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RESUMO 

 
VASCONCELOS, Juliana Lúcia de Albuquerque. Estudo do microRNA-30c e 
seu envolvimento na modificação da glicosilação tumoral mediada pela 
GALNT7 no Carcinoma Ductal Invasivo Mamário. Tese. Universidade Federal 
de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil. 

O câncer de mama é o tipo de tumor que mais acomete as mulheres no 
mundo. No Brasil estimam-se para 2016/2017, 57.960 novos casos de câncer 
de mama por ano. O desenvolvimento destes tumores envolve um mecanismo 
complexo e multifatorial, onde glicosiltransferases e microRNAs (miRNAs) 
desempenham papeis importantes. O objetivo deste estudo foi avaliar a 
galactosiltransferase 7 (GALNAC7) e o miRNA 30c no carcinoma ductal 
invasivo mamário (CDI). Nosso estudo demonstrou, uma baixa expressão do 
antígeno Tn nos tumores mamários, diante da baixa expressão da GalNAC7 e 
do seu carboidrato-substrato N-acetil-galactosamina (GalNAc). O estudo 
evidenciou, também, que o gene GALNT7 não apresenta influência significativa 
quanto a um prognostico reservado para CDI, diante de sua baixa expressão 
gênica e proteica, demostrando que o mecanismo de O-glicosilação na 
formação de mucinas pode ser estimulado, também, por outros genes da 
família GALNT, porém observamos que o gene GALNT7 pode ser modulado 
pelo o miRNA 30c frente ao aumento de sua expressão nos tumores 
estudados, levantando a hipótese de um novo alvo diagnóstico e terapêutico 
via modulação da expressão de genes da glicosilação. A análise dos dados 
clínicopatologicos, não demonstrou correlação significativa, com exceção da 
expressão de GalNAc e tamanho do tumor. Diante da análise do segmento 
clínico de cada paciente, na curva de sobrevida, não houve resultados 
significativos quando comparados com os subtipos moleculares, estadiamento 
clínico, idade e tamanho do tumor. Assim, nossos resultados sugerem que o 
miRNA 30c pode ser um potencial regulador da expressão do gene GALNT7 e 
que assim favorece a menor expressão da enzima GALNAC7 levando a uma 
menor inserção do carboidrato GalNAc nos glicoconjugados de superfície de 
células de carcinoma ductal invasivo. 

Palavras-chave: carcinoma ductal invasivo de mama, glicosiltransferase, 
miRNA-30c. 
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ABSTRACT 

 
 
VASCONCELOS, Juliana Lúcia de Albuquerque. Study of microRNA-30c and 
its involvement in changes of tumor glycosylation mediated by GalNAC7 in 
Breast Invasive Ductal Carcinoma.Theses.Federal University of Pernambuco, 
Recife, Pernambuco, Brazil. 

Breast cancer is the most common cancer in women in world. In Brazil, it is 
estimated 57,960 new cases of mammary cancers per year in 2016/2017. The 
development of these tumors comprises a complex and multifactorial 
mechanism where glycosyltransferase and microRNAs (miRNAs) play important 
roles. This study aimed to evaluate the galactosyltransferase 7 (GALNAC7) and 
the miRNA-30c in mammary invasive ductal carcinoma (IDC). Our results 
showed a low expression of Tn antigen in mammary tumors resulting from the 
low expression of GALNAC7 which leads to a low insertion of its saccharide-
substrate N-acetyl-galactosamine (GalNAc) in tumor cell glycoconjugates. The 
study also evidenced that the gene GALNT7 did not influenced the poor 
prognostic of IDC, since a low gene expression and, consequently, a low 
protein expression was observed. Such fact indicates that other genes of the 
GALNT family may stimulate the O-glycosylation. However, we observed that 
miRNA-30c might modulate GALNT7 expression and can be a new potential 
target for diagnosis and therapeutic via modulation of the expression of 
glycosylation genes. Among the clinocopathologic data, only GalNAc 
expression and tumor size present a correlation. Patient’s survival curve did not 
present correlation with tumor molecular subtyping, clinic staging, age and 
tumor size. Our results suggest that miRNA-30c may be a potential regulator of 
the GALNT7 gene expression and so favoring a lower expression of the 
enzyme GALNAC7 leading to a lower insertion of the saccharide GalNAc in 
glycoconjugates of cell surface in invasive ductal carcinoma. 

Key words: invasive ductal carcinoma, glycosyltransferase, miRNA-30c. 
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inglês human epidermal growth fator recptor type 2) 

INCA: Instituto Nacional do Câncer 
Ki 67: proteína nuclear Ki-67 
LDH: enzima Desidrogenase Lática (do inglês lactate desidrogenase) 

Man: Manose 
OMS: Organização Mundial da Saúde 
PSA: Antígeno Prostático Específico (do inglês prostatic specifi antigen) 

RE: Receptor de Estrógeno 

RER: Retículo EndoplasmáticoRugoso  

RP: Receptor de Progesterona 

Sialil Tn: antígenos sialil Tn  
Sia: Ácido Siálico( do inglês sialic acid)  
 
TCGA: Platoforma do Cancer Genome Atlas  

XIII 
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T ou TF: antígenos de Thomson-Friedrich 
TMS: Teoria da Mutação Somática 

Tn: antígeno Thomson-Nouvelle  

TNM: Sistema de Classificação HistopatológicaTumoral (tamanho do tumor, 

invasão linfonodal e metástase) 

VVA: Vicia Villosa Aggutinin 

microRNA: miRNA 
miRNA: microRNA 
qRT-PCR: Reação de transcriptase reversa, seguida de Reação em cadeia da 

polimerase ( do inglês Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR). 
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1 INTRODUÇÃO 

 
De acordo com dados divulgados pela Organização Mundial da Saúde o 

câncer é um problema de saúde pública mundial onde se estima que 8,2 

milhões de pessoas morrem por câncer no mundo (WHO, 2015). O tumor que 

mais acomete as mulheres em países em desenvolvimento e desenvolvidosé o 

Câncer de Mama (CM). No Brasil estimam-se para 2016 e 2017, 57.960 novos 

casos de CM por ano, com incidênciade 56,2 casos novos de câncer de mama 

para cada 100 mil mulheres (INCA, 2016). 

O câncer é o resultado de um conjunto de alterações celulares, que 

levam a uma divisão celular sem controle, podendo invadir tecidos adjacentes 

ou distantes através da circulação sanguínea e do sistema linfático (INCA, 

2016), apresentando um mecanismo de desenvolvimento bastante complexo. 

Sonnenschein e Soto (2008) descrevem a principal teoria da carcinogênese, a 

Teoria da Mutação Somática (TMS), que defende o surgimento do câncer a 

partir de uma única célula somática que sofre múltiplas mutações em seu DNA, 

descontrolando assim, o ciclo de proliferação celular. Os mesmos sugerem as 

teorias de Desorganização Tecidual e Teoria Híbrida que relacionam a TMS 

com o conceito que o câncer é também dado inicialmente pela desorganização 

tecidual (SONNENSCHEIN; SOTO, 2008). 

Entretanto, o processo da carcinogênese pode também ser examinado e 

caracterizado mais amplamente no contexto da perda de controle da 

homeostase na arquitetura tecidual, atipia celular, destruição das camadas de 

revestimento, mudanças na estrutura do estroma, angiogênese e metástase 

(CUNHA et al, 2004). Muitas destas características são também resultantes de 

mecanismos alterados de expressão de proteínas e glicoconjugados celulares 

que proporcionam alterações nas vias de sinalização, havendo mudanças no 

microambiente tumoral, que favorecem, na maioria das vezes, o 

desenvolvimento do tumor e metástase (KARAVANI, 2013; CHRISTIANSEN et 

al, 2014).  

Estes glicoconjugados apresentam uma alta variação estrutural quanto 

aos seus resíduos de carboidratos os quais são expressos diferentemente 

entre espécies, tecidos e grau de maturação celular (SCHJOLDAGER, 

CLAUSEN, 2012). A inserção e/ou retirada dos carboidratos nos 
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glicoconjugados é um evento bioquímico denominado de glicosilação. Este é 

um dos mais importantes processos biológicos pós-tradução de modificação na 

estrutura e função de lipídios e proteínas, mediado por enzimas chamadas de 

glicosiltransferases e glicosidases (CHRISTIANSEN et al, 2014). A 

apresentação de glicosilação aberrante ocorre, geralmente, precocemente no 

processo de transformação e é importante para o diagnóstico e tratamento do 

câncer (POTAPENKO et al, 2010). 

Dentro dos quatro tipos de glicosilação, dois tipos são mais comuns e 

envolvidos com o câncer. O tipo N-glicosilação, caracterizado pela ligação dos 

monossacarídeos no aminoácido asparagina da proteína e o tipo O-

glicosilação, que promove ligação do arcabouço glicídico aos resíduos dos 

aminoácidos serina/treonina da proteína, existindo diferentes tipos incluindo a 

O-glicosilação tipo mucina que pode ser iniciada por uma N-Acetil-α-D-

galactosamina (GalNAc), caracterizando os antígenos Tn (CORFIELD, 2014). 

Ambos os tipos de glicosilação estão relacionados com a estabilidade e 

dobramento das diferentes glicoproteínas formadas inicialmente no Retículo 

Endoplasmático Rugoso (RER).  

Um tipo específico de enzima que atua no processo de O-glicosilação 

para formação do antígeno Tn, são as galactosiltransferases (GALNACs), 

codificada pela família de genes GALNTs e que inserem especificamente os 

resíduos de carboidratos N-Acetil-α-D-Galactosamina (GalNAcs) (PARK et al, 

2010; SCHJOLDAGER; CLAUSEN, 2012).Para identificação daGalNAc e dos 

mais diversos tipos de monossacarídeos em tecidos normais e transformados, 

há uma família de moléculas glicoproteicas ubíquas utilizadas como ferramenta 

biológica denominadas de lectinas (FERREIRA et al, 2010). Como componente 

deste grupo de moléculas a lectina Vicia Villosa Aggutinin (VVA) é específica 

para reconhecer carboidratos do tipo N-Acetil-α-D-galactosamina (antígeno Tn) 

(KOROURIAN  et al, 2008). 

Há pequenas moléculas não codificantes de proteínas que atuam como 

reguladores da expressão gênica, denominadas de microRNAs (miRNA). Estas 

moléculas atualmente são vistas como inibidores da expressão de RNAs 

mensageiros (mRNA) ou promotores da degradação destas moléculas, 

favorecendo um erro ou não produção das proteínas/enzimas de glicosilação e 
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modificando toda biologia celular, tornando-se alvo para diagnóstico e terapia 

no câncer (KASPER et al, 2014). 

 Assim, este trabalho se propõepesquisar a expressão do miRNA 30c e 

seu envolvimento na modificação da glicosilação tumoral mediada pela 

galactosiltransferase 7 (GALNAC7) no carcinoma ductal invaviso mamário 

(CDI) e suas possíveis correlações clInicopatológicas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Compreendendo o câncer: principais características e gênese tumoral 
 

No século passado, Bishop e Weinberg (1996), já apresentavam o 

câncer como uma doença que envolve uma série de alterações genômicas 

queapresentavam uma exacerbação na produção de oncogenes e uma 

supressão na expressão de genes supressores de tumor (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). Atualmente, o câncer pode ser entendido como um 

conjunto de mais de 100 tipos de doenças das quais as células sofrem 

inicialmente alterações genéticas, dividindo-se segundo seu próprio controle, 

podendo consequentemente invadir tecidos adjacentes ou distantes através da 

circulação sanguínea e do sistema linfático (INCA, 2016).   

