilizado um sistema de video-cdmera acoplado a um microscopio 6ptico Eclipse
50i (Nikon,USA). As analises das células marcadas foram realizadas utilizando trés

areas independentes e aleatdrias em cada amostra.

4.5 Cut off

Para andlise da expressdo de BRCAL1 e BRCA2 foram considerados positivos aqueles
tumores com marcacdo: O (negativa), + (positiva em menos de 25% das células
neoplésicas), ++ (positiva entre 25% e 50% das células neoplasicas) e +++ (positiva em
mais de 50% das células neoplasicas) (SILVA et al., 2005). Para MGAT-5 foi utilizado o
cut off descrito por DOSAKA-AKITA et al. (2004) que estabelece a positividade para >
10% das células tumorais. A analise da expressdo da HIF-1a seguiu os critérios
descritos por BOS et al. (2005) e VAN DER GROEP et al. (2013) que estabelece a
positividade nuclear para > 10% das células tumorais. A avaliagdo da marcacdo das
lectinas foi de acordo com DORNELAS (2009): negativo para auséncia de marcacao,
fraca para menos < 30% das células neoplasicas, moderada para < 60% das células

neoplasicas e intensa para > 60% das células neoplasicas.

4.6 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (CAAE 06586612.9.0000.5208—
Parecer No. 140.876 em 07/11/2012).

4.7 ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica dos dados obtidos experimentalmente foi realizada através do
software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). As
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diferencas estatisticas foram analisadas pelo teste Qui-quadrado ou o teste exato de

Fisher. Um valor de P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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RESUMO

O carcinoma ductal invasivo (CDI) é o tipo mais comum de cancer de mama formando
um grupo heterogéneo no que diz respeito a caracteristicas patoldgicas e evolugdo
clinica. Neste sentido este trabalho objetivou avaliar a expressao das proteinas HIF-1a,
MGAT5, BRCA1 e BRCA2 em tumores de mama humana diagnosticados como
carcinoma ductal invasivo (CDI) utilizando imunohistoquimica. As biopsias (n=31)
foram adquiridas no Setor de Anatomia Patoldgica do Instituto de Medicina Integral
Prof. Fernando Figueira (IMIP) e as informacdes clinico-histopatoldgicas (idade, grau
nuclear e invasdo linfonodal) das pacientes foram obtidas no Servico de Arquivo
Médico e Estatistica do IMIP. HIF-1a apresentou correlagdo estatistica direta com a
invasdo linfonodal (p=0,036), BRCAZ2 apresentou uma correlagdo inversa com o
receptor de progesterona (p=0,02), MGAT5, embora com imunomarcagdo positiva ndo
apresentou nenhuma correlagcdo significativa os fatores clinico-histopatoldgico
analisado (idade, invasdo linfonodal e grau nuclear) nem com os marcadores de rotina
no diagnostico (receptor de estrégeno, receptor de progesterona e HER-2). Os
resultados indicam que HIF-1la e BRCA2 sdo capazes de serem correlacionados com
parametros clinico-histopatoldgicos da rotina diagndstica e que sua positividade auxilia
na caracterizacdo do carcinoma ductal invasivo.

Palavras-chave: Tumor mamario. Carcinoma. Hipdxia. Glicosiltransferases.

INTRODUCAO

O cancer de mama € a neoplasia que apresenta as maiores taxas de
morbi/mortalidade de mulheres no Brasil e no mundo (INCA 2014). Dentre os tumores
malignos de mama, 0s carcinomas representam o maior grupo e sua classificacdo
histopatoldgica baseia-se no padrdo de crescimento e caracteristicas citoldgicas do
tumor. O carcinoma ductal invasivo (CDI) € o tipo mais comum de cancer de mama
invasivo, sendo responsavel por até 70% a 75% dos casos. Estes tumores correspondem
a um grupo heterogéneo no que diz respeito a caracteristicas patologicas e evolugao
clinica (CORBEN, 2013).

A glicosilacdo aberrante ocorre essencialmente em todos o0s tipos de canceres e
muitos epitopos glicosil constituem antigenos associados ao tumor. Neste cenario as

glicosiltransferases desempenham papel crucial no desenvolvimento e manutengdo do
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tumor, bem como um evento-chave na inducdo da invasdo e metastase (GHAZARIAN;
IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

Além disso, outro evento que possibilita as neoplasias a adquirirem um fenotipo
mais agressivo é a formacdo de um ambiente hipdxico intratumoral. Este fendmeno
promove alteracdes bioldgicas, como aumento da transcricdo e expressdo génicas,
selecdo de clones resistentes a apoptose, inducdo da invasdo e metastase (RYU et al.,
2011).

Genes com atuagcdo no controle e inspecdo do ciclo celular precisam
desempenhar suas funcdes de maneira precisa. Dentre estes 0s genes BRCAL e BRCA2
sdo importantes (SILVA et al., 2005; DACHEUX et al., 2013). No processo de
transformacdo maligna, mutacbes em seus alelos poderm estar associados a
hereditariedade do cancer de mama (TULCHIN et al., 2010; JEYASEKHARAN et al.,
2013).

Diante deste contexto, a caracterizacdo dos tumores quanto a moléculas que
atuam na manutencdo e malignidade destes se faz necessario para que auxiliando os
biomarcadores de rotina diagnostica possam permitir uma maior e melhor abordagem
terapéutica. Neste sentido, este trabalho objetivou avaliar a expressdo das proteinas
HIF-1a, MGAT5, BRCA1 ¢ BRCA2 em tumores de mama humana diagnosticados

como carcinoma ductal invasivo (CDI) utilizando imunohistoquimica.

MATERIAIS E METODOS

Selecdo de Casos

Bidpsias de pacientes diagnosticadas com carcinoma ductal invasivo de mama (CDI)
(n=31, com idade média de 54,3 anos), diagnosticadas no ano de 2013, foram adquiridas
no Setor de Anatomia Patoldgica do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando
Figueira (IMIP). A presenga de carcinoma inflamatério ou medular foi considerada
como critério de exclusdo das amostras. As informacdes clinico-histopatolégicas (idade,
grau nuclear e invasao linfonodal) das pacientes foram obtidas no Servi¢o de Arquivo
Médico e Estatistica do IMIP.

