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RESUMO

O carcinoma ductal in situ (CDIS) é definido como uma proliferacdo neoplasica de células
epiteliais confinadas ao sistema ductal-lobular. O fenétipo expresso por estes tumores nao sao
provenientes apenas das caracteristicas celulares malignas, sendo influenciado também pelo
microambiente tumoral. Assim, busca-se incessantemente por biomarcadores no estroma que
expliquem alguns padrdes fenotipicos tumorais. Nesse contexto, destacam-se os carboidratos,
visto que a glicosila¢do € a modificacdo pés-traducional mais abundante nas proteinas. Assim,
esse trabalho tem por objetivo avaliar o padrdo de carboidratos do estroma de carcinomas
ductais in situ e suas possiveis relacdes com os dados clinico-patolégicos. Para isso, foi
realizada a caracterizacdo dos pacientes do estudo (n=17) quanto aos dados clinico-
patologicos, bem como a caracterizagdo histologica do estroma de CDIS. Além disso, foi
identificada a propor¢do tumor-estroma das amostras e o perfil de carboidratos do estroma
através de histoquimica com lectinas WGA, PNA, SNA e MAL-II. Por fim, foram avaliadas
as possiveis relagdes da expressdo de carboidratos no estroma e as caracteristicas clinico-
patologicas do CDIS. Como resultados, observou-se que os pacientes analisados
aparesentaram, em sua maioria, idade superior a 50 anos (70,59%), tumores de tamanho
superior a 2cm (88,23%) e presenca de lesdes comedonicas (64,70%). Para a expressdo de
receptores hormonais, observou-se que os status positivo e negativo ocorreram em propor¢oes
similares. Na caracterizacdo histologica, notou-se a integridade das barreiras mioepiteliais,
concordando com o dignostico de CDIS, além da presenca de tragos de desmoplasia e
infiltrado inflamatério. Além disso, para a proporcdo tumor-estroma, observou-se maioria
para Low-stromal area (52,94%) nos grupos representantes das lectinas SNA e WGA, bem
como o High-stromal area para os grupos MAL-II (52,94%) e PNA (58,82%). Na andlise de
expressao dos carboidratos no estroma, observou-se maioria em positividade para os residuos
de Sian2-3 (64,7%) e Galp(1-3)-GalNac (64,70%) e maioria em negatividade para os residuos
de Sian2-6 (58,82%) e GIcNAcP(1-4)-GIcNAcB1- (52,94%). Na andlise estatistica
multivariada, verificou-se que ndo houve correlagdes (p < 0,05) entre a expressdo dos
carboidratos estudados e os dados clinico-patologicos explorados. Sendo assim, o perfil
diferencial de carboidratos pode influenciar nas relacdes tumor-estroma, embora que, para
resultados mais conclusivos, sejam necessarios estudos comparativos para andlise do estroma
em tumores de fen6tipo invasivo.

Palavras-chave: Glicobiologia. Cancer de mama. Microambiente tumoral.



ABSTRACT

Ductal carcinoma in situ (DCIS) is defined as a neoplastic proliferation of epithelial cells
confined to the ductal-lobular system. The phenotype expressed by these tumors does not
come only from malignant cellular characteristics, being also influenced by the tumor
microenvironment. In this context, carbohydrates are prominent, since glycosylation is a more
abundant post-translational modification in proteins. Thus, this study aims to evaluate the
stromal carbohydrate pattern of ductal carcinomas in situ and their possible relationships with
clinical-pathological data. For this, a characterization of the patients of the study (n = 17) was
carried out regarding the clinical-pathological data, as well as a histological characterization
of the CDIS stroma. In addition, the tumor-stroma ratio of the samples and stromal
carbohydrate profile through histochemistry with WGA, PNA, SNA and MAL-II lectins were
identified. Finally, the possible correlations between the carbohydrates expression in stroma
and the clinical-pathological characteristics of the CDIS were evaluated. As a result, it was
observed that the majority of patients analyzed were older than 50 years (70.59%) and they
presented tumors larger than 2 cm (88.23%) and comedo lesions (64.70%). For the hormone
receptors expression, it was observed that the positive and negative status occurred in similar
proportions. In the histological characterization, the integrity of the myoepithelial barriers was
observed, agreeing with the diagnosis of DCIS, besides the presence of desmoplasia and
inflammatory infiltrate. Moreover, for the tumor-stroma proportion, a majority of low-stromal
area (52.94%) were observed in the SNA and WGA lectin groups, as well as the high-stromal
area for the MAL-II (52.94%) and PNA (58.82%) groups. In the analysis of carbohydrate
expression in the stroma, a majority in positivity was found for the residues of Sian2-3
(64.7%) and GalB(1-3)-GalNac (64.70%) and most negativity for residues of Sian2-6
(58.82%) and GIcNAcP(1-4)-GIcNAcB1- (52.94%). In the multivariate statistical analysis, it
was verified that there were no correlations (p <0.05) between the expression of the
carbohydrates studied and the clinical-pathological data explored. Thus, the differential
profile of carbohydrates may influence tumor-stroma relations, although, for more conclusive
results, comparative studies for stromal analysis in tumors of invasive phenotype are

necessary.

Key-words: Glycobiology. Breast cancer. Tumor microenvironment.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama € caracterizado por ser uma doenca complexa e heterogénea,
apresentando-se como um dos tumores malignos mais comuns em mulheres de todo o mundo
(ANDO et al., 2014). O carcinoma ductal in situ (CDIS) é definido como uma proliferacao
neoplésica de células epiteliais confinadas ao sistema ductal-lobular, sendo caracterizado por
atipia citolégica, bem como uma tendéncia a progredir para uma condicdo de carcinoma
invasivo. No geral, ocorre em uma propor¢ao de 20-25% dentre os canceres de mama
(CARRARO et al., 2014).

Com base num elevado grau de heterogeneidade, o carcinoma mamaério ndo pode ser
visto como uma unica entidade clinico-patolégica (VIALE, 2012). As particularidades
expressas pelos tumores ndo sdo provenientes apenas de marcas intrinsecas da malignidade. O
ambiente no qual se encontra o tumor, seja pelas condicdes quimicas ou pelas populacdes
celulares residentes ou transitdrias, influencia de modo efetivo nos padrdes de proliferagao,
diferenciac¢do, invasividade e responsividade as terapias convencionais (HU; POLY AK, 2008;
SEMENZA, 2015). Desse modo, analisar as relacdes tumor-estroma ¢ fundamental para
compreender os mecanismos de progressao tumoral.

Assim, busca-se incessantemente por biomarcadores no estroma que expliquem alguns
padrdes fenotipicos tumorais. Nesse contexto, destacam-se os carboidratos, macromoléculas
essenciais para a fisiologia celular, intensamente envolvidos nos processos de interaciao
celular. Em eucariotos, em torno de 50% das proteinas sdo glicosiladas ao longo de sua
construgdo, corroborando que a glicosilagdo € a modificagdo pds-traducional mais abundante
nas proteinas (TAKAHASHI et al., 2016). Durante a carcinogénese, podem ocorrer alteragdes
nos padrdes de carboidratos da superficie da célula neopldsica, atuando em sinergia com
outros fatores moleculares para a malignidade (VAJARIA et al. 2016).

Contudo, com base na literatura existente, estudos que analisem as alteracOes dos
carboidratos a nivel estromal do CDIS ainda sdo escassos. Observa-se, portanto, a necessidade
de entender as modificacdes estromais ocorridas no inicio da progressdo tumoral que
direcionam, por vezes, os tumores malignos para uma condi¢@o invasiva. Assim, esse trabalho
tem por objetivo avaliar o padrao de carboidratos do estroma de carcinomas ductais in situ e

suas possiveis relagdes com os dados clinico-patoldgicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A MAMA

A mama humana desenvolve-se sob a influéncia genética e hormonal a partir da
camada germinativa ectoderme durante a quarta semana de vida embriondria (Figura 1). Os
espessamentos ectodérmicos (denominados cumes mamdrios) surgem em humanos no peito,
ao nivel do quarto espaco intercostal e forma o broto mamario por volta da quinta semana de
gestacdo (Fig. 1A) (ELLIS; MAHADEVAN, 2013). Entre a quinta e décima segunda semana,
o broto mamdrio primdrio cresce para baixo, formando gomos secunddrios e l6bulos
mamarios (Fig. 1B-D). A partir da décima segunda semana, as papilas secundarias continuam
a alongar-se, formando uma rede complexa de ductos mamadrios dispostos radialmente, que
ligam o mamilo em desenvolvimento (invertido) com os l6bulos mamadrios em crescimento
(Fig. 1E). O mamilo normalmente everte apds o nascimento devido a proliferacdo lubrificante
das glandulas sebdceas e o desenvolvimento do tecido eréctil, bem como ocorre o aumento da
pigmentacdo circundante da aréola (GEDDES, 2007). O estroma da mama (gordura,
ligamentos, nervos, artérias, veias e vasos linfaticos) desenvolve-se ao longo de toda a
gestacdo. Apds a cessacdo dos efeitos dos hormonios maternos apds nascimento, 0s seios nao

sofrem alteracdes até a puberdade (JESINGER, 2014).

Figura 1 - O desenvolvimento embriondrio normal da mama.

‘ »

Fonte: JESINGER (2014)
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A mama (Figura 2) é primariamente composta de um tecido glandular (secretor) e um
tecido adiposo unidos por estruturas de tecido conjutivo denso chamadas ligamentos de
Cooper. O tecido glandular € do tipo tibulo-alveolar, varidvel de acordo com o sexo, a idade e
o estado fisioldgico, constituidos por 15-20 se¢des denominadas lobos, separados por tecido
fibroso. Os lobos sdo constituidos por um conjunto de 16bulos, que se ligam a papila através
de um ducto lactifero. Os 16bulos, por sua vez, sdio compostos por um grupo de dcinos, onde
se encontram as células produtoras de leite. Cada lobo é drenado por meio de um sistema
ductal, que conduz o leite até o meio externo. Durante a lactacdo, hd uma diminui¢do na

quantidade de tecido adiposo em relagdo ao tecido glandular, onde o tamanho e peso da mama

aumenta (JONES; SPENCER, 2007).

Figura 2 - Anatomia da glandula mamadria.
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Fonte: NETTER (2015)

O suprimento de sangue da mama € uma rede rica em anastomoses derivada das
artérias axilares tordcicas internas e artérias intercostais (Figura 3). Os maiores vasos surgem

a partir da artéria tordcica interna, onde os ramos que perfuram a parede tordcica adjacente ao
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esterno do primeiro ao quarto espaco intercostal. Os quatro ramos da artéria axilar sdo: (1)
tordcico superior, (2) ramo peitoral acromiotordcico, (3) tordcico lateral e (4) subescapular.

Estes sao acompanhados pelas veias correspondentes (ELLIS, 2014).