Essas doenças apresentam-se de maneira diferenciada diante de uma 

vasta complexibilidade molecular e de vários mecanismos adaptativos que 

dificultam a obtenção do total entendimento sobre o câncer no organismo. 

Atualmente são descritos seis características-chave que influenciamou definem 

as mudanças biológicas que acontecem durante o desenvolvimento e 

progressão tumoral. Elas foram descritas por Hanahan e Weinberg em 2000 e 

são conhecidas como os “hallmarkers of cancer” (marcos do câncer) (Figura 1).  

Além do poder de replicação descontrolada, fuga a apoptose, evasão de 

agentes supressores, produção de fatores angiogênicos e poder de invasão e 

metástase, outras quatro características foram sugeridas posteriormente por 

Hanahan e Weinberg, em 2011, tais como: a grande instabilidade genômica e 

mutação, desregulação do metabolismo energético celular, fuga da destruição 

imune e promoção de mecanismo inflamatório foram incluídas como “marcos 

do câncer”. Compreendendo que todos estes mecanismos são mediados por 

alterações da expressão de inúmeros oncogenes e supressores de tumor, que 

desencadeiam uma sequência de alterações moleculares nas células tumorais. 
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Figura 1: Marcos do Câncer (Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2000). 

 

O câncer tem seu desenvolvimento sendo investigado constantemente e 

teorias tem sido propostas. Sonnenschein e Soto (2008) sumarizaram a 

principal teoria da carcinogênese, a Teoria da Mutação Somática, que defende 

o surgimento do câncer a partir de uma única célula somática que sofre 

múltiplas mutações em seu DNA. Os mesmos sugerem uma nova teoria que 

preconiza que o câncer é um problema de organização tecidual, comparado a 

organogênese que acontece durante o desenvolvimento embrionário e que a 

proliferação é um estado defeituoso de todas as células.  

Há ainda a Teoria Híbrida que aponta alterações acima do nível nuclear, 

defendendo que este não é o único caminho para se entender a 

carcinogênese. Essa teoria relaciona a Teoria da Mutação Somática com o 

conceito que o câncer é também fruto da desorganização tecidual que leva a 

adaptações metabólicas (SONNENSCHEIN; SOTO, 2008). Porém, há 

vertentes de estudos que colocam como principal causa do câncer os 

distúrbios no metabolismo celular (BENEDETTINI; NGUYEN; LODA, 2008; 

FURUTA et al, 2010). Silva, Serakides e Cassali (2004) apontam como uma 

das causas do câncer o descontrole hormonal que promove a perda da 
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homeostasia celular, sendo indutores da carcinogênese através de alterações 

metabólicas favorecendo uma predisposição às alterações genéticas. 

Os processos anormais de modificação e multiplicação celulares estão 

diretamente ligados ao surgimento do câncer, relacionados às alterações 

genéticas, que comandam estes parâmetros.  Entretanto, o processo da 

carcinogênese pode também ser examinado e caracterizado mais amplamente 

no contexto da perda de controle da homeostasia, atipia celular, destruição das 

camadas celulares de revestimento, mudanças no estroma, angiogênese e até 

metástase, além das alterações genéticas (CUNHA et al, 2004).  

Estes mecanismos ocorrem por mudanças na expressão de proteínas e 

glicoconjugados celulares que proporcionam alterações nas vias de sinalização 

e mudanças no microambiente tumoral, muitas vezes favorecendo o 

desenvolvimento do tumor (SHIMMA et al, 2006; KOPF; ZHARHARY, 2007). 

Neste contexto os glicoconjugados apresentam uma alta variação estrutural 

quanto aos seus resíduos de carboidratos os quais são expressos 

diferentemente entre espécies, tecidos e grau de diferenciação (KARAVANI, 

2013). 

Provavelmente, a glicosilação molecular é o principal mecanismo que 

está relacionado com a modificação precoce da estrutura de glicoconjugados 

da superfície de células transformadas, apresentando alterações que motivam 

e/ou promovem a gênese e progressão tumoral (POTAPENKO et al, 2010). 

 

2.2 Biomarcadores oncológicos 
 

Em 1847, o pesquisador Sir Bence identificou uma proteína na urina de 

pacientes com Mieloma Múltiplo, denominada de proteína de Bence Jones. 

Esta descoberta foi o marco inicial para as pesquisas sobre novas moléculas 

que poderiam caracterizar estados normais e patológicos, denominadas 

posteriormente de biomarcadores e/ou marcadores biológicos (ALMEIDA et al, 

2007).  

Atualmente, biomarcadores são classificados como moléculas que tem 

como objetivo mensurar qualitativamente e quantitativamente um processo 

biológico normal, patológico ou a resposta à terapia farmacológica (MISHRA; 
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VERMA, 2010) e no câncer, onde diversos estudos são voltados para 

compreender a maquinaria biológica da célula neoplásica e desvendar 

moléculas alvo para diagnóstico precoce e tratamento (HANASH, BAIK, 

KALLIONIEMI, 2011; ANDORFER et al, 2011; KANG et al, 2012). 

Estes biomarcadores, na oncologia, são importantes para avaliar 

parâmetros tais como: indivíduos com alto risco de desenvolver o câncer 

precocemente, prognóstico tumoral, formulação de terapias alvo, além de 

possibilitar o estadiamento clínico e patológico mais preciso, localizar 

metástases e até uma detecção precoce de recidiva tumoral (PARK, 2004; 

ALMEIDA et al, 2007; ANDRE et al, 2011; HAYES et al,  2014).  

Além destas características, a busca de novas moléculas para predizer a 

probabilidade de desenvolver tumor é um grande desafio quando a patologia 

em análise é o câncer. O diagnóstico precoce anterior à detecção de uma 

massa tumoral diagnosticável clinicamente é perseguido na clínica e na 

pesquisa científica, visto que proporcionará melhor prognóstico, valor preditivo 

e consequentemente qualidade de vida (LEVENSON, 2007) (Figura 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Associação do crescimento tumoral com o tempo para diagnóstico e 
tratamento: a) biomarcador preditivo; b) biomarcador de detecção precoce; c) 
biomarcador de diagnóstico (estadiamento clínico e histológico tumoral) e d) 
biomarcador de monitoramento da doença e avaliação de tempo de sobrevida. 
(Adaptado de Levenson et al, 2007). 

 

Atualmente, há critérios para classificação dos biomarcadores tumorais 

(Figura 3), que são essenciais para acompanhamento dos indivíduos 

acometidos por tumores malignos, compreendendo que essas moléculas 

a 

b 
c 

d 
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podem ser provenientes de tecidos, sangue e outros fluidos biológicos 

(MISHRA; VERMA, 2010). 

Há diversos tipos de biomarcadores descritos e utilizados na rotina 

clínica utilizando o sangue (soro) como a enzima Desidrogenase Lática (LDH), 

Antígeno Prostático Específico (PSA), Antígeno Carcinoembrionário (CEA), 

alfafetoproteína (AFP) (DUFFY, 2006; HANASH; BAIK; KALLIONIEMI, 2011) e 

tecido tumoral proveniente de biópsias como Receptor de Estrógeno (RE), 

Receptor de Progesterona (RP), Receptor para o Fator de Crescimento 

Epidermal Humano do tipo 2 (HER-2), Vimentina e Citoqueratinas (WU et al, 

2010; GOBBI, 2012)  Também há pesquisa de expressão gênica para os genes 

BRCA1 e BRCA 2, PTEN, e genes que codificam as proteínas acima citadas 

(COYLE; JOHNSTON, 2010; MISHRA;VERMA, 2010) 

 

 
 
Figura 3. Critérios para classificação dos biomarcadores. (Adaptado de Mishra 
e Verma, 2010). 
  

Um biomarcador válido deve apresentar um custo acessível, além de 

uma boa sensibilidade e especificidade (KULASINGAM; DIAMANDIS, 2008), 
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porém ainda não há biomarcadores 100% sensíveis e específicos utilizados no 

Brasil e no mundo, deste modo, percebem-se algumas dificuldades em 

diagnóstico, estratificação tumoral e monitoramento da terapêutica aplicada 

(MISHRA; VERMA, 2010).  

 

2.3 Epidemiologia do câncer de mama e fatores de risco 
 

O câncer é um problema de saúde pública no mundo. Em 2030, estima-

se no Brasil 21,4 milhões novos casos de câncer e 13,2 milhões de mortes por 

esta doença, diante do crescimento demográfico e envelhecimento da 

população (INCA, 2016). 

O câncer de mama apresentamaior incidência mundial entre as 

mulheres (MUNGRUE, 2014). Também no Brasil os canceres mamários 

lideram em quase todo o país, estimando-se 57.960novos casos para os anos 

de 2016 e 2017 (Figura 4). Apenas na região Norte o CM não está em primeiro 

lugar, perdendo para Câncer de Colo de Útero. Pernambuco está em 2º lugar 

no Nordeste com a maior incidência de CM, apresentando 2.450 novos casos 

por 100.000 mil habitantes, perdendo apenas para Bahia com 2.560 novos 

casos por 100.000 mil habitantes (INCA, 2016). 
 

Atualmente são considerados fatores de risco para o câncer de mama 

sedentarismo, tabagismo, hábitos alimentares e herança genética 

apresentando parentes de primeiro grau com câncer de mama e de ovário. 

Estes fatores devem ser trabalhados nas políticas de saúde para inferir 

diretamente nos dados epidemiológicos desta patologia de alta taxa de 

morbimortalidade (WHO, 2015; INCA, 2016). 
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Figura 4. Taxa de incidência de câncer de mama, por região, para o ano de 
2016/ 2017 no Brasil. (Fonte: INCA, 2016). 
 

2.4 Classificação e Estadiamento histopatológico de tumores mamários 
 

Atualmente há mais de 30 tipos de tumores mamários classificados 

histopatologicamente, de acordo com painéis de classificações histopatológicas 

já estabelecidas pela a Organização Mundial da Saúde (GOBBI, 2012, INCA, 

2016).  

Vale salientar que mais de 80% dos tumores são classificados como 

carcinoma invasivo tipo não específico (tradicionalmente denominados de 

ductais) e o grupo de tumores chamado carcinoma invasivo especial 

(tradicionalmente denominados lobulares) que equivale a 8% a 15% dos casos 

de tumores mamários(INCA, 2016). 

Para classificá-los histologicamente, fragmentos dos tumores são 

adquiridos através de métodos invasivos como as biópsias e/ou cirurgias e são 

analisados diante de três eixos que compõem um sistema de classificação 

conhecida como Sistema TNM desenvolvido por Pierre Denoix (França), entre 

os anos de 1943 e 1952 (DENOIX, 1952) e que pode ser de classificação 

patológica(p) e clínica(c), avaliando a extensão anatômica e clínica da doença, 

através da análise dos pontos abaixo citados (INCA, 2016): 

1. T - Extensão do Tumor Primário (tamanho do tumor); 
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2. N - Ausência ou presença de metástase em linfonodos locorregionais; 

3. M - Ausência ou presença de metástase à distância. 

No câncer de mama, a Classificação TNM tem suas particularidades 

para o estadiamento clínico de acordo com o INCA (2016).  