Imunohistoquimica
Os ensaios imunohistoquimicos foram realizados de acordo com o protocolo descrito

por REGO et al., (2011). Cortes histolégicos (4um) foram desparafinizados em xilol e
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hidratados em alcool etilico (100% e 70%). Em seguida foi feita a recuperacao
antigénica em tampdo citrato 100mM, pH 6,0 em camara de vapor de dgua (STIMER)
por 30 minutos. Apds o resfriamento, os cortes foram incubados com solugdo de
peroxido de hidrogénio (H,O,) em metanol (1:1) por 30 minutos a 25°C seguido de
incubacdo com solucdo de albumina sérica bovina (BSA em tampédo fosfato de sédio
100mM, pH 7,2 suplementado com NaCl 150mM - PBS) a 3% por 45 minutos a 25°C.
Na etapa seguinte, os tecidos foram incubados com os anticorpos monoclonais
(BRCAL, 1:150; BRCAZ2, 1:50; HIF-1a, 1:100 — SANTA CRUZ, USA; MGATS5, 1:50 —
SIGMA-ALDRISH, USA) por 16h a 4°C. A localizacao do anticorpo foi feita com o kit
biotina-estreptavidina-HRP e sua revelacgdo com DAB-H,0,. Todas as lavagens
realizadas entre as etapas descritas foram realizadas com PBS. As reagdes de controle
negativo foram realizadas com omissdo do anticorpo primario. Os controles positivios
foram aqueles descritos pelo fabricante. As laminas foram analisadas em sistema digital
de imagem com microscopio optico Nikon Eclipse 50i acoplado a camera digital Nikon
DS-Fil.

Cut off

Para andlise da expressdo de BRCAL e BRCA2 foram considerados positivos aqueles
tumores com marcacdo: O (negativa), + (positiva em menos de 25% das células
neoplésicas), ++ (positiva entre 25% e 50% das células neoplasicas) e +++ (positiva em
mais de 50% das células neoplasicas) (SILVA et al., 2005). Para MGAT-5 foi utilizado o
cut off descrito por DOSAKA-AKITA et al., (2004) que estabelece a positividade para >
10% das células tumorais. A analise da expressdo da HIF-1a seguiu os critérios
descritos por BOS et al., (2005) e VAN DER GROEP et al., (2013) que estabelece a

positividade nuclear para > 10% das células tumorais.

Aspéctos Eticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Satde
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (CAAE 06586612.9.0000.5208—
Parecer No. 140.876 em 07/11/2012).

Analise Estatistica
A analise estatistica dos dados obtidos experimentalmente foi realizada através do
software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). As
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diferencas estatisticas foram analisadas pelo teste Qui-quadrado ou o teste exato de

Fisher. Um valor de P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

HIF-1a e a invasdo linfonodal: uma correlagdo perigosa

O fator induzido por hipdxia (HIF-1a) apresentou correlagdo estatistica direta
com a invasdo linfonodal (p=0,036 — Figura 1), ndo sendo observado com nenhum outro
fator clinico-histopatologico analisado (idade e grau nuclear) nem com os marcadores
de rotina no diagndstico (receptor de estrégeno, receptor de progesterona e HER-2).

HIF-1la ¢ uma proteina associada a invasdo linfonodal, ao elevado grau
histolégico, a tumores receptores hormonais negativos e ao baixo tempo livre de
metastase, possuindo, assim, valor diagnostico e prognéstico no cancer de mama
(DALES et al., 2010). Ela € reconhecida como sinalizadora do microambiente hipdxico
no tumor sendo capaz de influenciar as células tumorais para adquirirem um fenétipo
agressivo e se tornarem resistentes a quimioterapia e radioterapia (MOELLER et al.,
2007; COSSE, MICHIELS, 2008).

Além disso, HIF-1a esta relacionada a progressdo tumoral e angiogénese,
participando do controle da expressdo de uma variedade de genes envolvidos na
adaptacdo a deficiéncia de oxigénio e nutrientes que levam a sobrevivéncia celular,
inibicdlo da apoptose e inducdo de migracdo (SEMENZA, 2003; POWIS,
KIRKPATRICK, 2010; RYU et al., 2011).

Estudos mostram que a expressao da HIF-1a em carcinomas mamarios ¢ maior
do que 50% dos casos analisados (GRUBER et al.,, 2004; BOS et al.,, 2005;
KRONBLAD et al., 2006). Nossos resultados mostraram a positividade para HIF-1a em
82% dos casos (23/28) avaliados e sua associada com a invasdo linfonodal. Tal
associacdo estd em concordancia o estudo de HAUPT et al., em 2010, comprovando a
maior agressividade do CDI. KAYA et al. (2012) encontraram uma correlagdo entre
HIF-1a e o diagndstico para pacientes com metéstase linfonodal diagnosticadas com
carcinoma ductal invasivo RE e RP negativos e HER-2 positivo confirmando o
prognostico reservado destes casos de CDI. Interessantemente a superexpressao de HIF-
loa foi associada a uma taxa local de sobrevivéncia livre de doenca em pacientes

diagnosticados com carcinoma escamosos de boca, onde esta proteina se comportou
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como um novo marcador de bom progndstico pds-radioterapia (SANTOS et al., 2012)
indicando um comportamento diferente daquele observado nos tumores da mama,
mesmo estes dois tipos de glandulas (maméaria e da cavidade oral) apresentarem
organizacao histoldgica e anatdmica relacionadas.

BRCAZ2 uma proteina influente

A proteina expressa pelo gene BRCA1 ndo apresentou correlagdo estatistica com
nenhum fator clinico-histopatoldgico analisados (idade, invasdo linfonodal e grau
nuclear) nem com os marcadores de rotina no diagnostico (receptor de estrogeno,
receptor de progesterona e HER-2).

Neste estudo o produto génico do BRCA2 apresentou uma correlacdo inversa
com o receptor de progesterona (p=0,02 — Figura 2). Nenhum outro fator clinico-
histopatolégico ou marcador de rotina no diagnostico apresentou correlacdo
significativa.