Figura 3 - Suprimento sanguineo arterial da mama
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Fonte: MACEA; FREGNANI (2006) (Adaptado)

Além do suprimento sanguineo, a importincia da drenagem linfitica da mama ¢é
evidente. Os ganglios linfaticos axilares variam em nimero entre 20 e 30 e sdo divididos em
cinco grupos anatomicos nao totalmente distintos (Figura 4) (ELLIS, 2014). Cirurgides
costumam classificar os linfonodos axilares em niveis de acordo com a sua relacio com o
musculo peitoral menor. Assim, os nddulos linféticos localizados lateralmente ou por baixo a
margem inferior do musculo peitoral menor (anteriores, posteriores e laterais) sdo
classificados como géanglios linfaticos do nivel I. Os géanglios linfaticos localizados
profundamente em relagdo ao musculo peitoral menor constituem o nivel II e sdo
representados pelos linfonodos centrais e alguns ganglios linféticos apicais. Finalmente, os
ganglios linfaticos localizados medial ou superiormente a margem superior do musculo
peitoral menor constituem nivel III dos ganglios linfaticos, e este inclue os ganglios linfaticos

apicais (MACEA; FREGNANI, 2006).
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Figura 4 - Linfonodos axilares responsaveis pela drenagem linfatica da mama
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Fonte: MACEA; FREGNANI (2006) (Adaptado)

2.1.1 Influéncia hormonal

A glandula mamadria abriga o extraordindrio potencial de proliferacdo e diferenciacao
celular (Figura 5). O desenvolvimento da glandula mamadria independente de agdo hormonal
até a puberdade. Neste periodo, com a producdo de estrogénio liberado pelo ovdrio,
juntamente com o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) ocorre o estimulo para a
morfogénese de ramificacio (AMERONGEN et al., 2012). Sendo assim, o estrégeno € de
suma importancia para o crescimento € maturacdo das glandulas mamarias, sendo associado,
muitas vezes, ao estabelecimento do cancer de mama (HALDOSEN et al. 2014). Uma das
principais mudangas ocorridas por estimulo hormonal € a invasdo de tecido adiposo na regido
periférica da mama, arredondando-a, de modo a coincidir com a menstruacdo. A perda
completa da expressao do receptor de estrogeno (RE), tanto no epitélio quanto no estroma
leva a formacdo de uma glandula mamadria rudimentar. Contudo, quando ocorre um epitélio

knock-out para expressao de RE combinado com o tipo selvagem de estroma, o crescimento é
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restaurado. Sendo assim, a expressdo do RE no estroma mamadrio é importante para registar

um crescimento puberal (DALL et al., 2015).

Figura 5 - Desenho esquematico dos diferentes estagios do desenvolvimento da glandula

mamaria.
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Fonte: AMERONGEN et al. (2012) (Adaptado)

Os REs sao membros da superfamilia dos receptores nucleares que possibilitam os
efeitos fisiolégicos do estrogénio nos tecidos alvos, encontrados como receptores do tipo o ou
. Esses receptores possuem em sua estrutura proteica dominios de ligac@o a outras moléculas
(Figura 6). Ao se ligar a um ligante, como o 17b-estradiol (E2), eles recrutam coativadores ou
correpressores € iniciam ou reprimem a transcricdo, atuando como fatores de transcri¢do ou
interagindo e alterando a atividade de outros fatores de transcricdo. Assim, ligam-se
diretamente as regides de resposta ao estrogénio no DNA, desencadeando suas respectivas
funcgdes bioldgicas. Em condi¢des especificas, como quando hd uma sinalizagdo exacerbada
de fatores de crescimento, podem ocorrer alteragdes nos padrdes de atividade do receptor

(THOMAS; GUSTAFSSON, 2015a).
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Figura 6 - Dominios proteicos do receptor de estrogeno. As letras maidsculas no interior das
barras coloridas indicam a presenca de diferentes dominios proteicos do RE (A-F). Os
numeros expressos na figura indicam o nimero de aminodcidos de cada dominio.

AF1 DBD HD AF-2 and LBD

A/B | © D E/E

1 180 263 3037 14

Fonte: THOMAS; GUSTAFSSON (2015) (Adaptado)

Nas mulheres pré-menopdusicas, o REa foi bem localizado principalmente na camada
celular epitelial interna (4cinos e ductos intralobulares) e nas células mioepiteliais da camada
externa de ductos interlobulares. Por sua vez, o REB foi encontrado tantos em células
epiteliais quanto em células estromais. Em mulheres ps-menopdusicas, o REa ¢ expresso em
menos de 10% das células epiteliais mamarias normais, enquanto o REp ¢ expresso em mais
de 50% dessas células (HUANG et al., 2015). Nesse periodo da vida, as células estromais
expressam REP nuclear, mas ndo REa. Os receptores a e B apresentam fungdes distintas, onde
o REa ¢ responsavel pelo efeito proliferativo do estrogénio por meio de algumas vias de
sinalizacdo de sinal, tais como AP-1/c-Jun, ATF-2, NF-«B, p53, SP-1, and STAT
(TECALCO-CRUZ et al. 2017) e o REP reprime a proliferacio e ¢é pro-apoptético
(BRISKEN; OMALLEY, 2010; PIPERIGKOU et al. 2016).

Um outro hormoénio que exerce influéncia sobre as mamas é a progesterona, cuja
atividade ocorre por meio de ativacdo do receptor de progesterona (RP), que possuem o
estrogeno como coativador. Assim, hd a garantia de que as funcdes de diferenciacdo do RP
ndo sejam ativadas antes do estrogénio ter realizado as mudangas estruturais necessarias na
mama e no utero, preparando esses tecidos para gestacdo e lactacdo, respectivamente
(THOMAS; GUSTAFSSON, 2015b).

Durante o periodo gestacional, observa-se o desenvolvimento de uma arvore ductal
totalmente diferenciada capaz de secretar leite (Figura 5). A liberacdo de progesterona,
inicialmente do ovdrio e mais tarde a partir da placenta, induz uma ramifica¢do generalizada
que, juntamente com a prolactina, induz a formacao de alvéolos necessdrias a lactacdo. Além
disso, o tecido adiposo interlobular perde seu teor lipidico para abrir caminho para estas

estruturas alveolares, que se assemelham a um cacho de uvas, com rdpida expansdo com
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secrecoes de leite, bem como a formacdo de uma rede complexa de vasos sanguineos (KENT,
2007).

No cessacdo de desmame, um processo de dois estdgios da involu¢do ocorre para a
glandula mamdria retornar ao seu estado pré-gravidez. A primeira fase de involugdo ¢é
caracterizada por compreender os passos iniciais da decomposi¢do da matriz extracelular
(MEC) e uma pequena quantidade de apoptose dentro da camada epitelial. A segunda fase,
por sua vez, envolve a rdpida apoptose de alvéolos, afluxo de células imunoldgicas e
reorganizacdo da MEC, por meio do aumento dos niveis de Transforming Growth Factor
(TGF) 1 e 3 e metaloproteases de matriz (MMP) 2, 3 ¢ 9, bem como o retorno do componente
lipido dos adip6citos que haviam sido perdidos durante a gravidez (O’BRIEN et al., 2010).

Portanto, ao longo da vida, as mamas passam por muitas variacoes anatOmicas e
fisiol6gicas, em grande parte, devido as alteracdes hormonais. Sendo assim, € necessario um
rigoroso controle entre os ciclos de proliferacdo e de morte celular programada para manter a
homeostase da glandula. Contudo, podem ocorrer erros nesses programas de controle,

acarretando em algumas doencas, dentre elas o cancer de mama.

2.2 CANCER DE MAMA

O cancer de mama € uma doenca heterogénea com inumeras formas clinicas e
histolégicas. Para o Brasil, no biénio de 2018-2019, sdo esperados 59.700 casos novos de
cancer de mama, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres (BRASIL,
2016). Depois do tumor de pele ndo melanoma, esse tipo de cancer também € o primeiro mais
frequente nas mulheres. Sugere-se que a progressdo e a resposta ao tratamento seja baseada
em evidéncias clinicas, caracteristicas histoldgicas do tecido tumoral e métodos moleculares
que demonstram anormalidades na expressao génica (DUECHLER et al., 2014).

O cancer de mama pode surgir em diferentes locais da glandula, sendo a partir disso,
classificado em diferentes subtipos. Dentre os subtipos, destacam-se o carcinoma ductal
invasivo (CDI), carcinoma ductal in situ (CDIS), carcinoma lobular in situ (CLIS), carcinoma
lobular invasivo (CLI), cancer de mama inflamatério, doenca de Paget e os tipos raros de
cancer de mama, que incluem linfomas, angiossarcomas, metapldsticos, entre outros
(PINDER et al. 2010; CARRARO et al., 2014).

O CDIS ¢ definido como uma proliferacdo neopléasica de células epiteliais confinadas

ao sistema ductal-lobular, sendo caracterizado por atipia citolégica, bem como uma tendéncia
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a progredir para uma condi¢do de carcinoma invasivo. No geral, é tipicamente ndo palpavel,
assintomdtico e descoberto incidentalmente como microcalcificagdes suspeitas. Atualmente,
ocorre em uma proporcao de 20-25% dentre os canceres de mama. Alguns fatores de risco
aumentam a incidéncia de CDIS, dentre eles idade avancada, doenga benigna prévia da mama,
histérico familiar de cancer de mama em parentes de primeiro grau, idade tardia da
menopausa e uso prolongado de terapia de reposicao hormonal pés-menopausa (CARRARO
et al., 2014).

Grande parte dos sistemas de classificagdo atuais categoriza o CDIS com base em
caracteristicas citonucleares, culminando em diferentes progndsticos. Sendo assim, os
tumores in situ podem ser divididos em grau baixo, intermedidrio ou alto (PINDER et al.
2010). O CDIS de alto grau € caracterizado por c€lulas grandes pleomorficas com variacdo
em tamanho e forma, bem como auséncia de polaridade. Além disso, apresenta cromatina
densa, nucléolos proeminentes e mitoses muitas vezes abundantes. O nicleo tende a ter
contornos irregulares, mostrando-se ampliados (2,5 a 3 vezes o tamanho de um eritrécito). O
CDIS de baixo grau, por sua vez, ¢ composto por células mais uniformes, com nicleos
arredondados, localizados centralmente no citoplasma (os nucleos sdo 1 a 2 vezes o tamanho
de um eritrécito). As células tumorais geralmente estdo dispostas em padrdes bem ordenados,
demonstrando polaridade, além de arquiteturas mitéticas escassas. O CDIS de grau
intermedidrio exibem pleomorfismo moderado, auséncia da uniformidade encontrada em uma
lesdo de baixo grau. Podem ocorrer a presenca de nucléolos ocasionais. Intrinsicamente, essas
lesdes sdo aquelas excluidas de um diagnoéstico de baixo e alto grau (BROWN; PINDER,
2012).

O CDIS pode ser classificado quanto a sua morfologia e fisiologia celular. Observa-se
que os tumores in situ podem ser divididos em duas categorias no que diz respeito a presenca
de centros necréticos - lesdes comedoOnicas e ndo comedOnicas. As primeiras s3o
caracterizadas por alto grau celular, necrose central proeminente e microcalcificacdes
pleomoérficas, negatividade para a expressdo RE, amplificacdo frequente do gene HER?2,
mutagdes no gene supressor pS3 e elevadas taxas de proliferacdo, culminando em um
progndstico mais reservado. Por sua vez, as ultimas apresentam geralmente baixo grau
celular, positividade para RE, negatividade para amplificacdo de HER2, baixa taxa de
mutacdes no gene p53 e baixas taxas de proliferacdo. Focos de microinvasdo e angiogénese
sd0 mais comuns em lesdes comedOnicas, em comparacdo com lesdes ndo comedOnicas

(SIZIOPIKOU, 2013).