Além do estadiamento que é dado pela a Classificação TNM, nos 

tumores mamários. Também há uso de outro tipo de Sistema Graduação 

Histológico conhecido como de Scarff, Bloom e Richardson (modificada por 

Elston e Ellis em 1991), que realiza um somatório dos pontos determinados na 

escala para avaliar o grau histológico de classificação, como abaixo descrito 

(DEROSSIet al, 2003): 

• 3-5 pontos: grau 1 ou bem diferenciado; 

• 6-7 pontos: grau 2 ou moderadamente diferenciado; 

• 8-9 pontos: grau 3 ou pouco diferenciado. 

 

Essa pontuação é dada diante do somatório dos valores dos 3 

parâmetros histopatológicos analisados: formação tubular, características 

nucleares e contagem mitótica (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Classificação de Scarff, Bloom e 
Richardson (modificada por Elston e Ellis em 1991). 
Escala de subdivisão dos Carcinomas Mamários 

Formação Tubular Escala  
Maioria de tumor (>75%) 1 
Grau moderado (10%-75%) 2 
Pouca ou nenhuma (<10%) 3 
Pleomorfismo Nuclear  
Núcleo pequeno, regular, uniforme 1 
Moderado aumento no tamanho e 
variabilidade 

2 

Variação marcante, nucléolo 
presente 

3 

Contagem Mitótica*  
Índice baixo (0-10/10 campos) 1 
Índice moderado (11-20/10 campos) 2 
Índice alto (>21/20 campos) 3 
 Fonte: Adaptado de Derossi et al, 2003; Elston e Ellis, 1991. 
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2.5 Classificação molecular das patologias mamárias 
  

Além da classificação histopatológica, é imprescindível, a realização da 

subtipagem molecular, que surgiu através de novas técnicas para análise 

molecular como os microarranjos de DNA complementar, realizando análise 

paralela de milhares de genes permitido correlacionar perfis de expressão 

gênica dos CM com a evolução clínica dos pacientes e com as respostas às 

terapias utilizadas (RAKHA et al, 2008).  

Foram analisados mais de 8 mil genes, assim identificando-se alguns 

genes alvo com superexpressão em tumores mamários mesmo com 

classificação histopatológica diferente. Assim, houve a classificação dos 

subtipos moleculares do CM que são atualmente utilizados na assistência 

oncológica, denominados de: luminal A, luminal B, superexpressão de HER2, 

basaloide e triplo negativo não basaloide ou mama-normal símile (Tabela 2) 

(PEROU et al, 2000). Mais recentemente, outro subtipo foi descoberto, 

denominado Claudin-Low (HERSCHKOWITZ et al, 2007). 

Os subtipos moleculares são dados através da técnica de imuno-

histoquímica, uma técnica atualmente simples queavalia a expressão de 

proteínasou glicoproteínas (produto final da transcrição e tradução gênica) tais 

como: proteína Receptor de Estrógeno (RE), proteína Receptor de 

Progesterona (RP), proteína Receptor de Crescimento Epidermal Humano 2 

(HER-2), além da citoqueratina 5 , proteína Ki-67 e proteína Receptor de 

Crescimento Epidermal tipo 1 (EGFR) (CIQUEIRA et al, 2011) (Tabela 2). 

Um novo subtipo molecular está sendo proposto, através de estudos 

sobre as proteínas de adesão como as Claudinas, Ocludinas e a E-caderina, 

denominado de Claudin-Low, porém novos estudos ainda são necessários para 

estabelecer um perfil imuno-histoquímico adequado (CIQUEIRA et al, 2011). 

No Consenso de Saint-Gallen, evento internacional, bianual e que reuni 

grandes especialistas para discutir sobre as diretrizes de diagnóstico e 

tratamento do CM mundialmente, estabeleceu em 2011 a necessidade da 

subtipagem molecular utilizando análise imuno-histoquímica de expressão 

proteica, além de outros procedimentos para realizar diagnóstico e tratamento 

do CM, porém em 2015, na mesma reunião, este tipo de classificação 
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molecular perdeu força e há o estímulo para análise genética na determinação 

dos subtipos moleculares. (GOLDHIRSCH et al, 2011). 

Estes subtipos moleculares são essenciais para diagnosticar e direcionar 

o tipo de tratamento que deverá ser aplicado em cada paciente. O tipo 

morfológico pode ser o mesmo, porém os subtipos moleculares diferentes, 

justificando os diferentes tratamentos, além de estimativas sobre o tempo livre 

da doença e prognóstico de paciente (GOBBI, 2012; PARK et al, 2012). 

 
Tabela2: Perfis imunofenotípicos para a classificação por imuno-histoquímica 
dos tumores de mama.  
 Classificação com o índice de Ki-67  

 
Subtipo molecular Padrão de Imunomarcação 

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER-2- e Ki-67 10 a 30% 
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER-2- e Ki-67 >30% ou 

RE+e/ou RP+, HER-2 (lumB-, Her2+) 
Superexpressão de HER-2 RE-, RP- e HER-2+ 
Basaloide (basal-like) RE-, RP-, HER-2-, CK5+ e/ou EGFR + 
Triplo-negativo não basaloide RE-, RP-, HER-2-, CK5- e EGFR- 
HER-2: receptor do fator de crescimento epidérmico humanotipo 2; EGFR: receptor do fator de 
crescimento epidérmicotipo 1; RE: receptor de estrogêno; RP: receptor de progesterona; CK5: 
citoqueratina 5. (Fonte: Adaptado de Ciqueira, 2011; St Galen, 2015). 
 
 
2.6 Glicosilação versus Progressão tumoral 
 
2.6.1 Aspectos gerais da glicosilação 

 

Mais de 200 modificações pós-tradução acontecem após o processo de 

tradução proteica, finalizando o processo de maturação e funcionalidade destas 

moléculas (SCHJOLDAGER; CLAUSEN, 2012) (Figura 5). Dentre estes 

inúmeros processos, a glicosilação molecular destaca-se diante da sua 

complexidade e importância bioquímica (MAEDA; NISHIMURA, 2008; 

SCHJOLDAGER; CLAUSEN, 2012). 

Essas modificações promovem várias influências moleculares, que 

participam do processo de reconhecimento de patógenos, reconhecimento 

celular, adesão celular, diferenciação e desenvolvimento embrionário, 

regulação e outros processos de comunicação celular (processos inflamatórios) 

e ainda em diversas patologias (ROSENFELD et al, 2007; MAEDA; 
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NISHIMURA , 2008; VALBUENA et al., 2010) dadas de acordo com o tipo 

celular, etapa de desenvolvimento e diferenciação celular (CAZET et al., 2010). 

A glicosilação além do papel estrutural aumenta a estabilidade proteica, 

protege as proteínas da proteólise e é importante para sua solubilidade 

molecular (ROSENFELD et al, 2007).  

In vivo as proteínas são glicosiladas pela ação de uma série de enzimas 

denominadas de glicosidases e glicosiltransferases, que tem função de retirar e 

adicionar carboidratos do arcabouço glicídico, respectivamente, resultando na 

variabilidade da estrutura de glicanos(ROSENFELD et al, 2007). 

Os carboidratos que participam da formação de glicoconjugados 

(glicoproteínas e glicolipídeos), são encontrados fazendo parte de oligo ou 

polissacarídeos que formam uma cadeia linear ou ramificada de açúcares, 

composta freqüentemente por Manose (Man), L-fucose (Fuc), galactose (Gal), 

glicose (Glc), N-Acetil-α-D-Galactosamina (GalNAc), N- Acetil-α-D-glicosamina 

(GlcNAc) e ácido siálico (Sia) (Figura 5) . Estes carboidratos são presentes nos 

glicoconjugados, porém apresentam diferentes combinações, formando 

moléculas com diferentes sequências de carboidratos e consequentemente 

funções distintas (VALBUENA et al., 2010).  
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O-ligado

Espaço extracelular

Membrana Celular

Citoplasma 
extracelular



35 
 

Figura 5. Ilustração da heterogeneidade dos carboidratos encontrados em 
glicoproteínas e glicolipídeos da superfície celular (Adaptado de Ghazarian, 
IdoniI, Oppenheimer, 2011). 
 

O tipo de ligação mais comum no processo de glicosilação celular é do 

tipo N-ligado, que apresenta ligações grandes e complexas, contendo várias 

ramificações (POTAPENKO et al, 2010). Esta ligação é dada pela ligação do 

carboidrato ao grupamento amina livre pertencente ao radical do aminoácido 

asparagina (Asn) (Figura 6). Outro tipo de ligação é a O-glicosilação, que 

promove ligação do grupamento hidroxila livre do radical dos aminoácidos 

serina (Ser) ou treonina (Thr) ao arcabouço glicídico, existindo assim diferentes 

tipos (Figura 6) incluindo a O-glicosilação tipo mucina que pode ser iniciada por 

uma GalNAc, apresentando vários núcleos O-glicídicos no tecido normal 

(Figura 7) (BROCKHAUSEN; SCHACHTER; STANLEY, 2009). Ambos os tipos 

de glicosilação estão relacionados com a estabilidade e dobramento das 

diferentes glicoproteínas (PARK et al, 2010, SCHJOLDAGER; CLAUSEN, 

2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Tipos de ligação que acontecem na glicosilação celular, demostrando 
a N-glicosilação e a O-glicosilação (Adaptado de Varkiet al, 2009). 
 

  Tipo O-ligados Tipo N-ligados 
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Geralmente, a biossíntese de todos os glicoconjugados inicia-se com a 

formação de um precursor glicídico, ligação ao complexo dolicol-pirofosfato, na 

membrana do Retículo Endoplasmático Rugoso (RER) formado por duas 

moléculas de GlcNAc e 5 moléculas de Man, que é internalizado para o lúmen 

do RER (Figura 8) dando continuidade ao processo de inserção dos resíduos 

de carboidratos, mediados por enzimas glicosiltransferases codificadas pela 

família de genes ALG (glicosilação asparagina-ligado). Ainda no RER há um 

processo de encurtamento dos glicoconjugados e encaminhamento para o 

complexo de Golgi, passando pelas diferentes cisternas que compõem a 

organela e sofrendo atuação das enzimas que atuam na glicosilação molecular, 

finalizando a glicosilação e direcionando o gliconjugado formado para suas 

funções específicas no organismo humano (Figura 9) (ROSNOBLET et al, 

2013). 

 

 
 

Figura 7. Sequência de carboidratos que constituem o início da O-glisosilação 
tipo mucina. (Adaptado de Varkiet al, 2009). 
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Porém, na O-glicosilção, o seu início é dado havendo a ligação direta, 

mediada por GALNACs, no Complexo de Golgi, dos carboidratos GalNAcs aos 

resíduos de aminoácido serina e treonina, não necessitando do complexo 

Dolicol-pirofosfato para iniciar este tipo de ligação glicídica (CHUNG et al, 

2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema exemplificando um processo de glicosilação tipo N-ligado de 
proteínas ainda no Retículo Endoplasmático Rugoso (Adaptado de Potapenko et 
al, 2010). 
 