Com atividades no checkpoint do ciclo celular, regulacdo da transcricdo, reparo
do DNA, ubiquitinacdo de proteinas e apoptose, as proteinas codificadas pelos genes
BRCAL e BRCAZ sdo sintetizadas no citoplasma e transportadas ao nucleo (SILVA et
al., 2005; DACHEUX et al., 2013). No processo de transformacdo maligna, mutacdes
em alelos que controlam a expressdo e direcionamento destas proteinas até o nucleo
alteram a localizacdo celular das mesmas resultando num padrdo de localizagéo
predominantemente nuclear, exclusivamente nuclear, predominantemente ou
exclusivamente citoplasmatica (CHAMBON et al., 2003; AL-MULLA et al., 2005;
SILVA et al., 2005; TULCHIN et al., 2010; JEYASEKHARAN et al., 2013).

Os nossos resultados demonstraram a imunomarcacdo citoplasmatica e nuclear
das proteinas BRCA1 e BRCA2 em 87% (27/31) e 67,7% (21/31) dos casos analisados,
respectivamente. Embora pouco frequente nos casos analisados, e em acordancia com o
observado na literatura, a auséncia da imunomarcacdo destas proteinas em nossos
resultados pode decorrer de mutacdes do tipo frameshift (frequentes nos genes BRCA1
e BRCA2) em regides anteriores ao local de reconhecimento do epitopo pelo anticorpo.
Tais mutacGes podem causar perdas na sequéncia deste epitopo e resultar na auséncia de
marcagdo em ensaios imunohistoquimicos (WANG et al., 2012). Outro fator que pode

estar relacionado a auséncia da marcacdo é o silenciamento génico via hipermetilacédo
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na regido promotora dos genes BRCA1 e BRCA2, tendo como consequéncia, um efeito
semelhante ao da mutacdo (HSU et al., 2013).

Canceres de mama relacionados ao BRCA2 sdo mais frequentes no tipo ductal
invasivo ndo hereditario, contudo esta associacdo € mais fraca do que quando
comparada ao BRCAL. O padrdo geral das caracteristicas clinico-histopatolégicas dos
tumores relacionados a mutagtes dos genes BRCAL e 2, e por consequéncia expressao e
modulacdo de suas proteinas-produto, sugere uma via de carcinogénese diferente dos
tumores exporadicos. BRCA2 relacionado a alteracfes do meio hormonal da mama
normal podendo facilitar eventos subsequentes ao desenvolvimento e manutencdo de
canceres de mama quando sua proteina é expressa de forma aberrante (MOTE et al.,
2004).

No cancer de mama, a relacdo entre a expressao do gene BRCAL e o progndstico
reservado, decorre da correlacdo inversa existente entre a reduzida expressao deste e a
alta taxa de proliferacdo, o grau histologico e a reduzida diferenciacdo dos tumores
(DING et al., 2004; DORSSERS et al., 2004). Além disso, carcinomas com baixa
expressdo da proteina BRCAL sdo negativos para 0s receptores de estrogeno e
progesterona, mas positivos para HER-2. Ao passo que se especula o comportamento
inverso para 0 BRCA2 (SILVA et al., 2005).

MGAT5 e o mundo glicosilado

O aumento da transcricdo do gene MGATS, cujo produto tem a funcdo catalitica
de adicionar residuo de N-Acetil-glicosamina cria uma nova estrutura antenaria passivel
de crescimento pela acdo de outras glicosiltransferases, em glicoconjugados de
superficie celular. Desta forma sua acdo alterada impde ramificacdes em N-glicanos,
que ficam maiores e mais complexos. Este novo glicocodigo estrutural esta associado a
interacbes mais fracas entre a célula maligna e a matriz extracelular, resultando no
aumento da migragcdo e invasdo celulares, e uma possivel consequente metastase
(WANG et al., 2012). Este comportamento pode ocorrer devido 0 aumento dos sitios de
polilactosaminas e por alteracdo na meia vida de receptores de fatores de crescimento
que sdo fregiientemente N-glicosilados. O maior nimero de residuos de cido sialico na
superficie celular diminui a aderéncia das células tumorais a matriz e protege as células

tumorais do reconhecimento do sistema imune (HANDERSON et al., 2005).
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A expressdo da MGATS5 é reduzida ou inexistente no tecido mamario normal ou
hiperplasico, ao passo que no cancer de mama o aumento da sua expressdo e dos seus
produtos glicanos esta associada a progressao tumoral, metastase nodal e prognostico
reservado, fatos que provavelmente resultam da sua atividade em induzir alteragGes
funcionais em varios substratos envolvidos na progressao tumoral (HANDERSON et
al., 2005; SIDIQUI et al., 2005). Em nossos resultados, embora a imunomarcagédo
citoplasmatica da MGATY5 tenha sido observada na maioria dos casos analisados e esteja
em acordo com o padrdo de marcacdo imunohistoquimico (HANDERSON et al., 2005),
nenhuma correlacdo significativa foi observada entre a sua expressdo e a invasao
linfonodal, os receptores hormonais e HER-2.

Os resultados indicam que HIF-la ¢ BRCA2 s3o capazes de serem
correlacionados com parametros clinico-histopatoldgicos da rotina diagnéstica e que sua
positividade auxilia na caracterizacdo do carcinoma ductal invasivo. Atualmente o
Grupo de Pesquisas Biomarcadores no Cancer (BmC) amplia seus estudos relacionados
a estes genes e agrega outros na avaliacdo de seus potenciais moduladores no ambiente

hipoxico do cancer de mama in vitro e ex vivo.
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Figura 01: Imunohistoquimica para o Fator induzido por hipdxia
(HIF-1a). Sua positividade foi correlacionada com a invaséo

linfonodal. (Aumento 40x).

Figura 02: Imunomarcacdo para a proteina de BRCA2. Sua

positividade apresentou uma correlagdo inversa com o receptor de

progesterona. (Ampliacdo 10x e detalhe: 40x).
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ABSTRACT

Breast cancer is one of the neoplasms with the highest rates of morbidity and mortality
worldwide and the leading cause of cancer deaths in women. Among carcinomas the
mucinous type has a low incidence (being considered rare) and is related to a good
prognosis. This tumor is characterized by the accumulation of extracellular mucin but
little is known about its molecular and clinical behavior. This case report aimed to
evaluate the expression of Gal-1 and Gal-3 and the glycocode in glycoconjugates of cell
surface of a mammary tumor diagnosed as mucinous carcinoma (without invasive
componente) using immunohistochemistry and lectin histochemistry (Con A, HPA, PNA
and UEA-I), respectively. Con A and HPA stainings were positive and
immunohistochemistry was positive for Gal-1 and Gal-3. Gal-3 was also positive to
tumor cells associated stroma and vascular endothelium. Results showed that despite
being characterized by a good prognosis breast carcinoma, the mucinous carcinoma here
studied presented glycobiology features that indicate the acquisition of an aggressive
phenotype even without an invasive component.