26

Além disso, o CDIS pode exibir padrdes de arquitetura morfolégica tecidual
assumidas pelas células tumorais (figura 7). Em um mesmo tumor, pode se encontrar mais de
um subtipo tipo morfolégico, embora um deles na maioria das vezes seja mais predominante.
O subtipo soélido € caracterizado pelo preenchimento total do ducto por células tumorais, de
maneira uniforme, podendo variar o grau nuclear de baixo a alto. Os tumores cribiforme
apresentam morfologia crivada, ou seja, espacos entre as células tumorais sdo crivados
formando “ilhas” vazias de células. Sdo geralmente encontrados nos tumores de baixo grau,
com células de formato uniforme e localizacdo nuclear central, podendo estar ou nado
associados a necrose. Por sua vez, o subtipo papilar caracteriza-se por populacdes uniformes
de células dispostas em torno de eixos conjuntivos vasculares, projetando-se para dentro do
ducto. A forma micropapilar assume um formato semelhante, embora nio exiba o eixo

conjuntivo vascular (JAFFER; BLEIWEISS, 2002).

Figura 7 - Subtipos morfolégicos de CDIS. (5A) CDIS sdélido [100X — coloracao HEJ; (5B)
CDIS cribiforme [200X — coloracao HE]; (5C) CDIS micropapilar [100X — coloracdo HE] e
(5D) CDIS comedodnico [100X — coloragao HE]. A seta aponta uma regido de necrose.

Fonte: SCHUH (2011)
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Além da classificacdo morfoldgica, o uso de perfis de expressdo génica tem sido
aplicado para o estudo do cancer de mama, buscando desvendar a base molecular das
caracteristicas bioldgicas. Assim, com base na expressdo de alguns marcadores, o cancer de
mama foi subtipado em cinco tipos moleculares, sendo eles (1) luminal A, (2) luminal B, (3)
HER-2 positivo, (4) basaloide e (5) triplo-negativo (CIRQUEIRA et al. 2011), descritos no

quadro abaixo (quadro 1).

Quadro 1 - Perfis imunofenotipicos para a classificagcdo molecular dos tumores de mama.

Subtipo molecular Padrao de imunomarcaciao

Luminal A Representa cerca de 60% dos carcinomas de mama, bem como baixo
grau histolégico e o melhor prognodstico. Apresentam positividade
para RE e RP, e negatividade para superexpressdao de HER-2, além

de um indice de ki-67 < 14%

Luminal B Apresenta um pior progndstico se comparado ao luminal A. Possuem
positividade para RE e RP, um indice de ki-67>14%, podendo ser
positivo ou negativo para superexpressdo de HER-2. No primeiro

caso, € atribuida a nomenclatura luminal HER-2.

Superexpressao de Esse subgrupo possui o pior progndstico em relacdo aos demais
HER-2 subtipos. Possuem negatividade para os receptores hormonais RE e

RP, com positividade para a superexpressao da oncoproteina HER-2.

Basaloide Esse subtipo € caracterizado por alto grau histoldgico, elevado indice
mitdtico, presenca de dreas de necrose central e infiltrado
linfocitéario. Apresenta negatividade para RE, RP e HER-2. Além
disso, destaca-se a baixa expressdo de BRCAL1 e positividade para a

expressao das citoqueratinas 5 ou 5/6 e EGFR.

Triplo-negativo Esse subgrupo apresenta negatividade para RE, RP, HER-2,

citoqueratinas 5 ou 5/6 e EGFR.
Fonte: CIRQUEIRA et al. (2011) (Adaptado)

A subtipagem molecular do CDIS € de grande importancia para o diagnostico e
terapéutica subsequente. A partir da associacdo de determinados marcadores
imunohistoquimicos aos subtipos dessa patologia surgiram novas estratégias terapéuticas para

agir em co-adjuvancia com as terapias convencionais. Assim, 0s tumores com expressao de
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receptores hormonais podem ser tratados com sucesso por anti-estrogénios ou ainda inibidores
de aromatase. Por sua vez, os tumores com superexpressdo de HER2, tem se utilizado
anticorpos anti-HER2, tais como o trastuzumab ou inibidores de cinase HER2 (DITTMER;
LEYH, 2015).

A cada dia, pesquisas visam propor novos métodos terapéuticos para limitar o
crescimento dos carcinomas de mama e suas possiveis colonizacdes em outros tecidos.
Entretanto, essa patologia apresenta uma complexidade intrinseca e grande diversidade na sua
capacidade de resposta ao tratamento, onde hd influéncias genéticas e microambientais
(MANGIA et al, 2011). Sendo assim, para a aquisicdo de caracteristicas fenotipicas
favordveis a progressdo e metdstase, os tumores ndo se utilizam apenas de propriedades

intrinsecas, mas sdo modulados pelo ambiente onde estdo inseridos.

2.3 FATORES CLINICO-PATOLOGICOS

Como j4 descrito, o cancer de mama € uma doenga extremamente heterogénea. Desse
modo, busca-se caracteristicas e correlacoes entre estas que gerem padrdes fenotipicos
especificos para facilitar o prognéstico e a terapéutica. A classificacdo histopatolégica do
carcinoma mamadrio é baseada na diversidade das caracteristicas morfoldgicas dos tumores
(VIALE, 2012), que, atrelada as caracteristicas clinicas fornecem um panorama da doenca,
classificando-a em diversos subtipos e estabelecendo progndsticos especificos.

No céancer de mama, a principio, a classificacio dos tumores baseava-se nas
caracteristicas histoldgicas categorizando-os de acordo com a localizagdo ao longo da
arquitetura mamadria, bem como na determina¢do do estado de comprometimento linfonodal,
no tamanho tumoral e no grau tumoral. Além disso, os dados clinicos como idade, status
menopausal, uso de reposicio hormonal, dentre outros, atuavam em sinergia para a
compreensdo da patologia (HAN; MAGLIOCCO, 2016).

Posteriormente, técnicas especificas mostraram que os tumores de mama poderiam ser
classificados em subtipos moleculares de acordo com seu perfil de expressdo para receptores
hormonais e de amplicac@o de sinal proliferativo. Esse fato proporcionou mudancas no olhar
clinico para o cancer de mama, perpassando o ambito progndstico e terapéutico
(hormonoterapia e imunoterapia) (LEONG; ZHUANG, 2011).

Mais recentemente, a cancerologia experimental busca encontrar novos biomarcadores
e investigar as possiveis correlacdes destes com os dados clinico-patoldgicos, permitindo

aprofundar a categorizagdo dos tumores mamarios, com o objetivo final de obter reflexos na
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terapéutica, visto que ainda ha muitas limitacdes nesse aspecto em grande parte resultado da
heterogeneidade da doenga. No caso dos tumores in sifu, observa-se um menor nimero de
trabalhos sobre estes se comparados a condicdo invasiva. Nesse sentido, ressalta-se a
importancia de compreender os estdgios iniciais da progressdo tumoral para uma melhor

visualizacdao do panorama geral do cancer de mama.

2.4 MICROAMBIENTE TUMORAL

O tumor epitelial encontra-se envolvido em um microambiente tumoral, onde as
condigdes fisico-quimicas e as populacdes de células residentes influenciam diretamente na
progressao tumoral. Dessa forma, hd uma co-evolucdo entre as células tumorais e as células
estromais de modo que o microambiente tumoral possa modificar a proliferagao,
sobrevivéncia, polaridade, diferenciacdo, capacidade de invasdao e metdstase das células
cancerigenas. Contudo, os mecanismos moleculares desses efeitos sdo pobremente
compreendidos (HU; POLY AK, 2008).

O estroma tumoral pode ser subdividido em: um ambiente quimico, onde destacam-se
a pressdao de O, (PO,), o pH e a concentracdo de outras pequenas moléculas e metabdlitos; e
um ambiente celular, incluindo as células tumorais, células estromais e a MEC produzida por
elas (SEMENZA, 2015). Sendo assim, a combina¢do desses componentes faz do
microambiente tumoral um ambiente varidvel tanto em organismos distintos, quanto em

diferentes nichos metastaticos em um mesmo individuo.

2.4.1 Condicoes fisico-quimicas

A PO; € um importante pardmetro para analisar o microambiente tumoral, tendo em
vista que € um gés indispensédvel para o metabolismo celular. A répida proliferacdo celular das
células cancerosas resulta em regides de hipdxia, ou seja, baixa concentragdo do gds em
algumas regides do tumor. Como resposta, o tecido com déficit de O, retém os fatores de
hipéxia (HIFs), que seriam degradados em proteossomas. Desse modo, as isoformas das
subunidades (a e ) sdo translocadas para o nucleo, onde se tornam fatores de transcrigdo para
diferentes conjuntos de genes responsdveis pela proliferacdo, sobrevivéncia das células e
angiogénese (BLAZEJCZYK et al. 2015).

Os HIFs atuam alterando a expressio de genes envolvidos principalmente no

suprimento sanguineo e no metabolismo em resposta a baixa concentracdo de oxigénio. A
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formacdo de novos vasos sanguineos € denominada de angiogénese € esse processo
desempenha um papel crucial no crescimento tumoral e metistase (NALWOGA et al., 2016).
Se comparados com vasos sanguineos normais, 0s vasos tumorais apresentam propriedades
morfoldgicas e funcionais alteradas em &reas de hipdxia. Dentre as diferencas principais,
ressalta-se defeitos com a ramificacdo, perda da interconexao celular, aumento da proliferacado
em 50-200 vezes, anormalidades citogenéticas como aneuploidia e cromossomos anormais,
além de maior responsidade aos fatores de crescimento como o EGF e resisténcias a alguns
agentes quimioterdpicos (BLAZEJCZYK et al. 2015). Nessa perspectiva, a estrutura do
sistema vascular tem sido demonstrado ser crucial para a distribui¢cao de farmacos a todas as
células no tumor, sendo tais varia¢des influentes na resposta terapéutica.

Alguns fatores de crescimento que regulam o processo de angiogénese. Entre eles,
destacam-se o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), o fator de crescimento transformante alfa (TGFa) e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), além de algumas citocinas, como as interleucinas 1, 6 € 8 € o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), sendo as células do microambiente também fonte
dessas moléculas (WU; DAI, 2016).

No que se refere ao metabolismo, com a diminui¢do da concentraciao de O,, as células
tumorais adaptam suas atividades metabdlicas para continuar a proliferacao celular. Uma das
estratégias utilizadas € fazer uso da fermentacdo para producdo de ATP, tendo em vista que
este processo ndo necessita de oxigénio. Porém, além do saldo energético ser bem menor que
a fosforilacdo oxidativa, a atividade fermentativa aumenta a concentracdo de substincias
acidas, tais como o lactato, aumentando a acidez do meio. Assim, as células tumorais
precisam encontrar mecanismos de eliminar o actimulo de tais moléculas e adaptar o seu
microambiente as novas condi¢oes fisico-quimicas (LIBERTI; LOCASALE, 2016).

O pH também é uma condi¢do muito importante para a homeostase celular,
influenciando na morfologia e fisiologia do sistema biolégico. Com ja descrito, as células
cancerigenas, por necessidades metabodlicas, geralmente tornam o pH intracelular 4cido. Dessa
forma, faz-se necessério estratégias para o bombeamento dos prétons (H") acumulados para
fora da célula tumoral. Nesse contexto, destacam-se as anidrases carbOnicas, transportadores
de monocarboxilato, bem como os transportadores de HCOs-, sendo este tltimo tipo muito
presente na regulagio do pH no cincer de mama, por meio de um co-transportador Na*/
HCO3- (BOEDTKIJER et al., 2013). Assim, os prétons H' sdo direcionados ao meio

extracelular, tornando o microambiente com um alto grau de acidez. Por consequéncia, ocorre
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o aumento da proliferacdo celular, migracdo e invasdo, devido a ativacdo de canais i0nicos,

proteinas e vias de sinalizacdo especificas (Figura 8) (DAMAGHI et al., 2013).