 

 

Figura 9.  Finalização da N-glicosilação no complexo de Golgi formando 
glicoconjugados Oligomanose, Complexos e Híbridos (Adaptado de Rosnoblet 
et al, 2013). 
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2.6.2 O-Glicosilação e progressão tumoral: produção de O-
glicoconjugados tipo mucinas. 

 
Diante de alterações pós-tradução no tipo O-glicosilação relacionadas a 

algumas patologias, as glicoproteínas podem apresentar-se de forma aberrante 

com o encurtamento (glicosilação truncada) das cadeias de glicanos (JOSHI et 

al, 2014). Estas alterações são mediadas, na maioria das vezes, por 

desregulação na expressão dos genes da família GALNTs, que codificam as 

enzimas GALNACs. 

Em 1865 foi feito o primeiro relato sobre proteínas O-glicosiladas tipo 

mucinas, por E. Eichwald, um pesquisador Alemão (BROCKHAUSEN; 

SCHACHTER; STANLEY, 2009). As mucinas são glicoproteínas presentes em 

secreções mucosas e na membrana citoplasmática e estão envolvidas na 

proteção contra proteases (sistema imune), lubrificação, adesividade e 

diferenciação celular, e viscosidade das secreções (CORFIELD, 2014; CHUGH 

et al, 2015). 

Como a maior parte das mucinas são tipo O-glicosilação, as enzimas 

que atuam diretamente para a produção deste tipo de glicosilação é 

responsabilidade da família de enzimas N-Acetil-α-D-galactosiltransferases 

(GALNACs) (POTAPENKO, 2010). Mas também as mucinas podem apresentar 

O-glicosilação iniciada por O-manose, O-fucose, O-glicose e O-galactose 

(BENNETT et al, 2012).  

As estruturas O-glicosiladas truncadas iniciadas por GalNAcs são: (1) o 

antígeno Thomson-Nouvelle (antígeno Tn) apresentando a ligação GalNacα-O-

Ser/Thr, (2) antígeno de Thomson-Friedrich (antígeno T ou TF) com estrutura 

Galβ1-3GalNacα-O-Ser/Thr e (3) antígenos sialil Tn (antígeno STn) formado 

por Neu5Acα2-6GalNacα-O-Ser/Thr (KARAVANI, 2013;CHUGH et al, 2015). 

Essas moléculas, quando truncadas, estão envolvidas diretamente na 

progressão tumoral mediada pela O-glicosilação, que é dado diante de uma 

alteração que promove o encurtamento das estruturas glicídicas, não formando 

assim os núcleos alongados O-glicosilados como mostrados na figura 9.  

O mecanismo de O-glicosilação como alvo motivador de progressão 

tumoral é explicado por Varkiet al(2009), caracterizado por alterações na 

expressão das proteínas mucinas que promovem mudanças de carga 
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molecular em proteínas de adesão como caderinas e interinas, deste modo, 

desencadeia um mecanismo de repúdia entre as células. Este mecanismo 

classifica as mucinas truncadas como anti-adesinas, estimulando o 

desprendimento de células do tumor primário e contribuindo para o aumento do 

poder de metástase tumoral (Figura 10) (VARKI et al, 2009).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Mecanismo de progressão e metástase tumoral diante de alteração 
na O-glicosilação tipo mucina versos epitélio com expressão normal de 
mucinas (Adaptado de Varki et al, 2009). 
 

 

Deste modo, as O-mucinas estão sendo usadas no diagnóstico clínico 

tumoral com a análise da Glicoproteína MUC1 que está diretamente 

relacionada à progressão de tumores mamários, principalmente do tipo 

histológico lobular que apresenta o aumento de expressão destas moléculas a 

nível intracelular (PARK et al, 2010). Além disto, as O-mucinas, tem sido alvo 

de muitas vertentes de investigação, principalmente com a intenção de novas 

estratégias para prevenção e terapia contra o câncer, pois algumas células 

carcinogênicas utilizam cadeias de carboidratos para escapar do 

reconhecimento imunológico, além de migrar através da corrente sanguínea 

(JANKOVIC, 2011).   
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2.6.3 Oncodiagnóstico: uso das lectinas como ferramentas biológicas 
 

O termo lectina, refere-se a sua especificidade da reação, provém do 

latin “legere” que significa selecionado, escolhido (MAURYA et al, 2010). É uma 

família de proteínas reconhecedora de carboidratos que são classificadas 

dentro de um número de grupos específicos baseados na afinidade a 

monossacarídeos, dissacarídeos ou oligossacarídeos (ROSENFELD et al, 

2007). 

O início dos estudos com as lectinas ocorreu em 1888, quando Stillmark 

durante sua tese de doutorado observou que extratos de sementes de 

mamona, Ricinus communis, tinham a capacidade de aglutinar eritrócitos 

(MORENO, 2008). Posteriormente, foi visto que as lectinas são proteínas ou 

glicoproteínas de origem não imunológica que reconhecem estruturas de 

carboidratos livres ou conjugados, tem distribuição ubíqua na natureza 

incluindo seres vertebrados, invertebrados, bactérias e vírus, e é diante deste 

mecanismo específico que elas favorecem a aglutinação eritrocitária (Figura 

11) (WANG; LEE; SU, 2009; MAURYA et al, 2010). 

 

 
 
Figura 11. Interação das lectinas e carboidratos na superfície celular e 
oreconhecimento de patógenos (Adaptado de Sharon e Lis, 2004). 
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O interesse nas lectinas intensificou-se quando se descobriu que elas 

podem ser sondas bioquímicas para investigação de glicanos de superfície 

celular, para determinação do papel na diferenciação e crescimento celular, 

nas interações de células com seu ambiente e também numa variedade de 

processos patológicos (SHARON, 2007).  

As lectinas na oncologia estão sendo estudadas, além de moléculas 

para diagnóstico, também como alvo terapêutico, havendo aplicações em 

adenocarcinoma de cólon como molécula guia para medicamentos órgão 

específico (MAURYA et al, 2010; CHRISTIANSEN et al, 2014). Essas 

glicoproteínas têm sido usadas como sondas histoquímicas para 

caracterização de vários tipos celulares em várias etapas da diferenciação e 

maturação do câncer (LIMA et al, 2010). Também utilizadas para detectar 

alterações de glicoconjugados associados àhiperplasia e Adenocarcinoma de 

Próstata, Carcinoma de mama e Carcinomas de Pele (KOROURIAN et al, 

2008; LIMA et al, 2010, FERREIRA et al, 2013). 

 

2.6.4 Histoquímica com lectinas 
 

As lectinas podem ser empregadas amplamente no estudo de glicanos 

através de métodos bioquímicos e histoquímicos (VALBUENA et al., 2010). Em 

histoquímica, a aplicação das lectinas com diferentes especificidades pode 

fornecer um sistema de detecção sensível a mudanças na glicosilação e 

expressão de carboidratos que podem ocorrer durante a embriogênese, 

crescimento e em diversas doenças como o câncer (SOBRAL et al, 2010).  

Mudanças na identidade sacarídica de células normais e malignas tem 

sido avaliada através da histoquímica com lectinas (BELTRÃO et al., 1998, 

2001, 2003), com a possibilidade de se estabelecerem como sondas de 

diagnóstico e/ou prognóstico para cânceres de mama, estômago, cólon, 

pulmão, próstata, pele, entre outros (BELTRÃO et al., 1998, BELTRÃO et al, 

2001; MELO JUNIOR et al., 2004; SANTOS et al., 2006; MELO JUNIOR et al, 

2008; OLIVEIRA et al., 2009; RÊGO; BELTRÃO, 2009; FERREIRA, et al, 

2013). 

A histoquímica com lectinas baseia-se na ligação específica da lectina, 

geralmente conjugada com diferentes compostos, a uma estrutura glicídica 
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expressa na superfície celular. A maioria dos estudos utilizando histoquímica 

com lectinas em biópsias cirúrgicas refere-se a tumores derivados de tecidos 

epiteliais e mesenquimais, não somente pelo fato destes tumores serem de 

grande importância clínica, mas também porque a marcação com lectinas é 

particularmente satisfatória (TSAMBAOS et al, 1998; MELO JUNIOR, 2003; 

LIMA et al, 2010). 
 

2.6.5 Lectina Vicia villosa Agglutinin (VVA) 
 

A lectina Vicia villosa Agglutinin tem origem na semente da planta Vicia 

Villosa e foi descoberta em 1940, pelos pesquisadores William C. Boyd da 

Universidade de Boston e Karl O. Renkonen da Universidade de 

Helsinki(SHARON; LIS, 2004). É uma glicoproteína quaternária que apresenta 

4 domínios de ligação com íons como Ca+ e Mn+ em sua estrutura, peso 

molecular entre 102 a 144 kDa  e específica ao carboidrato GalNAc ligada a 

proteína através da ligação 1α-O- serina/treonina, caracterizando o antígeno Tn 

(KAWAGUCHI et al, 2006).  Essa lectina tem 4 isoformas VVA-B4, VVA-A2, 

VVA-A2B2, com predominância da isoforma VVA-A4, presentes na membrana 

dos eritrócitos de indivíduos do grupo sanguíneo tipo A (KAWAGUCHI et al, 

2006). 

VVA é utilizada em diversos estudos, caracterizando o perfil de 

expressão de carboidratos nos tecidos normais e transformados, averiguando-

se uma constante modificação na expressão dos carboidratos 1, 3 N-Acetil-α-

D-galactosaminaligados a resíduos deSerina (Ser)/Treonina (Thr), α  GalNac-

O-Ser/Thr (antígeno Tn ou Thomsen-Nouvelle) (ITZKOWITZ et al, 1991; 

HIRAO et al, 1993; KOROURIAN et al, 2008, KHABAZ et al, 2010;SHERWANI 

et al, 2003).  

Deste modo, essa lectina, apresenta-se como uma ferramenta para 

diagnóstico, classificação molecular através do perfil de expressão e até 

mesmo como alvo para fármacos em outros tumores malignos (GUILLOT et al, 

2004; KAWAGUCHI et al, 2006; GHAZARIAN; IDONI;OPPENHEIMER, 2011). 
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2.7 microRNAs: biogênese e mecanismo de regulação 
 

Através de estudos genômicos, no ano de 1993, houve a descoberta de 

uma molécula de RNA não-codificadora chamada de Lin4 (do inglês lineage-

deficient-4), apresentando uma pequena estrutura e que não se sabia ao certo 

qual sua função, apenas houve a associação com a regulação do 

desenvolvimento larval em Caenorhabditis elegans, uma espécie de nematódio 

(SHI& GUO, 2009; JANSON & LUND, 2012).  Com o passar do tempo, foi visto 

que era uma molécula de fita simples, composta por 19 a 25 nucleotídeos e 

que não codificava proteínas e foi denominada de  microRNA (miRNA) ( 

ZHANG et al, 2014). 

Há mais de 2.500 moléculas de miRNAs descritos, envolvidas na 

regulação da expressão gênica em um processo pós-traducção, em células 

normais e alteradas dos mamíferos, seres multicelulares e plantas 

(STROYNOWSKA-CZERWINSKA, 2014). Estas moléculas estão envolvidas 

em inúmeros processos biológicos como proliferação celular, alterações 

metabólicas, diferenciação e desenvolvimento celular, e apoptose (JANSON 

&LUND, 2012).  