Keywords: glycoconjugates, mucinous carcinoma, biomarkers.

INTRODUCTION

Mucinous breast cancer is a well-differentiated rare histological type of invasive
ductal carcinoma which is characterized by a large amount of mucin production and a
good prognosis (HANAGIRI et al., 2010). One of the most important molecules in this
sort of neoplasm is the carbohydrate-rich glycoprotein called mucin. They seem to have
important roles in pathological state and have immense potential as diagnostic or
prognostic markers (MUKHOPADHYAY et al., 2011). Due to its saccharide high
content mucins are eligible targets to lectin histochemistry as a promising method for
diagnosis and prognosis of mucinous breast carcinoma. The versatility of carbohydrates
in forming different glyconjugates (glycoproteins and/or glycolipids) with different
biological functions, as cell adhesion, invasion and migration, turn them capable of
storing biological information, in physiological and pathological conditions which may
be "deciphered” by lectins (CLAUS et al., 2003).
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CASE REPORT

In 2003, a 65-year-old woman check in the University Hospital (UH) at Federal
University of Pernambuco (UFPE), Northeast Brazil, complaining of fever and redness,
swelling and bleeding episodes in the right breast. An ulcerated lesion with necrotic
material and fetid odor could also be observed. She reported that she had an absses
removed from the same breast (right one) when she was 35-year-old and menopause
started at 49. The tumor biopsy revealed a mucinous type invasive ductal carcinoma
(IDC) infiltrating the areolar dermis of the right breast. Tumor immunohistochemistry
was positive for HER-2 (human epidermal growth factor receptor type 2), ER (estrogen
receptor), PR (progesterone receptor) and negative for Ki-67 (proliferation associated-
antigen). As treatment the patient was submitted to a radical mastectomy of the right
breast. After surgery, she complained of insomnia, fluid leakage associated with
occasional pain, heat sensation associated with dizziness, and numbness on the same
limb. She started a hormone therapy (Anastrozole® therapy for 60 months) and
adjuvant radiotherapy of chest wall and supraclavicular fossa (5040 cGy). In 2006, the
patient returned to the hospital when it was diagnosed a contralateral (left breast)
metachronous breast cancer which biopsy revealed invasive lobular and ductal
carcinoma with lymph node metastasis. Pacient started oral Tamoxifen® therapy (60

months) but abandoned treatment in 2008.

MATERIAL AND METHODS

Sample: biopsy of mucinous carcinoma (T2, NO, M0) diagnosed in 2003

Lectin Histochemistry: protocol was according BELTRAO et al. (1998). Tissue
sections (4um) were deparaffinazed in xyline, hydrated in graded etanol ( (100 - 70%),
treated with a 0.1% (w/v) trypsin solution for 2 min at 37°C followed by a 0.3% (v/v)
methanol-H,0; solution for 30 min at 25°C and then incubated with lectins conjugated
to biotin (Con A, HPA, UEA-I and PNA at 80 ug/ml - SIGMA, USA) for 2h at 4°C.
Lectin-carbohydrate binding was visualized with the kit streptavidin-biotin-HRP and
revealed with a solution of diaminobenzidine (DAB) and hydrogen peroxide. Slices
were counter-stained with haematoxylin. All solutions and washings were carried out
using a 10mM phosphate buffer solution (PBS) pH 7.2 containing 150mM NacCl. Lectin
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binding inhibition assays were developed incubating the lectin with its corresponding
specific sugars, methyl-a-D-mannose for Con A, a-N-Acetylgalactosamine for HPA, L-
fucose for UEA-I and D-galactose for PNA (300nM) prior to tissue incubation.
Negative controls were per formed replacing the lectin for PBS and positive controls

were those described by manufacturers.

Immunohistochemistry: protocols were according REGO et al., (2011). Tissue
sections (4um) were deparaffinazed in xyline, hydrated in graded etanol (100 - 70%),
incubated with 100mM citrate buffer pH 6.0 for 30 mim into a steamer chamber. After
cooling tissue slices were incubated with a methanol-H,O, (1:1 — v/v) solution for 30
min at 25°C and then with a 3% bovine serum albumin (BSA) solution in a 10mM
phosphate buffer solution (PBS) pH 7.2 containing 150mM NacCl, for 45 min at 25°C.
Tissues were then incubated with primary antibodies (Gal-1, 1:50 and Gal-3, 1:150 —
SANTA CRUZ, USA) for 16h at 4°C. Antibody-antigen binding was visualized with the
kit streptavidin-biotin-HRP and revealed with a solution of diaminobenzidine (DAB)
and hydrogen peroxide. Slices were counter-stained with haematoxylin. All solutions
and washings were carried out using PBS. Negative controls were performed replacing
the primary antibody for PBS and positive controls were those described by

manufacturers.

RESULTS AND DISCUSSION

Results revealed that Con A (Figure 1A) and HPA (Helix pomatia agglutinin)
stainings were mainly membrane pattern; UEA-I (Ulex europeus agglutinin) presented
no staining and PNA (Peanut agglutinin - Figure 1D) was positive only in mucous
secretion. Immunohistochemistry for Gal-1 and Gal-3 was positive in stroma-associated
tumour cells (Figure 1B and 1C).

It is well established that patients diagnosed with primary breast invasive
carcinoma, including mucinous one, have an increased risk (2 to 6 times) of developing
metachronous contralateral cancer (CLAUS et al., 2003) but the glycoprofile neither
primary nor secondary lesions are well documented.

Studies have evaluated the expression profile of routine markers (ER, PR, HER2
and Ki67) to try to understand a possible or real biological continuity between
neoplasms in the same breast or in both breasts (HANAGIRI et al., 2010; HUO et al.,
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2011; ERHAN et al., 2009). One of the observations was that ER-/PR- and HER-2
overexpression in primary tumor present a higher risk to develop contralateral breast
cancer than those ER+/PR+ and luminal A (HUO et al., 2011). In our study the
mucinous tumor was ER+/PR+ but HER-2 positive. Furthermore, Ki-67 was negative,
consistent with ERHAN et al. (2009) that showed that only 9% of mucinous carcinoma
is positivity for this proliferation marker.