Figura 8 - Efeito da alteracdo de pH no processo de malignidade do cancer de mama.
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Fonte: DAMAGHI et al. (2013)

Além da concentracio de O, e do pH, algumas moléculas estdo presentes no
microambiente tumoral e influenciam diretamente nas condi¢des fisico-quimicas desse meio,
podendo favorecer as células tumorais em sua proliferacdo, disseminag¢do e neocolonizag¢do
metastitica. O 6xido nitrico (NO) € um gas instavel, lipossolivel e de acdo pardcrina. O
mesmo pode ser encontrado no estroma tumoral e apresenta um importante papel no processo
de angiogénese, auxiliando na disseminagdo de células tumorais (CHOUDHARI et al., 2013).
Alguns fons também exercem influéncia sobre a progressdao tumoral, por meio de alteracio da
expressao de oncogenes e supressores tumorais, além de agir como cofator de muitas enzimas
envolvidas no cancer. Assim, as condicdes fisico-quimicas encontradas no meio extracelular

influenciam diretamente na progressdo tumoral.

2.4.2 Populacoes celulares do estroma

Além dos aspectos fisico-quimicos, o microambiente tumoral abriga uma grande
variedade de tipos celulares, com os quais mantem conexoes fisicas e/ou moleculares. Essas
células, residentes ou transitorias no estroma tumoral, auxiliam emitindo sinais para as células

tumorais, bem como recebendo sinais das mesmas para modificacdo do seu perfil fenotipico,
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em detrimento as necessidades do tumor. Dentre as principais populacdes celulares, cabe
ressaltar os fibroblastos, células endoteliais, pericitos, macréfagos, neutréfilos, células
supressoras derivadas da medula 6ssea (MDSCs) e células-tronco cancerigenas (CHANMEE
et al., 2016).

Os fibroblastos sdao células responsaveis pela secrecao da maiorias das proteinas que
compdem a matriz extracelular dos tecidos conjuntivos, principalmente em torno das
glandulas mamadrias. Essas células, por suas caracteristicas morfofisiolégicas, sdo derivadas
das células estromais mesenquimais (PASANEN et al., 2016). Entretanto, podem modificar
seu perfil fenotipico quando envolvidas no estroma tumoral e originar diferentes
subpopulagdes com fungdes distintas (GANDELLINI et al., 2015). Aproximadamente 80%
dos fibroblastos presentes no estroma do cancer de mama adquirem um fendtipo agressivo e
contribuem para o crescimento, invasdo e metastase, através da ativacao pardcrina por varios
fatores de crescimento, citocinas, proteases € hormonios. Sendo assim, esses fibroblastos
ativados sao denominados de cancer-associated fibroblasts (CAFs) (LUO et al., 2015).

Os CAFs sao originados no microambiente tumoral como resultado da (1) ativagdo de
fibroblastos residentes, (2) das células-tronco mesenquimais derivadas da medula dssea, (3)
de células do cancer que sofreram transi¢do epitélio mesenquimal (TEM), dentre outros
fatores. A modificacdo fenotipica pode ocorrer devido a substancias secretadas por células
neoplésicas, como TGF-f e CXCLI12/SDF-1 ou ainda pela perda funcional de genes
supressores tumorais, tais como PTEN, CAV-1, p53 e p21 (MAO et al., 2013).

Os CAFs atuam de modo sinérgico na progressdo tumoral de véarios modos. Dentre
estes, destacam-se a ativacdo de proteases, que remodelam a MEC possibilitando novas vias
de disseminacdo de células cancerigenas, além da ativacdo de fatores de crescimento e
receptores por clivagem. Como exemplo, podem ser citadas as MMPs e uPA (VOSSELER et
al., 2009). Um outro modo de atuagdo dos CAFs € por meio da producdo de fatores de
crescimento, tais como o hepatocyte growth factor (HGF), VEGFA e EGF, que ativa vias de
sinalizacdo responsdveis pela progressdo tumoral. Por conseguinte, outras classes de
moléculas moduladas pelos CAFs sd@o as citocinas, como algumas interleucinas, interférons e
membros do fator de necrose tumoral (TNFa), bem como genes supressores tumorais, com
destaque para a proteina p53 e enzimas envolvidas no metabolismo energético celular
(RASANEN; VAHERI, 2010).

Sendo assim, por meio dos modos supracitados, os CAFs contribuem para muitas
caracteristicas do cancer através da interacdo com células neoplésicas e células do sistema

imunolégico (Figura 9), tais como manutengdo dos sinais proliferativos, perda dos
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supressores tumorais e resisténcia a morte celular, desregulacdo da bioenergética celular,
inflamacdo, invasdo e metdstase, instabilidade gendmica e mutacdo, além de auxiliar na
inducdo da angiogénese e evitar a destrui¢io pelo sistema imune (TOMMELEIN et al., 2015;
HARPER; SAINSON, 2014).

Figura 9 - Interacdo dos CAFs com células neoplésicas e células do sistema imunolégico.
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As células endoteliais sdo responsdveis pela manutencdo da homeostase vascular, de
modo que o fluxo sanguineo e a integridade vascular sejam continuos. Geralmente, quando
ndo ativadas, elas atuam com propriedades anti-coagulantes, anti-inflamatérias e anti-
adesivas, por meio da regulacdo de plaquetas e células sanguineas. Em contrapartida, quando
ativadas em condi¢des normais, sofrem mudancas dindmicas ra adequarem-se as novas
condi¢des microambientais (BLAZEJCZYK et al., 2015).

O microambiente tumoral € fonte de muitas moléculas necessarias para a ativacdao das
células endoteliais, tais como VEGF, FGF-2, PDGF, PIGF, TGFp, IL-8, e a produ¢ao das
mesmas pode ser realizada por meio das células cancerigenas, bem como das demais células

que compdem o estroma (SHARMA et al., 2016). As células endoteliais envolvidas pelo
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microambiente tumoral possuem caracteristicas distintas das que se encontram em condi¢des
normais, tanto nos aspectos morfoldgicos, quanto nos aspectos funcionais, sendo
caracterizadas por seus vasos possuirem um fluxo sanguineo cadtico, uma diapedese
prejudicada, além de anormalidades estruturais e aberracdes das propriedades adesivas. Logo,
quando em um contexto tumoral, as células endoteliais sdo denominadas de tumor-associated
endothelial cells (TECs) (WU; DAI 2016).

As TECs podem modular o sistema imunoldgico de diversos modos (Figura 10),
dentre eles, ressalta-se a reducdo de expressdao de E-selectinas, intercellular adhesion
molecule 1 ICAMT1), ICAM2 and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM]1), que facilita a
diapedese de células T mediada por integrinas (TURLEY et al., 2015). Além disso, as TECs
podem suprimir a fun¢do de células T através da migracdo de myeloid-derived suppressor
cells (MDSCs) da corrente sanguinea para o interior do tumor, como também por meio de
moléculas inibidoras como programmed cell death ligand 1 (PDL1) e PDL2. A liberaciao de
fatores soldveis como prostaglandina E2, IL-6, TGF-, VEGF também exercem influéncia
sobre a resposta de células T (TALMADGE; GABRILOVICH, 2013; WU; DAI, 2016).

Assim, por serem uma interface entre as células sanguineas, as células tumorais e a
MEC, as células endoteliais sao moduladas pelo ambiente tumoral e exercem influéncia sobre
o mesmo, possibilitando ao cancer propriedades importantes para sua progressdo, como
organizacdo do estroma, recrutamento de leucdcitos, angiogénese, € por consequéncia,

invasdo e metastase (SHARMA et al., 2016).
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Figura 10 - Interacdo das células endoteliais com células do sistema imunoldgico.
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Os pericitos sdo células contricteis em intimo contato com células endoteliais em
capilares e vénulas. Vdrias vias de sinalizacdo estdo envolvidas nos processos de
recrutamento, diferenciacdo e fungdo dos pericitos, tais como PDGF, TGFp, angiopoietina e
membros da familia NOTCH (PIETRAS; OSTMAN, 2010).

Grande parte da interface entre pericitos e células endoteliais € separado por uma
membrana basal. Entretanto, em alguns pontos, hd o contato entre as duas células. Embora a
quantidade desses contatos possa variar entre os diferentes tecidos, em média hd 1.000
contatos para uma unica célula endotelial. Morfologicamente, o tipo mais comum de contato
sdo do tipo peg-socket, nos quais os “dedos” citoplasmaticos dos pericitos sdo inseridos nas
invaginacgdes endoteliais (ARMULIK et al., 2011).

No cancer, os pericitos estdo envolvidos na modulacdo da expressdo de genes
imunoregulatdrios, principalmente os envolvidos na apresentacdo de antigenos e sinaliza¢do
por interférons. Por consequéncia, hd uma relagdo negativa entre a presenca dos pericitos e a
presenca dos linfécitos citotéxicos (CD8"), resultado da supressdo as respostas mediadas por

células T através da produgdo de PGE2, TGFP e NO. Essa fun¢do imunomoduladora pode ser
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potencializada por meio da exposi¢do a IL-6 no microambiente tumoral, sendo este, portanto,
um potente transformador de pericitos em células regulatérias (TURLEY et al., 2015).

Além disso, em grande parte dos canceres, essas células podem interagir com as
células endoteliais para apoiar o crescimento da vasculatura e manter a integridade dos vasos,
promovendo a resisténcia das células endoteliais frente as terapias anti-angiogénicas. Dessa
forma, mesmo as terapias retirando o VEGF das células endoteliais, os pericitos ativam vias
pré-angiogénicas alternativas, principalmente por meio do PDGF (LIU; OUYANG, 2013).

Os macréfagos sdao células derivadas de células tronco hematopoiéticas na medula
Ossea através de mondcitos circulantes. Juntamente aos neutréfilos, sdo fagdcitos bastante
eficientes envolvidos na primeira linha de defesa durante a imunidade inata. Os macréfagos
estdo entre as células mais plasticas do sistema hematopoiético, sendo encontrados em todos
os tecidos com uma grande diversidade anatomo-funcional e estdo envolvidos em processos
como organogénese e manutencdo da homeostase e reparo tecidual, bem como sobrevivéncia
imunolégica (LAHMAR et al., 2016).

Os processos de diferenciagdo, crescimento e quimiotaxia dos macréfagos sao
regulados por fatores de crescimento, tais como colony stimulating factor (CSF-1),
granulocyte-macrophage (GM)-CSF, IL-3 e quimiocinas como chemokine (C-C Motif)
Ligand 2 (CCL-2) (QIAN; POLLARD, 2010). Nesse contexto, ao longo do processo de
maturagdo, os macréfagos podem se diferenciar em dois tipos dependendo das condi¢des do
microambiente tecidual. Sdo eles: (1) pré-inflamatérios ou M1 e (2) anti-inflamatérios ou M2.
Os macréfagos M1 podem se diferenciar através de vérios fatores de transcricao IRF-1, Statl
e NF«B e atuam amplificando respostas inflamatérias. Por sua vez, os macréfagos M2 sio
importantes na regulacdo na remodelacdo tecidual, reparo e em condicdes fisioldgicas
especificas. Assim como os M1, essa populacdo celular € regulada por fatores de transcricao
especificos, tais como IRF-4, Stat6, PPAR-y, TRIBI e remodeladores de cromatina como
Jmjd3 (JINUSHI; KOMOHARA, 2015).