Muitos aspectos dos miRNAs ainda não estão totalmente esclarecidas, 

porém sabe-se que são provenientes da transcrição de RNAm pela enzima 

RNA polimerase II a nível nuclear, gerando uma molécula primária de miRNA, 

chamada de priRNA, contendo uma calda poliA. O miRNA primário tem uma 

estrutura com inúmeros nucleotídeos e um hairpin (grampo de cabelo). Ainda 

no núcleo há a ação da enzima ribonuclease DROSHA e seu co-fator DGCR8, 

clivando a molécula e formando um pré-miRNA, com cerca de 70 

nucleotídeos.O processo final de formação do miRNA é dado no citoplasma e a 

molécula é transportada através de transporte ativo pela proteína localizada na 

membrana nuclear Exportina-5 (Exp 5) (JANSSON & LUND, 2012). 

A molécula é novamente processada no citoplasma por outra 

ribonuclease conhecida como DICER e há formação de uma molécula de fita 

dupla com o miRNA maduro e sua fita complementar. O miRNA maduro pode 

ligar-se por complementariedade na região 3’ UTRs do RNAm, modulando 

assim sua expressão através da degradação ou inibição de transcrição proteica 

(HAYES, PERIZZI, LAWLERET, 2014).  
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Os miRNAS são evidenciados como como moléculas envolvidas 

diretamente na regulação dos marcos do câncer evidenciados por Hanahan e 

Weinberg em 2011.  O aumento da expressão de miRNAs pode servir como 

oncogene, favorecendo a supressão de expressão de genes supressores de 

tumor, amplificação gênica, desregulação de fator de transcrição ou  

demetilação das ilhas CpGs das regiões promotoras dos genes. Além destas 

alterações, os miRNAs podem atuar na regulação da proliferação de células 

neoplásicas, na apoptose de células tumorais, no poder de replicação sem 

limites, na angiogênese, na resposta imune, no poder de invasão e metástase, 

na instabilidade genômica e no metabolismo das células malignas (RUAN, 

FANG, OUYANG, 2009; HAYES, PERIZZI, LAWLERET, 2014 ) (Figura  12).  

Porém, compreende-se que o poder de regulação da expressão dos 

microRNAs varia de acordo com o tipo de tumor e gene específico (ESQUELA-

KERSCHER & SLACK, 2006;JANSON & LUND, 2012). 

 

 

 

Figura 12. Envolvimento dos miRNAs na regulação dos hallmarks do câncer 
(Adaptado de Ruan, Fang, Ouyang, 2009) 
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Estas pequenas moléculas são apontadas como biomarcadores 

promissores teciduais e em fluídos corpóreos para diagnóstico e prognóstico de 

tumores, avaliação de remissão e recidiva tumoral e metástase. Na perspectiva 

de serem analisadas no sangue ou urina de pacientes, usadas na rotina clínica 

e como alvo terapêutico com nonopartículas e exossomos (HAYES et al, 2014; 

SCHWARZENBACHet al, 2014). 

 

2.8 GALNT7 versus miRNA 30c: uma análise preditiva 

Ccompreende-se a existência de 20 genes da família das GALNTs, 

genes que codificam galactosiltransferases e que atuam diretamente na 

glicosilação celular. Estes são localizados em diferentes locus cromossômicos, 

exceto os genes GALNT7 e GALNT17 que participam do mesmo cluster, 

separados apenas por 100kb e os genes GALNT11 e GALNT 20 separados por 

apenas 8,5kb. Eles são agrupados em subclassificações de acordo com sua 

evolução e estrutura molecular. E subdivididos como mais ubíquos (GALNT1, 

GALNT2 e GALNT7), mais seletivos (GALNT3, GALNT4, GALNT6, GALNT11, 

GALNT12, GALNT14, GALNT16 e GALNT18) e os com padrão de expressão 

mais restrito (GALNT5, GALNT8, GALNT9, GALNT10, GALNT13, GALNT15, 

GALNT17, GALNT19) (BENNETT et al, 2012). 

Estes genes estão associados com expressão aberrante e estágios do 

desenvolvimento de tumores (SCHJOLDAGER, CLAUSEN, 2012), porém o 

gene GALNT7 especificamente chama a atenção de pesquisas e é evidenciado 

como molécula diretamente envolvida no processo de O-glicosilação truncada 

em tumores, promovendo a produção de glicoproteínas tipo O-mucinas 

alteradas e imunossupressão diante da sua regulação mediada por miRNAS 

em tumores e linhagens celulares (KAHAI et al, 2009; PENG et al, 2012). Este 

gene já é visto como alvo do miRNA 30b/d no melanoma e do miRNA 378 na 

diferenciação dos osteoblastos (KAHAI et al, 2009).  

A família de miRNAs 30 tem 6 componentes denominados 30a/b/c/d/e/f. 

Os miRNAs componentes desta família são relacionados com diversos 

mecanismos biológicos e patológicos como a superexpressão do miRNA 30b 

em Câncer Oral de células escamosas (SHAO et al, 2012),  miRNAs 
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30a/b/c/d/e nos diferentes tipos moleculares do câncer de mama (IORIO et al, 

2013; GYPARAKI, BASDRA, PAPAVASSILIOU, 2014; SERPICO, MOLINO, DI 

COSIMO, 2014; SHUKLA et al, 2015), miRNA 30c na diferenciação das células 

neurais de ratos, miRNA 30b/c na resistência a terapia alvo com gefitinibe em 

tumores de pulmão (MACDONAGH  et al, 2015), miRNA 30c como regulação 

da expressão de genes de hipóxia (XING, 2015), miRNA 30c como regulador 

de genes da apoptose e supressão tumoral alterando expressão da proteína 

p53 (RUAN, FANG, OUYANG, 2009; JANSSON e LUNG, 2012) e miRNA 30c 

como potencial regulador de tumores de próstata (LING et al, 2014).  

Porém não há na literatura estudos que abordem a regulação do gene 

GALNT7 pelo o miRNA 30c em tumores CDI mamários, mas há plataformas 

online para predição dessa possível correlação molecular de regulação gênica. 

Através de análise da platoforma GENE do NCBI o miRNA 30c 

apresenta sequencias codificadoras nos cromossomos 1p34.2 e 6q13. Ao 

analisarmos especificamente a correlação do gene GALNT7 como possível 

alvo de miRNAS, é visto que a família dos miRNAS 30a/b/c/d/e/f estão 

localizados em sítio com alta probabilidade de regulação gênica, através da 

plataforma TargetScanHuman, versão 5.2: junho de 2011.Na análise in silico 

de expressão do gene GALNT7 em tumores mamários através da platoforma 

do Cancer Genome Atlas (TCGA) é visto uma baixa expressão deste gene, 

apresentando apenas 4% de superexpressão de 960 amostras de tecidos 

congelados (TCGA, 2015). 

Estes dados favorecem novas hipóteses sobre a regulação da O-

glicosilação em mucinas através da expressão do gene GALNT7 mediada pela 

expressão do miRNA 30c e no estudo de Andrade e colaboradores (2015) 

encontraram uma superexpressão do gene GALNT7  no carcinoma lobular 

mamário. Assim, diante da ausência de dados relacionando GALNT7 e miRNA 

30c em Carcinoma mamário Invasivo de tipo não especial impulsionou o 

desenvolvimento desta tese.  
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3OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo Geral 

 
Avaliar a expressão do microRNA-30c e do gene GALNT7 em biópsias do 

tumor diagnosticados como carcinoma ductal invasivo (CDI). 

 

3.2 Objetivos Específicos 
- Avaliar a expressão do carboidrato N-Acetil-α-D-galactosamina(GalNAc) 

através da histoquímica com lectinas utilizando a lectina Vicia Villosa 

Agglutinin (VVA). 

- Avaliar a expressão da enzima galactosiltransferase 7 (GALNAC7) em 

tumores malignos mamários, utilizando imuno-histoquímica com anti-

GALNT7. 

- Avaliar a expressão do gene GALNT7 e do miRNA30catravés de qRT-

PCR; 

- Subtipar os casos incluídos na pesquisa utilizando os biomarcadores 

utilizados na rotina diagnóstica: Receptor de Estrógeno (RE), Receptor 

de Progesterona (RP), receptor do fator de crescimento epidermal tipo 2 

(HER-2) e o antígeno de proliferação celular Ki-67; 

- Correlacionar os resultados de expressão fenotípica e genotípica com os 

subtipos moleculares encontrados; 

- Correlacionar os resultados de expressão genotípica e fenotípica com os 

dados clínico-histopatológicos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Casuistica 
Foram analisadas 68biópsias em parafina(56 amostras de carcinoma 

ductal invasivo de mama, CDI, e 12 amostras de mama normal obtidas de 

mastoplastia) oriundas do setor de Anatomia Patológica do Hospital das 

Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Também foram 

utilizadas 183 amostras congeladas de CDI mamário e 10 amostras de tecido 

mamário livre de doença; 95 amostras em parafina de CDI (sendo 41 não 

pareadas com as amostras do Biobank analisadas), além de 5amostras de 

tecido mamário livres de tumor, provenientes do Hospital AC Camargo Cancer 

Center (SP).  

 Hospital das Clínicas de Pernambuco 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Centro de 

Ciências da Saúde da UFPE (nº 06586612.9.0000.5208 parecer 305.232) e 

pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital AC Camargo Cancer Center 

(parecer 522.612). Os dados clínico-histopatológicos foram captados dos 

prontuários arquivados no Serviço de Arquivamento Médico e Estatística 

(SAME) do Hospital das Clínicas da UFPE e da Enfermeira Oncológica do 

Setor de Mastologia e na plataforma interna do Hospital denominada H2TCdo 

56 biópsias embebidas em 
parafina de CDI mamário

12 biópsias embebidas em 
parafina de tecido livre de 
doença

183 biópsias congeladas de CDI 
mamário

10 biópsias congeladas de tecido 
livre de doença

95 biópsias embebidas em 
parafina de CDI mamário

5 biópsias embebidas de tecido 
normal

Hospital AC Camargo Cancer Center/SP

278 CDI e 15 amostras normais
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Hospital AC Camargo Cancer Center (SP). Foram listadas as seguintes 

informações:idade,diagnostico histopatológico, estadiamento clínico e 

patológico, grau nuclear, tamanho do tumor (T), presença de invasão linfonodal 

(N), presença de metástase a distância (M), expressão de Receptor de 

Estrógeno (RE), de Receptor de Progesterona (RP), do antígeno de 

proliferação celular Ki-67 e de receptor do fator de crescimento epidermal 

humano tipo 2 (HER-2), histórico familiar e último segmento terapêutico do 

paciente.Como critérios de inclusão foram selecionadas apenas amostras com 

diagnóstico confirmado de CDI. Amostras normais (livres de tumor) foram 

oriundas de mastoplastias e livres de metaplasias e/ou qualquer outra alteração 

morfológica, diante da possibilidade de alterações moleculares precoces na 

célula com alteração benigna. Os critérios de exclusão adotados foram 

amostras com diagnóstico histopatológico duvidoso ou com outro tipo de tumor 

diferente de CDI, dados clinico-patológicos incompletos, amostras normais com 

metaplasia ou outras alterações benignas.  