Aberrant glycosylation has long been described as a hallmark of cancer and the
glycoprofile of tumor cells can be accessed by lectin histochemistry. Lectins are sugar
probes used for normal and pathological characterization of cell surface glycoconjugates
(CAMPOS et al., 2006).

In this study the mucinous tumor presented a positive staining with HPA, a lectin
specific to terminal a-N-Acetylgalactosamine (GalNAc) residues. This saccharide is
found in tumour-associated Tn antigen and it is related to poor prognosis since its higher
expression is linked to cancer cell proliferation and invasion habilities (MARKIV,
2011). D-mannose/D-glucose residues were recognized by Con A in our sample
(positive staining) and such result is in agreement with Campos et al. (2006) who
showed that the increased expression or accessibility of these sugar residues is an
effective malignant biomarker for breast cancer being differentially expressed in CDI
when compared to benign lesions.

The positive tumor cells staining for D-galactose residues, recognized by PNA,
indicated that these residues seem to be involved in differentiation and maturation of the
cancer as also observed to other cancers (LIMA et al., 2010). PNA specificity allows
also to infer the possibility of p-Gal(1-3)GalNAc residues being recognized by galectins
on tumors. The negative UEA-I staining, for L-fucose, in tumor cell can be associated to
steric impediment or absence of this carbohydrate.

Gal-1 is involved in multiple processes of cancer, such as tumor cell
aggregation, cell migration, cell adhesion and promotion of angiogenesis (ITO e
RALPH, 2012). Gal-1 was positive in the mucinous carcinoma cells associated stroma.
Gal-3 positivity was similar to Gal-1 in tumor cells associated stroma but it was also
positive in vascular endothelium. Gal-3 is frequently involved with protection against
cancer cell death (REGO et al., 2013) and their expression could be related with a more
permissive microenvironment that supports primary tumor and methacronic lesion.

Therefore, our results showed that despite being characterized by a good

prognosis breast carcinoma, the mucinous carcinoma here studied presented
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glycobiology features that indicate the acquisition of an aggressive phenotype even
without an invasive component. Unfortunately the contralateral metachronous tumors

dignosed three years latter could not be used for research purposes.
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Figure 01: Lectin histochemistry and immunohistochemistry of mucinous carcinoma:

a) Con A staining positivity of neoplastic cells (heterogeneous — red arrow) and mucous
secretion (black arrow); b) and c) stroma positive staining pattern to Gal-1 and Gal-3,
respectively (blue arrows); d) PNA positive staining in mucous secretion (white arrow)
but not in neoplastic cells.
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RESUMO

O céancer de mama é considerado raro em mulheres até 35 anos, sendo nesses casos mais
agressivo e resultando em progndstico reservado. O uso de biomarcadores celulares para
subtipagem molecular de cancer de mama constitui potencial ferramenta diagndstica,
prognostica e terapéutica. O presente trabalho relata o caso de uma paciente com 31
anos que apresentou carcinoma ductal invasivo de mama (CDI) bilateral, com o objetivo
de avaliar a expresséo de BRCA1l e BRCA2 utilizando imunohistoquimica. A
positividade para BRCA1 e BRCA 2 bem como para RE, RP e HER-2 nédo conferiu um
aspecto de protecdo quanto ao progresso agressivo do cancer com, também,
comprometimento linfonodal. Os resultados possibilitam a caracterizacdo dos tumores
como Luminal B cujo prognostico se caracteriza como reservado. E os biomarcadores
avaliados BRCA1 e BRCAZ2 aliados aos da rotina clinica (RP, RE, HER-2 e Ki-67)
possibilitaram um melhor entendimento e correlagdo dos aspectos clinicos,
morfoldgicos e moleculares do cancer de mama bilateral tendo importancia terapéutica,
epidemioldgica e preditiva.

Palavras chave: carcinoma ductal invasivo, subtipagem molecular, BRCA.

INTRODUCAO

O céancer é a segunda maior causa de morte do mundo e é reconhecido como um
importante problema de saude publica nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
Entre as mulheres, o cancer de mama é o mais incidente, excetuando-se o cancer de pele
do tipo ndo-melanoma, apresentando no Brasil uma estimativa de 57.120 novos casos
para o ano de 2014 (validos para 2015), sendo considerado raro em mulheres com até 35
anos (INCA, 2014).

Na mulher adulta-jovem cerca de 2 a 4% de todos os casos de cancer de mama
sdo diagnosticados em idade inferior a 35 anos (ANDERS et al., 2009; FREDHOLM et
al., 2009), contudo as neoplasias malignas da mama nestas pacientes tendem a ser mais
agressivas e com progndstico reservado (PRONZATO et al., 2011). Este perfil de
malignidade implica em um risco sete vezes maior de desenvolver cancer de mama
contralateral em comparacdo com as mulheres com mais de 60 anos (KOEDIJK et al.,
2013).
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Sé&o utilizados como alvo os receptores hormonais (Receptor de Estrogeno - RE
e Receptor de Progesterona - RP), o receptor do fator de crescimento epidermal humano
tipo 2 (HER-2) (HARBERCK, THOMSSENB, GNANTC, 2013) para subtipagem
molecular do céncer de mama de acordo com o Consenso de Saint Gallen (2013).
Apesar de sua importancia na regulacdo da proliferacédo celular e apoptose, a analise dos
genes BRCAL e BRCAZ2, através da expressao de suas proteinas, ndo € uma rotina para
o diagndstico (FOULKES e SHUEN, 2013).

A andlise de biomarcadores, além de seu valor diagndstico e prognostico,
possibilita uma melhor compreensdo da biologia do tumor influenciando como
preditivos de maior sucesso quanto a escolha da conduta terapéutica a ser adotada.
Desta forma, avaliar o perfil molecular para BRCA1 e BRCA2 de um caso de
carcinoma ductal invasivo (CDI) recorrente e contralateral em paciente adulta-jovem

(31 anos) auxilia na caracterizacdo do tumor.