No contexto tumoral, o microambiente é um reservatorio de substincias bioativas
como hormonios, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. L.ogo, dependendo das
condig¢des, o estroma tumoral pode recrutar diferentes populacdes de macréfagos. Assim, ao
longo do processo de maturagdo, os macréfagos expressam receptores como CD62L,
CX3CRI1, CCR2 e VEGFRI, que, dependendo dos ligantes produzidos no meio, sdo ativados
e recrutados ao tumor. Em estudos experimentais, foram encontrados macréfagos de ambos os

tipos, M1 e M2, conferindo suporte ao tumor (LEE et al., 2013).
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Entretanto, o fendtipo M2 € mais comumente encontrados entre os macrofagos
recrutados pelo tumor. Esses sdo denominados de Tumor-associated macrophages (TAMs) e
secretam fatores de crescimento que promovem a angiogénese, crescimento, invasao,
migracdo, metdstase e imunossupressdo (Figura 11). No cancer de mama, os TAMs sdo
correlacionados com fatores de pobre progndstico, como necrose, diminui¢do do periodo de
vida livre da doenga, alto grau tumoral, dentre outros (MOU et al., 2015; MAO et al., 2013).

A capacidade de atuar na progressdo tumoral do cancer de mama se dd por meio de
variadas formas, dentre elas ressalta-se a secre¢dao de enzimas proteoliticas como as MMPs-2
e 9, que degradam componentes da membrana basal e, por consequéncia, facilitam a invasao
de células tumorais nos vasos sanguineos e linfaticos. Além disso, os TAMs também secretam
citocinas que controlam mecanismos fisiolégicos envolvidos na progressdo tumoral, como
citocinas imunossupressoras exemplificadas CCL2 e IL-10, a IL-8 que induz angiogénese,
bem como o TNFa que propicia o crescimento tumoral e invasio (MOHAMED et al., 2014).
Cabe ressaltar ainda que essas células também sintetizam SPARC/osteonectina, uma proteina
dcida e rica em cisteina, importante para a deposi¢cdo do coldgeno IV, que aumenta a invasao
de células tumorais e adesdo a outros componentes da MEC como a fibronectina (QIAN;

POLLARD, 2010).

Figura 11 - Atuacdo dos TAMs na tumorigénese.

Macrofago ativado
IL-12°, MHC II™, INOS*,
TNFa-, CD80/86*

Macmhgo MYASIVO Macrofago imunossupressor

Arginase’, MARCO!,
iL-10+, CCL-22"

Sinalizacio Wnt, CTS, EFG+

Macrofago angiogénico

VEGFR1, VEGF-, CXCR4*
Tie2*, CTS B&S', EST2!

Macréfago
perivascular

Fagocitico SEEDING AT
DISTANT SITES

Macrofago associado
a metastase

VEGFR1', CCR2*,
CXCR4",Tie2-

Fonte: QIAN; POLLARD (2010) (Adaptado)



38

Os neutréfilos sdo as células mais abundantes no sangue periférico, correspondendo a
50-70% dos leucdcitos circulantes e essenciais na protecdo do hospedeiro contra patégenos,
atuando na primeira linha de defesa da imunidade inata junto aos macréfagos. Para tanto, o
neutréfilos possuem armas quimicas capazes de eliminar os invasores, como lactoferrina,
catelicidina, mieloperoxidase, catepsina, dentre outras (MISHALIAN et al., 2017; MOSES;
BRANDAU, 2016).

Entretanto, os neutréfilos ndo sdo populagdes de células homogéneas, podendo
apresentar diferengas na morfologia, densidade, marcadores de superficie, funcdo e
localizacdo. Desse modo, depedendo do fenétipo apresentado, os neutréfilos podem ser
classificados em anti-tumorais ou N1 e pré-tumorais ou N2. Assim, quando envolvidos pelo
estroma tumoral, onde ha um ambiente com condi¢des fisico-quimicas e celulares peculiares,
sdo denominados de tumor-associated neutrophils (TAN), e podem assumir um dos dois
fenétipos, embora o subtipo N2 seja mais comum. Essas células, através dos seus mediadores
quimicos liberados, podem modular o microambiente tumoral e propiciar o desenvolvimento
tumoral, angiogénese, progressdo e metdstase (SAHA; BISWAS, 2016).

Os TANs com perfil fenotipico N1 produzem citocinas pro-inflamatérias, além de NO
e peroxido de hidrogénio (H,O;), ambos citotéxicos para as células tumorais. Por sua vez, os
TANs N2 produzem altos niveis de arginase 1 (ARG1), enzima deficiente em grande parte
das células tumorais e essencial ao metabolismo de proteinas, bem como pode inibir as
funcoes efetoras de células T. O microambiente tumoral pode influenciar diretamente na
polarizagdo dos neutréfilos e conversdo do subtipos N1 em N2. O TGFf ¢ uma das moléculas
chaves nesse processo. Na maioria das vezes, em estdgios tumorigénicos iniciais, o0s
neutréfilos possuem um fendtipo N1, e com a progressdo tumoral, 0 microambiente propicia a
aquisicao do fenotipo N2 (HAGERLING; WERB, 2016).

Os neutrofilos podem atuar tanto no processo de tumorigénese, quanto na progressao
tumoral (Figura 12). Essas células acompanham a inflamagdo cronica e criam um ambiente
mutagénico capaz de iniciar e promover o desenvolvimento de um tumor, por meio da
liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), com o surgimento de
células pré-malignas, quebras no DNA, muta¢des pontuais, dentre outros (ELINAV et al.,
2013).

No que diz respeito a progressao tumoral, os neutréfilos podem induzir a angiogénese
por meio da degranulacdo de VEGF e remodelamento da MEC através da MMP-9. Em
adicdo, em sitios metastaticos, os neutrofilos facilitam a neocolonizacio por células tumorais

circundantes através da integrina-2 e macrophage-1 antigen (Mac-1) nos neutréfilos, que se
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ligam ao ICAM-1 das células tumorais, ancorando-as em um novo local (HAGERLING;

WERB, 2016).

Figura 12 - Influéncia dos neutréfilos no microambiente tumoral.
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As MDSCs representam uma populacdo heterogénea de células mieldides em
estagios iniciais de desenvolvimento. Sob condi¢des fisioldgicas, correspondem a 20-30%
da células da medula 6ssea. Contudo, podem se acumular em orgdos linfoides em
condi¢des patoldgicas como o cancer (TRIKHA; CARSON-III, 2014).

As MDSCs podem possibilitar a progressdo tumoral por meio de mecanismos nao
imunossupressores € imunossupressores. Para exemplificar a primeira situacao, salienta-se
a promogao de angiogénese via MMPs (QU et al., 2016). No segundo caso, destaca-se (1)
a inibicdo da ativacdo e funcdo de células T por producdo de ROS e RNS, disrup¢do da
sinalizacdo do receptor de IL-2 e por prevenir o reconhecimento peptidico entre
antigeno/MHC de classe I, (2) deplecdo de arginina e cisteina, aminodcidos essenciais
para a ativagdo e proliferacdo de células T, (3) inibi¢do de células natural killer (NK) e
sua consequente producdo de IFNy, (4) rompimento da migragdo de células T para os

linfonodos através da secrecio de ADAM 17 que interfere na acdo da selectina I, bem
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como (5) a expansdo de células T regulatérias por meio da produgdo de IL-10, TGFp,
IFNy e interagdes ligante-receptor CD40 (OSTRAND-ROSENBERG et al., 2012).

Algumas moléculas, por meio de suas respectivas vias de sinalizacdo, regulam a
ativacdo e funcionalidade das MDSCs. Nesse contexto, cabe ressaltar que os fatores
estimulantes de coldnias e algumas citocinas contribuem para a expansao dessas células e
outras citocinas pré-inflamatdrias ativam-nas. Dentre os fatores estimulantes de colOnias,
destacam-se macrophage colony stimulating factor (M-CSF), granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF) e granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF), produzidos por células tumorais e/ou estromais. No que se refere as citocinas, sao
importantes para a atuagdo das MDSCs a IL-3, IL-4, IL-6, IL-13 e INF-y (DE-SANCTIS
et al., 2016).

No decorrer do processo de progressdao tumoral, as células neopldsicas podem
progressivamente alterar o seu gendtipo e, por consequéncia seu fendtipo, de modo a
aproximarem-se de uma célula-tronco. Quando isso ocorre, sdo denominadas de cancer
stem cells (CSCs). Desse modo, essas células adquirem um perfil invasivo devido a
transicdo epitélio mesenquimal e, posteriomente, conseguem extravasar em Orgaos
distantes para formar macrometdstases (BILL; CHRISTOFORI, 2015).

O microambiente tumoral influencia diretamente nessa conversdo fenotipica de
células tumorais a CSCs, tanto pelas condi¢des fisico-quimicas, bem como pelas
populacdes celulares. Em condi¢des de hipdxias, com a produgdo de HIFla, sozinhos ou
em cooperagdo com outros fatores de transcri¢do, héd a ativagdo genes importantes para a
TEM, como BMI1, TWIST, NOTCH, SNAII e Zeb-1. Um ambiente inflamatorio também
¢ bastante influente na TEM, através de citocinas inflamatoérias, como TGFf, TNFa e IL-
6, que ativam vias importantes para a transformacao das células tumorais. Além disso, as
células estromais podem ativar genes responsaveis por contribuir para a conversdo de
células tumorais em CSCs. Como exemplo, as células endoteliais podem ativar os genes
EGF e Jagged, macréfagos podem atuar por meio da IL-18, plaquetas quando associadas a
células tumorais circulantes (CTCs) secretam TGFB1 e CAFs através de citocinas,
quimiocinas (CXCL12 e CCL) e MMPs (PIETILA et al., 2016).

As CSCs sdo definidas como uma subpopulagdo de células resistentes a varios
tratamentos com capacidades de autorrenovagdo e metdstase que mantém o crescimento
de tumores primdrios e secunddrios, devido a mecanismos moleculares intracelulares que

auxiliam na reduc¢do da citotoxicidade proveniente de fairmacos. Assim, apds um ciclo de
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tratamento, algumas subpopulacdes tumorais sdo destruidas, enquanto que as CSCs
conseguem permanecer para repovoar o tumor (SKVORTSOV et al., 2015).

Para a resisténcia as terapias anti-cancer, ha nessas células uma superexpressao de
bombas de farmacos, que conseguem bombed-los para o meio extracelular como os
transportadores adenosine triphosphate-binding cassette (ABC) e enzimas envolvidas na
detoxificagdo como a aldeido desidrogenase 1 (ALDHI). Além disso, as caracteristicas
morfoldgicas e funcionais das CSCs podem ser justificadas por vdrias vias de sinalizacio
e marcadores moleculares presentes nas CSCs. Células tronco do cincer de mama
(BrCSCs), por exemplo, sdo conhecidas por apresentarem positividade para CD44" e
baixa expressdo de CD24. Dentre as vias de sinalizacdo mais estudadas, salienta-se a
NOTCH, Hedgehog, Wnt/B-catenina, PDGF e EGF (VERA-RAMIREZ et al., 2010).