 

4.2Tissue Microarray (TMA) 
Foi construído um Tissue Microarray (TMA) com 41 amostras de biópsias 

mamárias embebidas em parafina diagnósticadas com CDI e 5 amostras de 

tecido livres de neoplasia, provenientes do Hospital AC Camargo Cancer 

Center, de acordo com a técnica descrita por Kononen et al. (1998). 

 
4.3Histoquímica com Lectinas 

A metodologia empregada foi desenvolvida segundo Beltrão et al. 

(2003). Cortes histológicos (4µm) foram desparafinizados em xilol e hidratados 

em álcool etílico (100% e 70%). Em seguida foram tratados com uma solução 

de tripsina 0,1% (p/v) a 37°C por 2 minutos e incubados com a lectina 

conjugada a biotina Vicia Villosa Agglutinin (VVA - 20 µg/mL - Vector, USA)por 

2 horas a 4°C. Posteriormente se incubou com solução de estreptovidina 

(1:100)por 45 minutos a 25°C. A revelação foi realizada com uma solução de 

diaminobenzidina (DAB) e peróxido de hidrogênio (H2O2). Os cortes foram 

contracorados com hematoxilina. Todas as lavagens, entre as etapas descritas, 

foram realizadas com tampão fosfato de sódio 100mM, pH 7,2 (PBS) 

suplementado com NaCl 150mM. O controle da marcação foi realizado com 
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lectinas inibidas por N-Acetil-α-D-Galactosamina (300mM) e com tecidos sem 

aplicação de lectina, como controle negativo. 

 

4.4Imuno-histoquímica 
A metodologia utilizada foi segundoVasconcelos, 2013.Cortes histológicos 

(4µm) foram desparafinizados em xilol e hidratados em álcool etílico (100% e 

70%). Em seguida foi feita a recuperação antigênica em tampão citrato a 10mM 

em câmara de vapor d´água (STIMER) por 30 minutos. Após o resfriamento, os 

cortes foram incubados com solução 0,3% de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

em metanol por 30 minutos a 25ºC seguido de incubação com tampão PBS-

BSA 1% por 1 h a 25ºC. Posteriormente foi realizada a incubação dos tecidos 

com o anticorpo policlonal anti-GALNAC7 (1:500 – Sigma, USA),anti-

progesterona (1:50 Santa Cruz, USA), anti-estrógeno (1:50 Santa Cruz, USA), 

anti-HER-2 (1;150,DAKO, USA) e anti Ki-67 (1:50 Santa Cruz, USA) ,incubados 

por 16 horas à 4°C, seguindo de incubação com o anticorpo secundário 

(ADVANCE TM HRP LINK - DAKO) e terciário (ADVANCE TM HRP ENZIME - 

DAKO) por 45 minutos cada à 25ºC. A revelação foi feita com DAB 

(diaminobenzidina)-H2O2 e realizada a contracoloração com hematoxilina. 

Todas as lavagens, entre as etapas descritas, foram realizadas com tampão 

fosfato de sódio 100mM, pH 7,2 (PBS) suplementado com NaCl 150mM. O 

controle de marcaçãofoi realizado omitindo-se o anticorpo primário e utilizando 

amostras de carcinoma cervical como controle positivo de marcação, seguindo 

as recomendações do fabricante do anticorpo. 

 
4.5 Análise digital de imagem 

As análises quantitativas e captação de imagens foram realizadas 

utilziando o equipamento AperioScanScope versão V10.0.36.1808 do Hospital 

AC Camargo Cancer Center. Utilizando como parâmetros de análise logaritmo 

com base em contagem positiva de pixel, considerando marcação forte de 0 a 

110 pixels de intensidade de marcação, moderada entre 100 a 175 pixels e 

fraca entre 175 a 220 pixels. Também para aquisição de imagens foi utlizando 

um sistema de vídeo-câmera acoplado a um microscópio óptico.  
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4.6 Extração de RNA e análise de expressão gênica 
 

Os mRNAs e miRNAs foram extraídos com o kit miRNeasy Mini (Qiagen) 

de acordo com o fabricante. Os RNAs foram quantificados no 

espectrofotômetro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop) e tratados com 2U de 

Ambion® DNase (Life Technologies) para um volume de 50μL, segundo as 

instruções do fabricante. Hipoxantina-guanina fosforribosil transferase, HPRT 

(5’-GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA-3’ e 3’-TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-5’)  foi 

usado como controle endógeno para a normalização dos mRNAs enquanto 

RNU6B, um small-nucleolar RNA (sequência não revelada pela empresa) foi 

usado como controle endógeno para a normalização do miRNA.Para a 

determinação dos valores de expressão relativa dos mRNAs/miRNAs de 

interesse, foram feitos os seguintes cálculos de DetlaCt:  

 

ΔCt = Ct gene alvo– Ct gene normalizador (para miRNA: RNU6B; para mRNA: HPRT) 

ΔΔCt = ∆Ct amostra – ∆Ct controle 

Expressão relativa = 2-∆∆Ct 

 

Aos controles foram designados no valor 1 para o cálculo da expressão 

relativa das amostras. Assim, a expressão relativa da amostra foi obtida a partir 

da comparação dos níveis de expressão de cada um deles em relação 

aocontrole normal. 

 

4.7 qRT-PCR para GALNT7 
Para a transcrição reversa (RT), foram utilizados os e Superscript III First 

Strand (Life Technologies, USA) para miRNAs utilizando 500 ng de RNA total 

como molde. As amplificações em qRT-PCR foram feitas utilizando primers 

para amplificação dos transcritos dos genes GALNT7  (5’-

GAGGCTTTGTTGAACTAGGA-3’ e 3’-ACTTTCCTGAAGGAATATGAGT-5’)e 

uso do kit Kapa SYBR® FAST qPCR Master Mix (Kapa Biosystems, USA), 

utilizando como controle endógeno o gene HPRT. Para análise dos resultados 

foram utilizados os cálculos de DeltaCt apresentados acima. 

 

4.8qRT-PCR para miRNA 30c 
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Foram utilizados para transcrição reversa os kitsmiScript Reverse 

Transcription (Qiagen, USA) para miRNAs utilizando 500 ng de RNA total. As 

expressões dos miRNAs foram avaliadas por qRT-PCR utilizando o kit miScript 

SYBR Green PCR (Qiagen, USA), que já contém os iniciadores para o 

miRNA30c (sequências não divulgadas pela empresa fabricante), segundo as 

instruções do kit e normalizadas utilizando como controle endógeno para 

miRNA o gene RNU6B, um small nuclear RNA (snRNA). Para análise dos 

resultados foram utilizados os cálculos de DeltaCt apresentados acima. 

 

 

4.9 Análise in sílico 
Foi realizada utilizando a plataforma Cancer Genome Atlas (TCGA) para 

avaliar a expressão do gene GALNT7 em tumores mamários. A possível 

correlação entre a regulação da expressão do gene GALNT7 por miRNA-30c 

foi realizada na plataforma TargetScanHuman, versão 5.2. 

4.10 Análise estatística 
Os dados foram analisados através do programa GraphPad Prism 

versão 6.0 (GraphPad Software, USA).As análises foram realizadas com nível 

de significância p<0,05 com intervalo de confiança de 95%. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Diante da análise de expressão deGalNAcutilizando a histoquímica com 

a lectina VVA, utilizando 56 casos de tecidos embebidos em parafina, 

provenientes do Hospital das Clínicas de Pernambuco (HC), de CDI mamários, 

obtivemos o seguinte resultado: 21 casos (37,5%) com marcação moderada e 

35 casos (62,5%) com marcação fraca, todos com heterogeneidade de 

marcação citoplasmática. Ao passo que os 95 casos de CDI mamário oriundos 

do Hospital AC Camargo Cancer Center, apresentaram 6 (14,48%) casos com 

marcação moderada e 89 (89,65%) casos com marcação fraca (Figura 13). 

Entre os 17 casos de tecido livres de tumor (ambos os hospitais), 100% 

apresentaram marcação moderada. A inibição da VVA com carboidrato 

específico aboliu as marcações observadas nos tecidos avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Histoquímica com VVA. A/A1: CDI de grau histológico II 
apresentou marcação citoplasmática difusamoderada (aumentos 10X e 40X, 
respectivamente); B/B1: tecido normal apresentou marcação 
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apicalmoderada(aumentos 10X e 40X, respectivamente); C/C1: inibição da 
VVA com GalNAcem CDI (aumentos de 10X e 40X, respectivamente). 

 

A expressão de GALNT7, avaliada usando imunohistoquímica, nas 95 

amostras de tecidos do Hospital AC Camargo Cancer Center, apresentou 16 

casos com marcação moderada (16,84%) e 79 (83,16%) amostras com 

marcação fraca. Os cinco casos livres de tumor apresentaram marcação fraca 

em três casos e marcação moderada em dois casos (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Imuno-histoquímica para GALNT7. A: CDI de grau histológico II 
apresentando marcação citoplasmática fraca (aumento 20X); B: CDI de grau 
histológico II apresentando marcação citoplasmática moderada (aumento 
20X);C: tecido normal apresentando marcação fraca (aumento 20X);D: controle 
de marcação (ausência de anticorpo) de CDI grau histológico II (aumento 20X). 
 
 

Acorrelação entre a expressão do carboidrato GalNAc e da proteína 

GALNAC 7 e os dados clínicopatológicos não foram significativas(Tabela 

3).Exceto a correlação entre o tamanho do tumor e o carboidrato GalNAc 

(p=0,036). 

 

 

50µm

A

50µm

50 µm 50 µm

B

C D
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Tabela 3: Correlação entre dados clinico-histopatológicos versus expressão de GalNAc e GALNT7. 
 

CDI 
(n=151) 

Histoquímica com 
Vicia vilosa (VVA) 

Imuno-histoquímica 
Anti-GALNT7 

Marcação 
fracaa 
n=124  
(80%) 

Marcação 
Moderadab 

n=27  
(18%) 

 
p* 

Marcação 
fracaa 
 n=81  

 (85,3%) 

Marcação 
Moderadab 

n=14 
(14,7%) 

 
p*  

 

Dados Clinicopatológicos 

Idade 
(anos) 

<40 
≥40 
NI 

25 
98 
01 

05 
21 
01 

 
0,303 

21 
75 
0 

04 
10 
0 

 
0,301 

Grau 
Histológico1 

I 
II 
III 

04 
45 
75 

01 
06 
20 

 
0,170 

04 
21 
56 

0 
07 
07 

 
0,243 

Estadiamento 
tumoral2 

I (A/B) 
II (A/B) 
III(A/B/C) 
IV 

22 
65 
31 
05 

03 
17 
07 
0 

 
 

0,075 

18 
43 
15 
05 

04 
07 
03 
0 

 
 

0,087 

Tamanho do 
tumor3 

T1 (<2 cm) 
T2 (2-5 cm) 
T3 (>5cm) 
T4** 
NI 

28 
57 
23 
11 
05 

07 
16 
02 
02 
0 

 
 

0,036 

24 
41 
07 
04 
05 

05 
08 
01 
0 
0 

 
 

0,075 

Invasão 
linfonodal4 

Sim 
Não 
NI 

62 
56 
06 

17 
05 
02 

 
0,152 

35 
40 
06 

04 
09 
01 

 
0,318 

Subtipo 
Molecular5 

Luminal A/B 
Triplo Neg 
LumB/Her2 
Superexpressão 
HER-2 

67 
24 
16 
 

17 

05 
06 
08 
 

07 

 
 

0,149 

50 
14 
10 
 

07 

12 
01 
01 
 

0 

 
 

0,102 

*Teste ANOVA,  p< 0,05 ou 95%; 
**extensão à parede torácica; 
a: marcação fraca (175 a 200 pixels); 
b: marcação moderada (100 a 175 pixels); 
1: Classificação de Scarff, Bloom e Richardson (Derrosi, 2003); 
2: de acordo com AJCC/UICC 2010 (INCA,2014). 
3-5: de acordo com INCA, 2014 e Consensu de Saint Gallen, 2015; 
NI: Não Informado. 