RELATO DE CASO

Paciente com 31 anos de idade sem histdrico familiar de cancer, menarca aos 13
anos, uso de contraceptivos orais, multipara (um aborto e trés cesareas) queixando-se de
gueimacdo na mama direita procurou um mastologista (setembro/2012). Realizou
mamografia (novembro/2012) que confirmou nédulo na mama direita, confirmado por
ultrassonografia, onde se detectou, também, ndédulo na mama esquerda. Submeteu-se a
puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) sendo diagnosticada com carcinoma ductal
invasivo (CDI) grau Il de diferenciacdo celular em ambas as mamas. Realizou
tratamento quimioterapico (Antraciclina seguido de Taxano) sendo interrompido diante
da descoberta de gestacdo (parto em junho/2013). Em setembro de 2013, a paciente

realizou mastectomia radical bilateral.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

Bidpsia dos carcinomas ductais invasivos (bilateral) diagnosticados em 2013 foram

adiquiridas no Setor de Anatomia Patologica do Instituto de Medicina Integral Prof.

Fernando Figueira receptor de estrogeno, progesterona e HER-2; e Ki-67) foram obtidas
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no Servico de Arquivo Médico e Estatistica do IMIP. As bordas livres foram utilizadas

como tecido normal.

Imunohistoquimica

Os ensaios imunohistoquimicos foram realizados de acordo com o protocolo descrito
por REGO et al. (2011). Cortes histologicos (4um) foram desparafinizados em xilol e
hidratados em alcool etilico (100% e 70%). Em seguida foi feita a recuperagdo
antigénica em tampdao citrato 100mM, pH 6,0 em camara de vapor de agua (STIMER)
por 30 minutos. Ap6s o resfriamento, os cortes foram incubados com solucdo de
peroxido de hidrogénio (H,O,) em metanol (1:1) por 30 minutos a 25°C seguido de
incubagdo com solucdo de albumina serica bovina (BSA em tampéo fosfato de sddio
100mM, pH 7,2 suplementado com NaCl 150mM - PBS) a 1% por 45 minutos a 25°C.
Na etapa seguinte, os tecidos foram incubados com o0s anticorpos monoclonais
(BRCAL, 1:150 e BRCA2, 1:50 — SANTA CRUZ, USA - SIGMA-ALDRISH, USA)
por 16h a 4°C. A localizacdo do anticorpo foi feita com o kit biotina-estreptavidina-HRP
e sua revelacdo com DAB-H,0,. Todas as lavagens realizadas entre as etapas descritas
foram realizadas com PBS. As reacGes de controle negativo foram realizadas com
omissdo do anticorpo primario. Os controles positivos foram aqueles descritos pelo
fabricante. As laminas foram analisadas em sistema digital de imagem com microscopio

optico Nikon Eclipse 50i acoplado a cdmera digital Nikon DS-Fil.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos resultados para os marcadores de rotina clinica (RP, RE, HER-2 e Ki-67)
obtidos no prontuério da paciente, agregou-se a imunohistoquimica para as proteinas
expressas pelos genes BRCAL1 e BRCAZ2. Estes genes sdo supressores tumorais
envolvidos no reparo de danos ao DNA, contribuindo para integridade do genoma. Os
resultados para os marcadores estdo apresentados na Tabela 1.

Dentre os marcadores de rotina (todos positivos) destacou-se a superexpressao
do HER-2. O perfil superexpresso deste gene esta envolvido na proliferacdo e
sobrevivéncia celular por facilitar a formacéo de dimeros (dois receptores associados) e

constituem um potencial mecanismo para aumentar a transducéo de sinal atraves da
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fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas transmembranas intermediarias e
intracelulares (GUTIERREZ e SCHIFF, 2011).

A expressdo protéica dos genes supressores tumorais BRCA1 e BRCA 2 confere
as pacientes um melhor prognéstico visto que ainda ha ativacdo de genes supressores
tumorais. Mutacbes e perda da expressdo desses genes estdo relacionadas ao
desenvolvimento, manutencdo e malignidade do cancer de mama (BERNSTEIN et al.,
2013). Contudo, no presente caso a positividade para BRCA1l e BRCA 2 bem como
para RE, RP e HER-2+ ndo conferiu um aspecto de protecdo quanto ao progresso
agressivo do cancer com, também, comprometimento linfonodal.

Os resultados possibilitam a caracterizacdo dos tumores como Luminal B cujo
prognodstico se caracteriza como reservado. Em geral, mulheres jovens apresentam
maior frequéncia de tumores triplo-negativos e, por consequéncia, possuem tempo
médio de sobrevida menor devido ao grau de malignidade e agressividade do CDI em
mulheres com menos de 35 anos de idade (MORRINSON et al., 2012). Entretanto, o
caso em estudo, apresentou um perfil molecular (positividade dos receptores hormonais
e HER-2), o que, apesar do HER-2+ possibilita 0 manejo de terapéutica disponivel
atualmente. Contuto se fez necessario que a paciente realizasse mastectomia radical das

duas mamas e esvaziamento linfonodal.

Tabela 01: Descricdo histopatoldgica e subtipagem molecular utilizando parametros da
rotina clinica (Hospital das Clinicas - UFPE) e avaliacdo de BRCAL e 2 (estudo) das

amostras de carcinoma ductal invasivo de mama (CDI) contralaterais.

AMOSTRAS DESCRI(;AO HISTOPATOLOGIA SUBTIPAGEM
MOLECULAR
MAMA Mastectomia pés-quimioterapia neoadjuvante; RE+
DIREITA CDI multifocal grau nuclear 2, formacéo tubular 1+, | RP+
indice mitotico: 1=4; HER-2: 1+
Tamanho do tumor: 4,5 x 2,5cm, 4x 2cm e 0,5 cm; Ki 67: 10%
Metéstases para 5 linfonodos dissecados. BRCAL +
BRCA2 +
MAMA Mastectomia pds-quimioterapia neoadjuvante; RE:+
ESQUERDA CDI multifocal grau nuclear 2, formacdo tubular 1 +, | RP: fracamente +,
indice mitotico 1=4; HER-2: 1+
Tamanho do tumor: 0,5cm de didmetro distando 1,5 | Ki 67: 15%
cm das margens mais proximais; BRCAL: +
Linfonodos livres de metastases. BRCA2: +