Os mastdcitos sdo células secretorias derivadas da medula dssea identificadas em
todas as classes de vertebrados, de peixes até os mamiferos mais derivados. Localizam-se
estrategicamente em interfaces ambientais, como pele, vias aéreas, trato gastrointestinal e
urogenital, proximos a vasos sanguineos, nervos e epitélios (RIBATTI, 2015). Os
mastdcitos podem ser ativados através da ligacdo entre as imunoglobulinas (Ig) E e 1gG
em receptores especificos. Além das Igs mencionadas, outros sinais podem ativar essas
células, tais como fatores complemento, citocinas, mediadores inflamatérios, ligantes dos
Toll-like receptors, bem como células T (KORMELINK et al., 2014).

Essas células estdo envolvidas em uma ampla gama de reagdes teciduais, desde
inflamacOes até processos de cicatrizagdo, na patogénese de varias doencas humanas
(RIBATTI, 2015). No cancer, quando ativados, os mastdcitos exercem papel importante
no crescimento tumoral por meio de trés grandes classes de mediadores: (1) granulares
como a histamina, serotonina e proteases, (2) lipidicos como os leucotrienos - LTC4 e
LTB4, e prostaglandinas (PG) - PGE2 e PGD2 e (3) citocinas e quimiocinas. Esses
mediadores possibilitam o surgimento de um microambiente tumoral pelo aumento da
angiogénese, promoc¢do da proliferacdo celular, degradacdo e remodelamento da MEC,
além de imunossupressao (Figura 13) (SHARMA et al., 2016).

Os mastécitos sao a maior fonte de histamina, uma substincia vasodilatadora,
indutora de proliferacdo celular e supressora do sistema imune. Além disso, sintetizam e
estocam fatores angiogénicos, como FGF-2, VEGF, IL-8, TNFa, TGF e NGF, bem como
MMPs que, juntos, promovem a vascularizagdo e invasdo tumoral, respectivamente
(RIBATTI, 2016a; RIBATTI, 2016b). Essas células também podem atuar por meio de

proteases como a triptase, enzima que aumenta a expressao de vdrios genes envolvidos
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nas vias de sinalizacdo de progressdo do cancer, como VEGF, IL-8, MMP-9 e uPA. Uma
outra contribui¢do dos mastdcitos para o estroma tumoral € a interacdo destes com outras
células do sistema imunolégico, como as MDSCs através do aumento da producdo de IL-
17 e CCL2, e células T, por meio da IL-9, favorecendo a um microambiente inflamatdrio

(SHARMA et al. 2016).

Figura 13 - Atuacdo nos mastdcitos no microambiente tumoral.
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2.4.3 Matriz Extracelular e cancer

Um componente essencial para o desenvolvimento normal da glandula mamaria € a sua
matriz extracelular (MEC). Esta apresenta propriedades bioquimicas e biomecénicas que a
torna uma estrutura versdtil par modular vérios comportamentos celulares, dentre eles a
migracdo, sinalizacdo e sensibilidade mecénica. Sendo assim, o remodelamento da MEC atua
nos processos do desenvolvimento mamario, incluindo ramificacdo epitelial e diferenciacao
(HOWARD; LU, 2014).

A MEC € composta por uma mistura de componentes, dentre eles proteinas,
proteoglicanos e polissacarideos (Figura 14). Alteragdes nas propriedades bioquimicas e

fisicas na MEC estdo associados a progressdo tumoral e resisténcia a terapias. Além disso, o
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remodelamento na arquitetura da matriz através dos componentes supracitados, interfere nas

células estromais que envolvem o tumor, vindo a favorecer o desenvolvimento do mesmo

(GIUSSANTI et al., 2015).

Figura 14 - Influéncia da MEC na progressao tumoral do cancer de mama.
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Dentre os componentes encontrados na MEC, encontra-se o coldgeno, uma familia
proteica composta por aproximadamente 28 espécies geneticamente distintas. E constituido
por meio do enrolamento de trés polipeptideos de cerca de 1000 aminoacidos, chamado de
cadeias a. Cada uma delas caracterizada por uma unidade repetitiva (Gli-X-Y),, com prolina e
4-hidroxiprolina representando uma grande fracdo de X e Y, embora possuindo um certo grau
de heterogeneidade bioquimico e funcional, bem como a especificidade tecidual. Desse modo,
os colagenos acumulam-se no MEC e interagem entre si € com outros componentes
microambientais, como receptores de células (LUPARELLO, 2013).

O coldgeno pode atuar na progressao tumoral do cancer de mama de varios modos.
Dentre eles, destacam-se (1) a atuagdo como suporte para facilitar a migracdo de células
neopldsicas ou células estromais infiltrantes, onde a disposi¢do das fibras coldgenas criam

caminhos para a disseminacdo celular, (2) influéncia na diferenciacdo e proliferacdo de
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células epiteliais mamadrias, através do mecanismo dependente de proteina cinase associada a
Rho (ROCK) e da ativagcdo da via de sinalizacdo da proteina cinase ativada por mitégeno
(MAPK), respectivamente. Além destes, o coldgeno pode ainda favorecer a progressdo
tumoral reativando células cancerigenas em dorméncia, por meio da PI3K, conferindo as
mesmas um fendétipo invasivo (INSUA-RODRIGUEZ; OSKARSSON, 2015).

A fibronectina € uma glicoproteina componente da MEC, que influencia positivamente
em alguns processos celulares como crescimento, adesdo, migracdo e transformacgdo
oncogénica. O motivo proteico RDG (arginina-glicina-aspartato) liga a fibronectina as
integrinas, uma familia proteica de superficie celular. Essa ligacdo propicia o aumento da
expressao de algumas enzimas de remodelamento como a MMP-9 via cinase de adesdo focal
(FAK), resultando na sobrevivéncia celular e angiogénese (JEON et al., 2015). No contexto
tumoral, a fibronectina pode ser sintetizada tanto por células neoplésicas, quanto por CAFs,
onde o aumento dessa glicoproteina, aumenta também a compressao e, por sua vez, estimula o
comportamento migratorio de células tumorais. Quando encontrada em orgdos secunddrios,
por estimulo de citocinas, a fibronectina pode auxiliar na formacdo de novos nichos
metastiticos. Além disso, pode modular vias de sinalizagdo responsaveis pela progressao
tumoral como MAPK, STAT3 e IGFBP-3 (INSUA-RODRiGUEZ; OSKARSSON, 2015).

Por sua vez, as lamininas (LMs) s@o proteinas glicosiladas das membranas basais, que
auxiliam na polaridade celular e enviam sinais que comandam o0s processos de migracao,
diferenciacdo e expressdo de alguns genes importantes. Estruturalmente, sdo heterotrimeros
compostos por trés subunidades a, B e y variantes, de modo a formar 15 isoformas distintas
(ZHANG et al., 2011). Funcionalmente, LMs podem ativar multiplas vias de transducdo de
sinal, incluindo componentes como GPCR, MAPK, fosfatases, pequenas GTPases da familia
Rho e componentes do citoesqueleto (KIKKAWA et al., 2016). No cancer de mama, algumas
LMs sdo chaves para a progressao tumoral. Dentre elas, destacam-se a LM-111 componente
da membrana basal e quebrada ao longo da progressao do cancer e a LM-332 produzidas por
miofibroblastos e auxiliadoras na sobrevivéncia celular via PI3K-AKT, bem como indutoras
de invasdo e migracdo via integrina a3. Além destas, em menor propor¢do, a LM-511 atua na
migracdo, invasao tumoral e metastase (OSKARSSON, 2013).

Os proteoglicanos (PGs) estdo entre as biomoléculas mais importantes nos aspectos
estrutural e funcional dos tecidos. Morfologicamente, elas consistem em um eixo proteico,
onde uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs) estdo ligadas covalentemente.
Podem ser localizados intra ou extracelularmente, onde interagem com intmeros fatores de

crescimento, citocinas e quimiocinas, receptores de superficie celular e moléculas da MEC,
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influenciando em processos celulares como proliferacdo, migracao, diferenciacdo, apoptose e
adesdo (SCHAEFER, 2014; THEOCHARLIS et al., 2016).

Os GAGs sdo longos heteropolissacarideos com grande quantidade de cargas negativas
que apresentam repeticdes de dissacarideos compostos principalmente por N-acetil
hexosaminas e acidos D/L-hexurOnicos, biossintetizadas na membrana celular € nido no
aparelho de Golgi (THEOCHARIS et al., 2016). Assim, bastante presentes na MEC, possuem
grande diversidade funcional, influenciando na estruturacdo e organizacdo tecidual,
coagulagdo sanguinea, morfogénse, imunologia e processos patoldgicos. A maioria dos GAGs
apresentam sitios de ligacdo para proteinas, como FGFs e VEGF, além de citocinas e
quimiocinas importantes na migracao celular, resposta imune e rolamento de leucdcitos pelas
células endoteliais (ROBINSON et al., 2012).

Ao longo da transformacdo maligna, os GAGs sdo altamente modificados pelo
microambiente tumoral, no qual as células estromais alteram a expressdo de enzimas
envolvidas na producdo dessas moléculas, como epimerases e sulfotransferases, afetando a
sinalizacdo das células neoplasicas, crescimento, adesdo celular, migracdo e angiogé€nese
(SKANDALIS et al. 2014). Em tumores malignos, incluindo o cancer de mama, observou-se
um aumento na expressio de GAGs, associado a um pobre progndstico. Essas observacoes
sdo corroboradas por estudos in vivo em linhagens celulares de cancer de mama de ratos, onde
0s GAGs aumentaram a motilidade celular e invasao (DU et al., 2012).

Além disso, outros estudos demonstraram interacOes entre GAGs e fatores de
crescimento de MMPs, resultando na ativacdo de pr6-MMPs e sua consequente acdo no
remodelamento na MEC, sugerindo um mecanismo de acdo para a atuacdo dos GAGs na
invasdo e metdstase (BOURIS et al., 2015). Em contrapartida, alguns GAGs atuam
suprimindo a profileracdo celular, como € o caso da decorina, que pode regular negativamente
a produgdo de fatores pro-angiogénicos e interagir com o EGFR e IGFR para evitar ativagao
de vias de sinalizacdo para proliferacao celular (FEUGAING et al., 2013).

Além dos componentes estruturais, a MEC apresenta proteinas com ac¢do enzimética
que atuam no seu remodelamento. Na mama, essas enzimas sao por vezes ativas para auxiliar
na involucdo da glandula apds o periodo de lactagdo. Contudo, a ativagdo das mesmas pode
ocorrer em fungcdo de alguma condi¢do patoldgica, como por exemplo em neoplasias
mamadrias. Dentre as principais enzimas remodeladoras da MEC, destacam-se as MMPs, o
urokinase plasminogen activator (UPA), as catepsinas e as enzimas da familia lisil oxidase

(LOX) (OSKARSSON, 2013).
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As MMPs sdo endopeptidases dependentes de cédlcio que necessitam do ion zinco
como cofator para exercer sua fungdo catalitica. Essas enzimas s3o importantes para a
degradacdo estromal, e consequentemente, relevantes na invasdo tumoral e metdstase. Além
disso, as MMPs atuam clivando fatores de crescimento, fatores pro-apoptéticos, receptores de
superficie celular, moléculas de adesdo, citocinas e quimiocinas, ativando-os e propiciando as
células tumorais um fendtipo agressivo (CID et al., 2016).

No céncer, as MMPs sdo bastante expressas nos CAFs, resultando em uma grande
influéncia no remodelamento da MEC e, dessa forma, acelerando a aquisicao de propriedades
importantes para a progressdo tumoral como angiog€nese, crescimento € metastase. A
regulacdo da expressdo dessas enzimas se dd por meio de modificagdes pds-transcricionais,
dependéncia de zinco para ativacao e presenca de inibidores teciduais de MMPs. Desse modo,
as condi¢des microambientais geradas pelo tumor desregulam um ou mais mecanismos
regulatérios supracitados e favorece uma superexpressdo desses remodeladores de MEC
(CATHCART et al., 2015).