 

Os resultados dacorrelação entre a enzima GALNAC7e o carboidrato 

GalNAcapresentaram valores similares, ambas apresentando 95% com 

marcação fraca (175 a 200plxs) e 5% marcação moderada (100 a 175plxs), 

resultando em uma correlação não significativa estatisticamente (Gráfico 1).  
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Gráfico 1: Avaliação da correlação entre a expressão da enzima 
GALNAC7 e a presença do carboidrato GalNAcem CDI (Teste Mann 
Whitney). 
 

Assim, pesquisamos a expressão do gene GALNT7 por qPCR dos 

tumores mamários oriundos do biobank do Hospital AC Camargo. Os 

resultados de qPCR para GALNT7 (CDI, n=183 e tecidos livres de 

tumor=10)demonstraram 93,44% dos casos (171 amostras) com baixos níveis 

de expressão e apenas 6,56% (12 amostras) apresentaram maior nível de 

expressão gênica. Os 10 casos livres de tumor, apresentaram um aumento de 

expressão do gene GALNT7 em todos os casos.  

Quando subdivididas de acordo com os subtipos moleculares (117 casos 

classificados como Luminal A/B;34 triplo negativo, 23 LuminalB/HER-2+ e 8 

Superexpressão de HER-2), aassociação estatística entre os subtipos 

moleculares e os casos considerados livres de doença (controle normal), 

apresentou p=<0,0001 na variação de expressão do gene GALNT7(Gráfico 2). 
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Gráfico 2: Avaliação da expressão do gene GALNT7 entre os 
subtipos moleculares de CDI e tecidos livres de tumor (controle 
normal) (Teste Kruskal-Wallis). 

 
 

A análise apenas entre os subtipos moleculares (intra-CDI) apresentou 

resultado significativo (p=0,0002) quanto àexpressão do gene GALNT7 

demostrando a diferença de expressão entre os subtipos moleculares (Gráfico 

3). 

Os casos Luminal A/B, luminal B/HER-2, triplo negativo e superexpressão de 

HER-2, quando comparados separadamente com o controle normal (tecidos 

livres de tumor) apresentaram p=0,0001, p=0,003, p=<0,0001 e p=0,009, 

respectivamente. 
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Gráfico 3: Avaliação da correlação da expressão do gene GALNT7 
e os subtipos moleculares de CDI (Teste Kruskal-Wallis). 

 
 

Na avaliação dos dados clínicopatológicos das 11 amostras de CDI que 

apresentaram aumento de expressão do gene GALNT7 (Tabela 4) não 

observamos um estadiamento diferenciado indicando um prognóstico 

reservado e um último segmento clínico com óbito dos pacientes. Foi visto que 

10 dos 11 casos são do subtipo molecular Luminal A com estadiamento clínico 

entre II e os pacientes não apresentam metástase à distância e 66,66% dos 

pacientes estão vivos sem doença. Já 83,33% dos pacientes com aumento da 

expressão gênica apresentam estadiamento clínico II, porém apresentando 

variações em relação ao estadiamento TNM e grau histológico com suas 

variações de classificação. Pacientes que apresentaram histórico familiar de 

tumores malignos, 27,2% tem casos de tumores de mama ou ovário em 

parentes de primeiro grau. 
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Tabela 4: Apresentação dos dados clínicopatologicos dos casos de CDI com aumento de 

expressão do gene GALNT7. 

 
Legenda: 1.idade (anos);2.estadiamento clínico;3.grau histológico;4.tamanho do tumor; 5.envolvimento 

linfonodal; 6.presença de metástase. 

 
 

A análise de expressão do miRNA 30c, através de qPCR nos casos que 

apresentaram os subtipos moleculares triplo negativo, Luminal B/Her2+ e 

Superexpressão de HER-2, mediante a homogeneidade de expressão do gene 

GALNT7, foi realizada em 55 amostras pareadas demonstrando associação 

significativa de diferença de expressão em todos os subtipos moleculares, 

exceto para o subtipo molecular Superexpressão de HER-2 (p=0,0650) (Gráfico 

4). 

  

 
Caso/RGH 

 

Subtipo 
Molecular 

 
I1 

 
EC2 

 
GH3 

Último 
Segmento 

clínico 

 
T4 

 
N5 

 
M6 

 
Histórico Familiar 

10388520 Luminal A 32 2B III Vivo com 
doença 

II II Neg --- 

11464940 Luminal A 32 2B III Vivo com 
doença 

III 0 Neg --- 

50029465 Luminal A 44 2 II Vivo sem 
doença 

I I Neg --- 

1043412 Luminal A 46 2 II Vivo sem 
doença 

II 0 Neg --- 

50111744 Luminal A 69 2 III Vivo com 
doença 

II 0 Neg Irmã: câncer de mama 

9230300 Luminal A 58 2 III Vivo sem 
doença 

Ib I Neg Pai: câncer de 
estômago 

9283010 Luminal A 45 2 II Vivo sem 
doença 

Ib 0 Neg --- 

6003214 Luminal A 55 2 II Vivo sem 
doença 

I 0 Neg --- 

7017707 Luminal A 54 1 II Vivo com 
doença 

I 0 Neg Mãe: câncer de bexiga 

7088030 Luminal A 44 2 I Vivo sem 
doença 

II 0 Neg --- 

7148840 Luminal A 64 2 I Vivo sem 
doença 

II 0 Neg Tia materna: câncer de 
mama;Irmão: câncer de 
rins; Irmã: câncer de 
tireoide; Pai: linfoma de 
Hodgkin 

10423150 Triplo 
negativo 

55 2 III Vivo sem 
doença 

II 0 Neg Irmã: câncer de mama 
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Gráfico 4: Avaliação entre o gene GALNT7 e o miRNA 30c nos subtipos 
moleculares de CDI. A. correlação estatística significativa dos casos livres de 
doença (p=0,0288); B.correlação estatística significativa para o subtipo 
molecular triplo negativo (p=<0,001); C. correlação estatística significativa para 
o subtipo molecular Luminal B/Her2+ (p=0,0146) e D.correlação não 
significativa para o subtipo molecular Superexpressão de HER-2 (p=0,0650). 
(Teste Mann Whitney). 
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A análise de todos os 55 amostras pareadas, apresentou correlação 

estatística significativa entre a expressão do gene GALNT7 e o miRNA 30c 

com p=<0,0001 (Gráfico 5). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 5: Avaliação da correlação entre o gene GALNT7 e miRNA 
30cem amostras de CDI mamário (Teste Mann Whitney). 

 
 

Para a análise da possível correlação da expressão do gene GALNT7, 

da enzima GALNAC7 e do carboidrato GalNAcusamos 41 casos. Dentre eles 

apenas 14 apresentam também amostras pareadas para análise de miRNA 

30c. A correlação estatística foi significativa entre os grupos analisados 

(Gráfico 6). 

Deste modo, nossos resultados demonstraram que a expressão da 

enzima GALNAC7 e a presença do carboidrato GalNAc apresentam 95,1 % de 

fraca e a expressão gênica com valores próximos a zero, demonstrando baixa 

expressão. Apenas 4,9% apresentaram expressão moderada fenotípica, porém 

quase 100% dos casos apresentaram baixa expressão gênica, exceto 1 caso 

que apresentou expressão gênica de acima de 1 (1,19) e expressão fenotípica 

da proteína e carboidrato moderada. 
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Gráfico 6 Avaliação da correlação entre os quatro tipos de moléculas 
analisadas em amostras de CDI pareadas (Teste Kruskal-Wallis). 
 
 

A análise do último segmento clínico, averiguamos a morte de 7 

pacientes após o diagnóstico da doença. Ao analisar a sobrevida destes 

pacientes de acordo com a idade, subtipos moleculares, estadiamento clínico e 

tamanho do tumor, obtemos as curvas de sobrevida apresentadas no Gráfico 7. 
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Gráfico 7. Curvas de sobrevidade pacientes diagnosticados com CDI (n=183) com os 
subtipos moleculares (A), estadiamento clínico (B), Idade (C) e tamanho do tumor (D) 
apresentando resultados não significativos em todos os casos (Teste Kaplan Meier). 

 
  

A glicosilação em moléculas de superfície celular é importante para a o 

desempenho de funções como adesão, motilidade, sinalização e eventos 

bioquímicos intracelulares (SHARON e LIS, 2007).O aumento ou diminuição da 

expressão dos carboidratos em tumores são mediados por alterações na 

expressão de glicosiltransferases e glicosidades no processo pós-tradução e 

maturação proteica (KAVARANI, 2013). Ao estudarmos a presença do 

carboidrato GalNAc em células neoplásicas de CDI mamário, foi visto que mais 

de 80% dos casos apresentaram baixa expressão deste carboidrato.  Os 

carboidratos GalNAcs participam da formação de estruturas glicídicas, 

demostrando-se uma molécula primordial para o inicio da O-glicosilação tipo-

mucina, formando antígenos Tn, além dos antígenos sialil-Tn  e T (Thomson-

Friendrich).Os antígenos Tn apresentam um tipo de O-glicosilação truncada 

que é observada como característica de alterações em células 

neoplásicas(KARAVANI, 2013). 
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Apenas cinco estudos publicados entre os anos 1998 e 2008, relacionam 

a expressão do carboidrato GalNAc e formação do antígeno Tn em tumores 

mamários e/ou em linhagem de células malignas de câncer de mama utilizando 

como ferramenta a lectina VVA em diferentes métodos de análise (KONSKAet 

al, 1998;  KONSKA et al, 2002; KONSKA et al, 2006; KAWAGUCHI et al, 2006; 

KOROURIAN et al.2008). 

Nossos resultados discordam com o estudo de Konska  et al (2006) que 

utilizou a lectina VVA-B4 em tumores de mama invasivos (ductais e lobulares), 

hiperplasia, fibroadenoma e outras patologias mamárias totalizando sete 

alterações celulares. Na maioria dos casos a marcação foi de moderada a forte 

observadas usando um método de análise qualitativo baseado em escala de 

intensidade (+ até ++++). Ao passo que o método utilizado em nosso estudo foi 

quantitativo utilizando uma escala de medida de pixels por campo celular 

avaliado.  