RE: Receptor de Estrogeno; RP: Receptor de Progesterona; HER-2: Receptor do Fator de Crescimento
Epidermal Humano tipo 2; Ki-67: proteina de proliferacdo celular; BRCAL e 2: proteinas expressas pelos
genes do cancer de mama 1 e 2.
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Os biomarcadores selecionados para o estudo validados na rotina clinica (RP,
RE, HER-2 e Ki-67) e mais especificos (avaliacdo das proteinas expressas pelos genes
BRCAL e BRCAZ2) possibilitaram um melhor entendimento e correlagdo dos aspectos
clinicos, morfoldgicos e moleculares do cancer de mama bilateral tendo importancia

terapéutica, epidemiologica e preditiva.
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RESUMO

O carcinoma mucinoso de mama tem um bom prognostcio, mas quando encontrado
associado a outros tipos neoplasicos este udltimo componente pode levar ao
desenvolvimento de tumores mais agressivos. Este trabalho avaliou a expressao de
MUC1, Gal-1, Gal-3, BRCAl1 e BRCA2 em tumor de mama humana diagnosticado
como carcinoma mucinoso com componente invasivo (CDI) utilizando
imunohistoquimica. Os marcadores avaliados apresentaram expressao diferenciada nos
componentes celulares do tumor: BRCAL1 (componente mucinoso), BRCA2 (CDI),
MUC1 e Gal-3 (citoplasma e membrana apical das células do carcinoma mucinoso e
apenas na membrana apical das células de CDI) e Gal-1 (células estromais associadas
ao tumor). Os resultados possibilitaram um melhor entendimento e correlagdo dos
aspectos morfol6égicos e moleculares do carcinoma de mama mucinoso misto (com
componente invasiva — CDI) auxiliando o diagnéstico apresentado pelos biomarcadores
de rotina clinica (RP, RE, HER-2).

Palavras-chave: BRCA, MUCL, galectinas, diagnostico, cancer mamario.

INTRODUCAO

O carcinoma mucinoso (CM) de mama € um tipo histolégico raro bem
diferenciado caracterizado por grande producdo de mucina. Com pacientes de idade
média de diagnostico entre 55 e 60 anos, 0 CM representa cerca de 1% a 4% de todos 0s
canceres de mama. Esta associado a uma baixa taxa de recorréncia e ndo costuma
apresentar metastases linfonodais (BARKLEY et al., 2008). Entretanto, apenas uma
pequena porcentagem dos carcinomas mucinosos ndo apresenta outro componente
celular além da porcdo mucinosa; a maioria apresenta outros tipos de carcinoma, como
o carcinoma ductal invasivo (CDI), o qual comumente desenvolve metéstase para 0s
linfonodos axilares e cujo progndstico e reservado (BAE et al., 2011).

O uso de biomarcadores para a subtipagem molecular do cancer de mama e
consequentemente determinacdo de terapéutica e prognostico € fundamental. Alguns
destes biomarcadores, como o receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona
(RP), receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2 (HER-2) j& s&o bem
aceitos e utilizados na clinica (HARBERCK, THOMSSENB, GNANTC, 2013), mas a

busca por marcadores especificos ainda persiste.
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Neste cenério proteinas de membrana, intra e extra-celulares sdo investigadas
como potenciais biomarcadores (OSBORNE; WILSON; TRIPATHY, 2004). As
galectinas 1 e 3 (associadas a progressdo e protecdo tumoral) e a MUCL (glicoproteina
mucina 1) sdo alvos e juntamente com as proteinas brcal e brca2 (produtos dos genes
supressores tumorais BRCAL1 e BRCA2) tem suas expressdes, disponibilidades e
mudanca de localizacdo investigadas (KUFE, 2012; HITTELET et al., 2013). Este
trabalho avaliou a expressdo de MUC1, Gal-1, Gal-3, BRCA1 e BRCA2 em tumor de
mama humana diagnosticado como carcinoma mucinoso com componente invasivo

(CDI) utilizando imunohistoquimica.

RELATO DE CASO

Em 2012, uma paciente de 44 anos, na pré-menopausa, cuja menarca foi aos 12
anos, fazia uso de contraceptivos orais, com um filho e sem histérico de cancer na
familia foi ao mastologista queixando-se de inchago e vermelhiddo na mama esquerda.
Realizou mamografia e core-biopsy cujos resultados revelaram um tumor de 8,0x4,0cm
diagnosticado como carcinoma mucinoso associado a carcinoma ductal invasivo (CDI).
A imunohistoquimica foi positiva para receptor de estrogeno (RE+) e negativa para
receptor de progesterona (RP-) e receptor do fator de crescimento epidermal humano
tipo 2 (HER-2-); e o estadiamento tumoral foi T2, N2, M1. Ressonancia magnética
sugeriu acometimento linfonodal e metastase. A paciente foi submetida a quimioterapia
neoadjuvante com quatro ciclos de Antraciclina® e doze ciclos de Taxano®. Apds a
terapia neoadjuvante a paciente foi submetida a mastectomia radical da mama esquerda

e esvaziamento linfonodal axilar.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

Bidpsia de carcino mucinoso com componente ductal invasivo diagnosticado em 2013
foi adiquirido no Setor de Anatomia Patoldgica do Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira (IMIP) e as informagdes clinico-histopatoldgicas (idade, marcadores

moleculares para receptor de estrogeno, progesterona e HER-2, estadiamento T2, N2 e
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M1) foram obtidas no Servi¢co de Arquivo Meédico e Estatistica do IMIP. As bordas

livres foram utilizadas como tecido normal.