Ao longo do desenvolvimento mamadrio, os processos de morfogénese sao regulados
por MMPs, tais como a -2 e a -3, que remodelam a MEC para a ramificacdo dos ductos.
Durante o processo de involu¢do ou cancer, algumas MMPs sdo superexpressas como a
MMP-2, -3, -9, -14 (OSKARSSON, 2013). Para MMP-2 ¢ -9, um estudo foi realizado com 90
pacientes portadoras de cancer de mama, onde foram analisadas amostras teciduais e soro,
refletindo em uma associagdo entre a concentracdo dessas enzimas € o tamanho tumoral (LIU
et al., 2006).

Em linhagens de células epiteliais mamadrias, observou-se que a superexpressao de
MMP-3 ¢ suficiente para induc@o espontanea da progressdo da doenca. Shay et al. (2015)
ressalta que a MMP-9 ndo apenas promove a invasdo tumoral, mas também € responsavel
pelo recrutamento de MDSC ao nicho metastatico. Por sua vez, a MMP-14 atua estimulando
os CAFs na liberagdo de sindecan-1 (SDC-1), um GAG importante na promocao de fen6tipos
agressivos em células tumorais via FGF-2 (INSUA-RODRIGUEZ; OSKARSSON, 2015).

O uPA, uma serinoprotease que atua clivando o plasminogénio inativo em plasmina
ativa, e seu receptor urokinase plasminogen activator receptor (WPAR) compdem um sistema
importante no remodelamento da MEC, onde as interagcdes entre estes exercem papéis criticos
no processo de invasdao e metéstase. O sistema uPAR-uPA estd envolvido com a ativacao de
vias de sinalizacio como MAPK, Src, Fak, PI3K-Akt que tem uma grande atuagdo na

migracdo celular (PAVON et al., 2016).
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A regulacdo da expressdo desses genes (UPA e uPAR) € importante para compreender
as condi¢des nas quais 0s mesmos sdo necessdrios ao desenvolvimento tumoral. Nesse
contexto, o promotor do gene uPAR contém alguns sitios de ligacdes a algumas moléculas,
dentre elas o HIF1a, demonstrando que condi¢des de hipdxia sdo estimulantes para a ativacao
desse sistema remodelador da MEC (NOH et al., 2013).

No cancer de mama, hd uma relevante associacdo entre a atividade do sistema uPA-
uPAR e a progressdo, metdstase e pobre progndstico clinico da doenca. Além disso, a alta
expressdao de uPAR ¢é usada como um marcador de curta sobrevivéncia livre da doenca
(TANG; HAN, 2013). Em alguns subtipos de cancer de mama, como o HER-2 por exemplo,
hda uma cooperagdo entre esse oncogene e o sistema uPA-uPAR, potencializando as
propriedades invasivas do tumor (CHANDRAN et al., 2015).

Uma outra classe de enzimas importantes para a remodelacdo da MEC sdo as que
pertecem a familia lisil oxidase (LOX), amino oxidases dependentes de cobre que catalizam a
reticulacdo de coldgenos e elastina na MEC, auxiliando na homeostase celular. Contudo, em
alguns canceres incluindo o de mama, enzimas da familia LOX estdo em elevada atividade, o
que resulta no aumento da tensdo da MEC e rigidez, fatores relevantes para a progressao de
tumores mamarios, por meio da sinalizacdo de integrinas. Assim, hd uma correlacio entre a
expressao de LOX e o aumento da malignidade e invasividade (MOHAMMED et al., 2015;
HAN et al., 2016). Além do mecanismo de remodelamento da MEC, as LOXs podem
contribuir para o aumento de um perfil invasivo no cancer de mama via segundos
mensageiros gerados pela reticulacio dos coldgenos e elastina, como o peroxido de
hidrogénio (H,0;) (TAYLOR et al., 2011).

No cancer de mama, evidencia-se que a LOX-12 € superexpressa e tem influéncia
direta na tumorigénese através da proliferacao celular, inibi¢cao da apoptose e aumento da taxa
de mutacdes. Tumores de mama HER2+ possuem uma maior expressao de LOX-12, se
comparados com tumores HER2-. Além disso, hd uma associacdo entre a superexpressiao de
LOX-12 e o comprometimento linfonodal (SCHNEIDER; POZZI, 2011).

No que diz respeito a influéncia do microambiente, observa-se que, sob condi¢des de
hipdxia, células tumorais mamarias secretam concentragdes altas de LOXs induzindo lesdes
Osseas, principalmente em pacientes RE (-), bem como disrup¢do de juncdes aderentes
derivadas de E-caderina e N-caderina osteogénica, favorecendo metdstases Osseas
(KIMBUNGA et al., 2015).

As catepsinas também sdo enzimas relevantes para as alteracdes na morfologia da

MEC. Sao proteinas localizadas no interior dos lisossomos, e possuem uma cisteina
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conjugada a uma histidina em seu sitio ativo. H4 onze catepsinas conhecidas na espécie
humana, sendo diferenciadas por letras maidsculas - B, C, F, H, K, L, O, S, V, We X. A
expressdo dessas proteinas varia em diferentes tecidos e em diferentes estdgios de
desenvolvimento, onde sua regulacdo € feita por modificacdes pds-transcricionais e inibidores
endégenos (NANUT et al., 2014; VERBOVSEK et al., 2015).

Embora as catepsinas sejam importantes para a homeostase celular, em condi¢des
patoldgicas, elas podem estar superexpressas e, desse modo, contribuirem com a progressao
da doenca. No céncer, essas enzimas geralmente apresentam localizacdo celular alterada, além
de atuacdo em processos distintos como angiogénese, invasao através da MEC e metdstase
(WITHANA et al., 2012).

No cancer de mama, a catepsina B estd envolvida na degradagdo do coldgeno tipo IV e
invasdo tumoral (IMBRAHIM et al., 2016). Por sua vez, a catepsina K t€m sido observada em
CAFs e TAMs de carcinoma mamadrio, exercendo funcdes de degradacio da MEC,
angiogénese e invasividade via interacOes pardcrinas, bem como ostedlise e metdstases dsseas
(VERBOVSEK et al., 2015). Em subtipos especificos, observa-se que em tumores HER2+ ha
uma maior atividade da catepsina B e L propiciando uma maior invasdo celular (RAFN et al.,
2012), assim como em canceres de mama inflamatérios, a catepsina B € correlacionada com o
aumento do nimero de linfonodos comprometidos e uma maior invasividade, tendo em vista
que essa enzima redistribui-se dentro de vesiculas endociticas da periferia celular,
ocasionando sua secrecdo e associacao a superficie celular para degradar os componentes da

MEC, principalmente o colageno tipo IV, como ja mencionado (VICTOR et al., 2011).

2.5 GLICOBIOLOGIA E CANCER

Os carboidratos apresentam-se de maneira abundante na natureza e praticamente todos
0s organismos sintetizam e/ou metabolizam essas macromoléculas. A grande heterogeneidade
dos carboidratos € resultado das inimeras combinac¢des entre tipos e nimeros de residuos
através de ligacOes glicosidicas, das caracteristicas estruturais dessas moléculas, do tipo de
ligacdo anomérica e da auséncia/presenca de ramificacdo (GHAZARIAN et al. 2011).

Em eucariotos, mais de 50% das proteinas sdo glicosiladas ao longo de sua formacao,
confirmando que a glicosilagdo € a modificagdo pds-traducional mais abundante nas proteinas
(TAKAHASHI et al., 2016). Os carboidratos vém ganhando bastante atengdo devido a sua
complexidade e ndo codificacio no genoma, expandindo o campo da glicobiologia

(GHAZARIAN et al. 2011). Assim, estudar a estrutura e funcdo dos carboidratos nos



49

organismos permite uma melhor compreensdo da dindmica de indmeros processos
patoldgicos.

O perfil celular de carboidratos depende do balanco na concentracdo de duas classes
enzimdticas — glicosiltransferases e glicosidades As glicosiltransferases e as glicosidases sdo
as enzimas responsdveis pela adicdo e subtracdo de mondmeros, respectivamente, em
estruturas de carboidratos. Quando associados a proteinas, estes modulam a interacdo da
mesma com seu microambiente, influenciando em caracteristicas importantes para a
funcionalidade proteica, como meia-vida, solubilidade, capacidade de ligacdo e
especificidade. A localizacdo intracelular dessas enzimas incluem o reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi, citosol e niucleo. Elas sdo responsdveis pelos dois principais tipos de
glicosilagdo proteica: (1) glicosilacdo N-ligada e (2) glicosilagdo O-ligada (GLAVEY et al.,
2015).

A glicosilacdo N-ligada inicia-se na face citoplasmética da membrana do reticulo
endoplasmadtico a partir de uma molécula de dolicol fosfato. Esta recebe, primeiramente, uma
molécula de N-acetilglicosamina (GIcNAc). Subsequentemente, ocorre a adi¢do de mais uma
molécula de GIcNAc e cinco residuos de manose (Man), originando MansGlcNAc,-P-P-Dol.
Nesse momento, essa cadeia é translocada para a face interna na membrana do reticulo por
meio de flipases e recebe mais quatro residuos de Man. Por fim, € adicionado a cadeia trés
residuos de glicose (Glc) para gerar a cadeia GlcsMangGlcNAc,-P-P-Dol. Esta € adicionada a
sequéncia Asn-X-Ser/Thr dos polipeptideos alvos (BANERIJEE, 2012; AEBI, 2013).

Por sua vez, a glicosilagdo O-ligada ocorre nas vesiculas do Golgi e € iniciada pela
ligacdo de uma GalNAc a um residuo de serina ou treonina, gerando uma cadeia GalNAc-
Ser/Thr. Esta € incomum em proteinas normais, porém muito encontrada em tumores, sendo
considerada um antigeno neoplasico. Além deste, a adi¢do de acido sidlico a GalNAc pode ser
considerado também um antigeno tumoral denominado Sialyl-Tn. A glicosilacdo O-ligada esta
estruturada em cores — 1, 2, 3 e 4. Para gerar o core 1, € adicionado a cadeia GalNAc-Ser/Thr
uma galactosamina (Gal), que pode ser seguida de 4cido sidlico ou GIcNAc para prevenir o
core 2. A adi¢do de GlcNAc e Gal a GalNAc inicial ddo origem ao core 2. Para gerar o core 3,
a molécula de Gal ligada ao GalNAc inicial € retirada e d4 lugar a uma GIcNAc, que pode ser
seguida de 4cido sidlico e Gal, para estabilizar o core 3 e prevenir o core 4. Por fim, para
originar o core 4, é adicionado a GalNAc inicial uma molécula de GlcNAc e uma Gal (CHIA
et al., 2016).

No cancer, os carboidratos exercem influéncia sobre varios mecanismos celulares e

moleculares de progressao tumoral, como sinalizacdo e comunicacdo celular, perda de adesao
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e invasdo, interagdes células-matriz, angiogénese, modulacio imune e metdstase,
oferencendo suporte para as relacdes entre o tumor e seu respectivo microambiente, bem
como um conjunto de alvos para diagndstico e estratégias terapéuticas (PINHO; REIS, 2015).