Em outro estudo, utilizando 322 casos de carcinoma ductal in situ (CDIS) 

houve uma maior porcentagem de casos positivos, considerando um caso 

positivo na presença de > 5% de células marcadas após análise de 500 células 

neoplásicas. Diante disto, se nossos resultados fossem analisados com o 

mesmo método nossos resultados seriam semelhantes, porém com perda de 

especificidade quantitativa (KAWAGUCHI et al, 2006) 

Resultados de KOROURIAN et al. (2008), utilizando VVA como 

ferramenta de análise, em 60 casos de CDIS observou o aumento de marcação 

nos tumores quando comparados com os tecidos normais. Avaliando nossos 

resultados e comparando-os com o estudo de Korourian et al.(2008), utilizando 

métodos de avaliação diferentes, houve um maior número de casos com 

marcação moderada nos tumores (50% dos casos), enquanto que em nossos 

estudos obtivemos apenas 18% de marcação moderada, porém a análise 

histoquímica apresentou o mesmo tipo de marcação celular do tipo 

citoplasmática heterogênea. 

A marcação celular apresentada em nosso estudo foi similar com os 

resultados comparados acima. Este resultado é esperado ao compreendermos 

que o processo de glicosilação inicia-se no Complexo de Golgi e que 

posteriormente, a glicoproteína madura e funcionalé encaminhada por 

vesículas para o citoplasma, membrana celular ou meio extracelular, de acordo 
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com sua função molecular específica. Porém, este processo bioquímico sofre 

alguns mecanismos de controle celular que pode justificar nossos resultados. 

 Existem fatores que determinam o controle de expressão das 

glicosiltransferases O-GALNACtipo-mucinas. Dentre eles a sobreposição de 

enzimas nas vesículas Cis e Mediado Complexo de Golgi das células de 

câncer de mama. Por exemplo, a enzima 2-β1-6-N- 

acetilglucosaminiltransferase compete com a α2-3-sialiltransferase, assim a 

atividade relativa destas duas enzimas determinante para o tipo de O-glicano 

sintetizado e sua propriedade antigênica de superfície celular (VARKI, 2009). 

Neste cenário de sialilação, a expressão do antígeno Tn tecidual é visto 

como um cofator relacionado a um prognóstico reservado em vários 

carcinomas de mama, bexiga, próstata, fígado, ovário, estômago e cólon, 

envolvendo a expressão modificada e/ou truncada das proteínas mucinas, 

principalmente mucina 1, MUC 1 (HAUSELMANN, BORSIG, 2014). As mucinas 

são glicoproteínas relacionadas à proteção, lubrificação e resistência a 

alterações de pH na célula normal (OSINAGA, 2007). A O-glicosilação truncada 

apresenta-se como uma das principais alterações pós-tradução no câncer, 

devido a alteração na expressão das glicosiltransferases da família GALNACs, 

responsáveis por inserir os carboidratos GalNAcs aos gliconjugados e 

favorecer a formação do antígeno Thomsen-Nouvelle (Tn) (WU et al, 2010; 

BENNETT et al, 2012; HAUSELMANN, BORSIG, 2014). 

Diante disto, no nosso estudo, realizamos a avaliação da enzima 

GALNAC7, que faz parte da vasta família das glicosiltransferases que inserem 

especificamente o carboidrato GalNAc nos glicoconjugados.Nossos resultados 

mostraram que o reconhecimento de GalNAc pela VVA e a expressão de 

GALNAC7 foram compatíveis quando observamos uma baixa expressão de 

GALNAC7 e o reconhecimento de GalNAc nas células de CDI.  

Estes resultados fortalecem a hipótese da correlação direta entre a 

inserção/utilização deGalNAc na estrutura glicídica em glicoconjugados 

celulares e a expressão da proteína GALNAC7. Apenas dois estudos que 

avaliaram a expressão de GALNAC7 em tumores cervicais e hepatocarcinoma, 

demonstraram um aumento de sua expressão, quando comparados com os 

respectivos tecidos normais (PENG et al, 2012; SHAN et al, 2013), sendo 
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importante destacar que nenhum dos dois avaliaram tecidos mamários nem 

avaliaram os resultados de forma quantitativa como em nosso estudo. 

KAHAI et al. (2009) verificaram usando proteômica uma diminuição de 

expressão do gene GALNT7 em cultura celular de osteoblastos. Também no 

estudo de SOVRAN et al. (2011)a avaliação da expressão do gene GALNT7 

em melanoma apresentou uma baixa expressão gênica. 

Atualmente se conhecem 20 genes da família das GALNTs, que 

codificam galactosiltransferaseslocalizados em diferentes locus cromossômicos 

(BENNETT et al, 2012). Compreendendo esta família de genes GALNTs e o 

compartilhamento da mesma função de inserir carboidrato GalNAc, porém um 

diferenças de tipos de ligação bioquímica no arcabouço proteico (VARKI, 2009; 

POTAPENKO, 2010), nossos resultados se apresentam de forma coesa e 

inédita, demostrando que a baixa expressão do antígeno Tn nos CDI 

mamários, pode ser mediada pela baixa expressão da proteína GALNAC7. 

Compreendendo que nosso estudo é pioneiro nesta análise, avaliamos 

além da expressão molecular desta enzima em tecidos mamários transformado 

(CDI) e normal, a possibilidade de correlação com dados clínicopatológicos. 

Nosso estudo buscou verificar se a expressão do antígeno Tn e de GALNAC7 

estava correlacionada com os seguintes dados clínicopatológicos (idade, grau 

histológico, estadiamento tumoral, tamanho do tumor, invasão linfonodal e 

subtipo molecular), contudo não se observou correlação estatística, exceto na 

correlação entre tamanho de tumor e expressão do carboidrato GalNAc. Estudo 

recente, aponta a glicosiltransferase GALNAC 4 e o seu respectivo gene 

GALNT4 estão relacionados com o fator de transcrição FOX2, demonstrando o 

envolvimento da O-glicosilação em células de tumores mamários estrógeno 

positivo (NIANG et al, 2016). Também, investigando a expressão de outros 

tipos de glicosiltransferases como a FUT3, responsável pela fucosilação celular 

NASCIMENTO, 2015 observou uma correlação significativa com o potencial de 

malignidade em pacientes que apresentavam aumento de expressão desta 

enzima, assim relacionada com o pior prognóstico de tumores mamários. 

Analises de expressão gênica de glicosiltransferases evidenciam que 

diversos fatores influenciam o processo de glicosilação nas células 

influenciando suas funções e interações nos tecidos. Assim alterações 

genéticas na expressão da família de genes GALNT7foram observadas (VARKI 
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et al, 2009; BENNETT  et al, 2012). Esta família tem 20 genes, porém apenas 

17 são mais estudados, sendo o gene GALNT7, localizado na região 

cromossômica 4q34.1, pouco estudado(BENNETT et al, 2012). 

A expressão de GALNT7 foi vista apenas em três estudos que utilizaram 

tecidos humanos ou linhagem de células humanas. KAHAI et al (2009) 

observaram uma diminuição de expressão do gene em cultura de células de 

osteoblastos. Resultados semelhantes foram observados em câncer cervical 

(PENG et al, 2012) eem melanoma (SOVRAM et al, 2011). Nossos resultados 

quanto a expressão de GALNT7 em carcinoma ductal invasivo mamário 

aumentam o número de neoplasias que apresentam baixa expressão deste 

gene.  

Estudos reportam a relação da expressão do gene GALNT7 com a 

superexpressão domiRNA-378 (KAHAI et al, 2009), miRNA-214 (PENG et al, 

2012) e miRNA 30b/30d (SOVRAM et al, 2011) em vários tecidos. Rodríguez-

González et al, (2011) observaram uma alta expressão do miRNA-30c em 246 

amostras de tumores mamários receptor de estrógeno (RE) positivo. Nossos 

resultados não corroboram os achados de Rodriguez-González et al, (2011). 

Observamos em nosso estudo que 127 amostras positivas para RE (69,4%), 

das 140 amostras luminais apresentaram baixa expressão de miRNA-30c. 

SHUKLA et al, 2015, utilizando cultura de células mamárias,observaram uma 

baixa expressão em células receptor de estrógeno (RE) negativas. Estudos em 

câncer endometrial e hepatocarcinomas, apresentam também o miRNA-30c 

como molécula reguladora envolvida nestas patologias malignas  (KONG et al, 

2014; LIU et al, 2015). Porém não existem estudos destacando seu papel na 

regulação da glicobiologia celular como abordado em nosso estudo. 

Quando relacionamos os resultados de expressão do gene GALNT7 e 

do miRNA-30c, verificamos uma correlação significativa em todos os subtipos 

moleculares. No estudo de Hayes, Peruzzi, Lawler, 2014, demonstra que os 

miRNAs podem atuar de diferentes formas na regulação gênica, podendo atuar 

diretamente na modulação de expressão de um RNAm específico, modulando 

a expressão de três RNAm para favorecer o efeito modulador e dois miRNAs 

podem atuar juntos na modulação de expressão de determinado RNAm. Em 

nosso estudo pode haver uma modulação direta sobre o gene GALNT7, 

indicando o papel do miRNA-30c como regulador da O-glicosilação, diante da 
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regulação negativa de expressão do gene GALNT7, favorecendo assim a baixa 

expressão de GALNAC7.  

Vimos também que o tempo de sobrevida dos pacientes de acordo com 

sua idade, subtipo molecular, estadiamento clínico e tamanho do tumor não 

apresentou resultado significativo. A curva de sobrevida é um indicador 

importante para estudos dos aspectos clinico-patológicos, compreendendo 

também, que a glicobiologia dos tumores é bastante atual e se faz necessário 

diante da grande complexibilidade dos mecanismos glicobiológicos alterados 

em tumores, que estão correlacionados com a progressão e desenvolvimento 

de malignidade (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). 

Deste modo, nosso estudo evidenciou de forma linear a possível relação 

da baixa expressão fenotípica do carboidrato GalNAc e da proteína GALNT7 

com a regulação do gene de glicosilção GALNT7, mediada provavelmente, pelo 

aumento da expressão do miRNA 30c em CDI de mama. 
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6 CONCLUSÕES 
 

- A presença do antígeno Tn, através da análise da expressão do 

carboidrato GalNAc, em tumores mamários apresentou baixa juntamente com a 

enzima de O-glicosilação GALNAC7, demonstrando assim que a formação de 

antígenos Tn está deficiente nos tumores mamários e ou há um processo 

bioquímico mascarando as moléculas de GalNAc; 

- A análise de expressão da proteína GALNAC 7 demonstrou também 

uma baixa expressão nos CDI mamários estudados, sugerindo que há baixa 

expressão do gene GALNT7; 

- Através da subtipagem molecular, foi visto que a maior quantidade de 

casos são Luminais, corroborando com a literatura e prática clínica; 

- Nosso estudo evidenciou que o gene GALNT7 apresenta baixa 

expressão, corroborando com os resultados da imuno-histoquímica; 

- Realizando a correlação estatística com dados clínico-histopatológicos 

e expressão de moléculas, não houve resultado com correlação estatistica 

significativa, exceto em relação a tamanho do tumor e o carboidrato GalNAc 

nos pacientes com CDI mamário; 

-Foi visto que GALNT7 pode ser um possível alvo para a ação do miRNA 

30c, atuando como molécula inibidora de expressão gênica e levando a um 

processo mais lento de desenvolvimento e poder de metástase; 

- Fica evidente a necessidade de mais estudos in vitro para 

superexpressão e knockdown do gene GALNT7 e miRNA30c na busca da 

compreensão completa deste possível mecanismo de regulação molecular. 
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