Imunohistoquimica

Os ensaios imunohistoquimicos foram realizados de acordo com o protocolo descrito
por REGO et al. (2011). Cortes histologicos (4um) foram desparafinizados em xilol e
hidratados em alcool etilico (100% e 70%). Em seguida foi feita a recuperagdo
antigénica em tampdao citrato 100mM, pH 6,0 em camara de vapor de agua (STIMER)
por 30 minutos. Apos o resfriamento, os cortes foram incubados com solucdo de
peréxido de hidrogénio (H,O,) em metanol (1:1) por 30 minutos a 25°C seguido de
incubagdo com solucdo de albumina sérica bovina (BSA em tampéo fosfato de sddio
100mM, pH 7,2 suplementado com NaCl 150mM - PBS) a 3% por 45 minutos a 25°C.
Na etapa seguinte, os tecidos foram incubados com os anticorpos monoclonais
(BRCAL, 1:150; BRCA2, 1:50; ; Ki-67, 1:50; MUC1, 1:50; Gal-1, 1:50; Gal-3, 1:150 —
SANTA CRUZ, USA) por 16h a 4°C. A localizacdo do anticorpo foi feita com o kit
biotina-estreptavidina-HRP e sua revelagdo com DAB-H,O,. Todas as lavagens
realizadas entre as etapas descritas foram realizadas com PBS. As reagdes de controle
negativo foram realizadas com omissdo do anticorpo primario. Os controles positivios
foram aqueles descritos pelo fabricante. As laminas foram analisadas em sistema digital
de imagem com microscopio Optico Nikon Eclipse 50i acoplado a cAmera digital Nikon
DS-Fil.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os achados imunohistoquimicos revelaram que os marcadores BRCAL e
BRCA2 encontraram-se expressos em componentes celulares distintos do tumor, com
BRCA1 associado ao componente mucinoso e BRCA2 limitado ao CDI. Estes dois
subtipos de carcinoma invasivo possuem diferentes padrdes de expressdo molecular e os
resultados indicam que as diferentes areas apresentam processos distintos de
malignizacéo e ainda, que podem ter surgido de maneira independente.

MUC-1 esta frequentemente presente na membrana plasmatica no polo apical de
células do epitelio normal mamario, porém o aumento de sua expressao é um fenémeno

comum observado em tumores de mama e vem sendo correlacionado com positividade
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para RE (PARK et al., 2010; DO et al., 2013). Na amostra analisada MUC-1 foi
observada no citoplasma e membrana apical das células do carcinoma mucinoso e
apenas na membrana apical das células de CDI. A positividade da expressdo de MUC1
indica a manutencdo da polaridade celular, caracterizando um tipo celular mais
diferenciado, sendo indicativo de um bom progndstico, quando o carcinoma mucinoso
ndo apresenta um componente invasivo (CDI).

Semelhante a MUC-1, Gal-3 teve sua marcagdo presente na membrana apical
das células do componente invasivo, por outro lado, a presenca de Gal-1 foi restrita as
células estromais associadas ao tumor. A presenca apical de Gal-3 tem sido relacionada
com interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular (YU et al., 2007). Contudo
MUC-1 fornece diversos sitios de ligacdo para esta glicoproteina (WEISSENBACHER
et al., 2011) o que pode explicar tal perfil. Ao passo que a presenca estromal de Gal-1
foi relatada em tumores mamarios por REGO et al. (2013). Ambas galectinas sdo
freglientemente envolvidas com a protecdo contra a morte por parte célula neoplésica e
suas expressdes podem estar relacionadas a um microambiente mais permissivo ao
desenvolvimento do tumor.

A possibilidade de utilizacdo de biomarcadores diferentes daqueles da rotina
clinica contribuiram para o estabelecimento de um perfil onde a agressividade da
progressdo tumoral foi evidenciada. Assim a imunoavaliacdo de Gal-1, Gal-3, MUC1,
BRCA1 e BRCA2 possibilitaram inferir aspectos morfoldgicos e moleculares do
carcinoma de mama mucinoso misto (com componente invasiva — CDI) auxiliando o

diagnostico apresentado pelos biomarcadores de rotina clinica (PR, ER, HER-2).
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7 CONCLUSOES GERAIS

- em tumores diagnosticados como carcinoma ductal invasivo, HIF-1a apresentou
correlacdo estatistica direta com a invasdo linfonodal (p=0,036) e BRCA2 correlagdo
inversa com o0 receptor de progesterona (p=0,02) sendo capazes de serem
correlacionados com parametros clinico-histopatolégicos da rotina diagndstica e que

seua positividade auxilia na caracterizagao do carcinoma ductal invasivo;

- em tumor de carcinoma mucinoso (sem componente invasivo - CDI) a histoquimica
com as lectinas Con A e HPA foi positiva bem como a imunohistoquimica para Gal-1 e
Gal-3. Gal-3 também foi positiva para o estroma associado as células tumorais e o
endotélio vascular. Os resultados mostraram que mesmo sendo de bom prognoéstico e
sem componente invasivo, 0 carcinoma muconoso estudado apresentou caracteristicas

glicobioldgicas de tumor agressivo;

- em carcinoma ductal invasivo de mama (CDI) bilateral a imunohistoquimica para
BRCA1 e BRCA 2 foi positiva bem como para RE, RP e HER-2. Os resultados
possibilitam a caracterizacdo dos tumores como Luminal B de progndstico reservado.
BRCAL e BRCA2 aliados aos marcadores de rotina clinica (RP, RE, HER-2 e Ki-67)
possibilitaram um melhor entendimento e correlacdo dos aspectos clinicos,
morfolégicos e moleculares do cancer de mama bilateral tendo importancia terapéutica,

epidemioldgica e preditiva;

- em carcinoma mucinoso com componente invasivo (CDI) a imunohistoquimica foi
positiva para BRCA1 no componente mucinoso, para BRCA2 nas células de CDI, para
MUC1 e Gal-3 no citoplasma e membrana apical das células do carcinoma mucinoso e
apenas na membrana apical das células de CDI, para Gal-1 nas células estromais
associadas ao tumor. Os resultados possibilitaram inferir aspectos morfoldgicos e
moleculares do carcinoma de mama mucinoso misto (com componente invasiva — CDI)
auxiliando o diagndstico apresentado pelos biomarcadores de rotina clinica (PR, ER,
HER-2).
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8 PERSPECTIVAS

Ampliando os conhecimentos e influéncia do microambiente hipdxico do cancer
de mama serdo realizados estudos para caracterizar o perfil de glicosiltransferases
(MGAT3, MGAT5, ST6GALL, ST3GAL1, ST6GALNAC1) no ambiente hipoxico do
cancer de mama in vitro e ex vivo quanto ao seu valor diagnostico e progndstico através
do silenciamento e superexpressdo dessas enzimas para identificagdo como possiveis
alvos terapéuticos e a alteracdo da localizacdo intracelular das mesmas correlacionando

com alteracGes funcionais.
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