Nesse contexto, as lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas altamente especificas que
tem capacidade de ligar-se, de modo especifico, a carboidratos por meio de dominios de
reconhecimento de carboidratos (CRDs). Sdo encontradas em bactérias, plantas e animais,
onde nestes ultimos estdo geralmente relacionadas com as interagdes celulares (CHAN; NG,
2013; YAU et al., 2015).

As lectinas podem interagir ndo apenas com oligossacarideos de superficie celular,
mas também com monossacarideos circulantes. As interacdes das lectinas com seus
respectivos carboidratos-alvos podem ser tdo especificas quanto outras conexdes bioldgicas,
tais como antigeno-anticorpo e substrato-enzima. Além disso, uma peculiaridade das lectinas
€ que suas ligacdes com os carboidratos sdo relativamente fracas com dissociagdes constantes
(GHAZARIAN et al. 2011). Sendo assim, o que mantém a interacdo é o nimero de ligacdes
entre os componentes e ndo a forca de cada ligacao.

Algumas lectinas apresentam afinidade por acido sidlico, onde os receptores com
afinidade para esse carboidrato sdo amplamente encontrados em virus e superficies celulares.
Dessa forma, essas lectinas podem fornecer ferramentas tteis para estudos bioquimicos de
sialoglicoconjugados. A lectina proveniente de Maackia amurensis (MAA) é bastante
utilizada como um controle positivo para comparar as constantes de ligacdo de novas lectinas
de ligacdo ao acido sidlico, sendo isolada de sementes dessa espécie. Estruturalmente, essa
lectina apresenta-se como um dimero, composto por subunidades proteicas de 70 kDa (KIM
et al., 2015; KUMAR; SUROLIA, 2017). Estudos de afinidade revelaram que a MAA pode
ligar-se a acidos sidlicos a2-3-ligados a galactose (Gal), mas ndo a2-6-ligados a galactose.
Sendo assim, esses resultados confirmaram que a ligacdo dessa lectina tem mais afinidade
pela terminagdo carboidratica Siaa2-3-GalB1-4Glc(NAc) em glicidios N-ligados (GEISLER;
JARVIS, 2011).

Uma outra lectina que apresenta afinidade pelo acido sialico € a lectina isolada da
espécie Sambucus nigra (SNA-I). O primeiro relatério de uma lectina de sabugueira que
descreve o isolamento e a caracterizacdo parcial dessa molécula no tecido de casca dessa
espécie data de 1984. Poucos anos depois, descobriu-se que esta lectina exibe especificidade
Unica para a terminagdo glicidica Siaa-2-6-Gal/GalNAc, o que faz dela uma ferramenta
poderosa na pesquisa de glicoconjugados (SHAHIDI-NOGHABI et al., 2010; SHANG; VAN
DAMME, 2014).
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Os 4cidos sidlicos compdem uma familia de aproximadamente 50 carboidratos dcidos,
cuja cadeia principal apresenta nove carbonos carboxilados. Estes sdo encontrados geralmente
nas subunidades terminais dos carboidratos e glicoconjugados, podendo sofrer modificacdes
no grupamento amino do carbono 5 por meio de radicais acetil e glicolil ou nas hidroxilas dos
carbonos 4, 7, 8 e 9 por meio de acetatos, lactatos, sufatos, dentre outros (AMON et al.,
2014).

Os 4cidos sidlicos conferem importantes propriedades bioldgicas e biofisicas aos
organismos, auxiliando-os na manutencido da homeostase. No que diz respeito as propriedades
biofisicas, observa-se que os dcidos sidlicos conferem (1) hidrofilicidade a superficie celular,
(2) repuls@o entre moléculas de superficie celular adjacentes, (3) interagcdo com receptores
enddgenos como as selectinas, bem como (4) mascaram potentes ligantes para interacdo com
macrofagos (VARKI; GAGNEUX, 2012).

Na imunomodulacdo, esses carboidratos estdo envolvidos no processo de “fuga” do
sistema complemento, interacdo com células endoteliais para escape da corrente sanguinea via
selctinas, comprometimento da atividade de células NK, inibi¢do da atividade de células T,
alteracdo do fenotipo de macréfagos normais para TAMs, além de dificultar a maturagdo de
células apresentadoras de antigenos (APCs) (PILLAI et al., 2012; BULL et al., 2014). Desse
modo, o aumento da sialilacio em células tumorais contribui para o escape dos ataques do
sistema imunolégico, bem como a modulacdo do microambiente e aquisi¢do de propriedades
invasivas.

A lectina conhecida como Peanut agglutinin (PNA), € uma lectina derivada do vegetal
Arachis hypogaea (amendoin) e demonstra afinidade por -galactosideos em relagcdo a outros
monossacarideos, demonstrando maior preferéncia pela sequéncia de carboidrato Galf(1-3)-
GalNac (NAKATA et al., 2016). A lectina de PNA tem sido amplamente utilizada no campo
da glicobiologia em estudos de subtipagem de carboidratos em diversas linhagens celulares,
inclusive tumorais (CANO et al., 2017).

A Gal é um monossacarideo de férmula molecular C¢H2,O06. A presenca desse
carboidrato contribui para a malignidade de tumores e aquisicdo de fenétipos metastéticos.
Em condi¢des de hipoxia, hda um aumento da expressdo de Gal nas células endoteliais que
facilita o rolamento de células da corrente sanguinea e favorece a angiogénese. Além disso,
tem sido demonstrado que a ligagdo desse carboidrato a familia de lectinas mencionadas
contribuem para a imunosupressdo por modulagdo das atividades de células T, NK e APCs

(HOCKL et al., 2016).
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A lectina do germén de trigo (WGA), isolada da espécie Triticum vulgaris, é uma
proteina homodimérica estavel (36 kDa) com oito locais de ligacdo especificos para N-acetil-
glicosamina (GlcNAc), que sdo separados por uma distancia de 14 angstrom (A). Esta lectina
exibe especificidade para a terminacao glicidica GIcNAcP(1-4)-GIcNAcP1- e € composta por
unidades monoméricas organizadas em quatro dominios com diferentes afinidades para
GlcNAc. Tais caracteristicas estruturais tornam essa lectina um modelo bioldgico exemplar
para investigar o perfil de carboidratos e avaliar a influéncia de modificacdes estruturais
dessas macromoléculas (KUMARI et al., 2016).

GlcNAc € um aminoagucar derivado de glicose com férmula molecular CgH;5NOg.
Em condi¢des patoldgicas, como o cancer, a GIcNAc modula vérias propriedades tumorais e
microambientais. Com o aumento da expressao desse carboidrato, por meio da O-glicosilagdo,
ha um aumento no crescimento, invasao e metastase tumoral. GIcNAc regula a fosforilacao de
muitas proteinas importantes para a progressdo tumoral, como oncogenes € supressores
tumorais, bem como angiogénese por meio da regulacdo positiva de VEGF e metaloproteases,
e invasdo e metdstase via E-caderinas e integrinas f1 (GLAVEY et al., 2015; PINHO; REIS,
2015).

Assim, as lectinas vém ganhando destaque em diversos aspectos nas pesquisas da drea
de oncologia, seja no ambito do diagndstico, terapéutica e progndstico. Dentre estas, essas
moléculas podem ser usadas para estudo de expressdo com carboidratos, visando buscar

correlagdes com evidéncias clinico-patoldgicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

¢ Investigar o perfil de carboidratos do estroma de CDIS e suas possiveis relagdes com os

dados clinico-patolégicos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

«» Caracterizar os pacientes do estudo quanto aos dados clinico-patolégicos

«» Caracterizar histologicamente o estroma de CDIS

¢+ Identificar a propor¢do tumor-estroma das amostras

¢+ Avaliar o perfil de carboidratos do estroma de CDIS a partir das lectinas WGA, PNA,
SNA e MAA.

¢ Avaliar a relacdo entre a expressao de carboidratos no estroma e as caracteristicas clinico-

patologicas do CDIS
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4 METODOLOGIA

4.1 PACIENTES

Os pacientes foram selecionados com base no seu diagndstico histopatoldgico de
carcinoma ductal in situ (CDIS). Todos os pacientes que receberam qualquer tratamento
oncoldgico antes do procedimento de bidpsia de diagndstico foram excluidos do estudo. Os
dados clinicos e histopatoldgicos utilizados na caracterizacdo do pacientes foram idade,

tamanho do tumor e status de receptores hormonais (estrégeno e progesterona).

4.2 AMOSTRAS

17 bidpsias de CDIS (com representacdo estromal) foram selecionadas e requisitadas
no Setor de Anatomia Patologica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HCP). O uso das amostras foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de

Ciéncias da Satde da UFPE (CAAE 06586612.9.0000.5208 — N°. 140.876).

4.3 CARACTERIZACAO DO ESTROMA

O estroma de CDIS foi identificado e classificado sob microscopia 6ptica (100x). As
laminas foram analisadas ao longo de toda sua extensdo, diferenciando-se as dreas entre trés
categorias: (1) inclassificavel, (2) tumor (células de cancer vidvel) e (3) estroma (fibrose,
necrose, inflamacgdo, limen [rodeado por células de tumor em todos os lados], muco e do
musculo liso (PANAYIOTOU et al., 2015). Além disso, foram notificadas as modifica¢des
teciduais em decorréncia da lesdo, classificando o estroma em inflamatério, desmoplasico e

normal (CAGNACCI-NETO, 2014).

4.4 HISTOQUIMICA COM LECTINAS

Foram utilizadas as lectinas WGA (Aglutinina de Gérmen de Trigo), MAL-II (Lectina
de Maackia Amurensis), SNA (Lectina de Sambucus nigra) e PNA (Lectina de Amendoim)
todas conjugadas a biotina (Vector Laboratories Inc., EUA). As especificidades das lectinas

estdo descritas na tabela 3. Para a histoquimica, cortes de tecidos em parafina (4um) foram
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desparafinizados em xilol e reidratados em etanol seriado (100 — 70%). As amostras foram,
entdo, tratadas com solugdo de tripsina a 0,1% por 15 min a 37°C e incubadas em uma
solugdo de perdxido de hidrogénio 0,3% em PBS (tampao fosfato 100mM pH 7,2 contendo
NaCl 150mM) por 30 min a 25°C. O PBS foi utilizado para lavagens entre cada etapa (2x
Smin). Na sequéncia os tecidos foram incubados, separadamente, com as lectinas por 2 horas
a 4°C. Apé6s lavagem com PBS as laminas foram incubadas com o polimero
streptavidinaperoxidase (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) por 45 minutos em temperatura
ambiente. A reacdo foi revelada com a diaminobenzidina (DAB) e contracorada com
hematoxilina. Nos controles negativos, as lectinas foram substituidas pelo tampao PBS

(VIEIRA-DE-MELLO et al., 2013).

4.5 PROPORCAO TUMOR-ESTROMA

A propor¢do tumor-estroma estd emergindo rapidamente como um indicador
prognostico significativo em diferentes tipos de céancer. Coletivamente, muitos deles
documentam uma associagdo de alto conteudo estromal com pior prognéstico, porém no
cancer de mama esses resultados ainda sdo controversos (DOWNEY et al., 2014). As lesoes
foram analisadas quanto a proporcdo de estroma adjacente ao tumor, sob um aumento de 100x
em microscopia Optica, onde foram escolhidos trés campos aleatdrios, classificando-os em
duas categorias: (1) estroma >50% (High-stromal area) e (2) estroma <50% (Low-stromal
area) (MOORMAN et al., 2012). Cabe ressaltar que somente campos onde o estroma e o
tumor estavam presentes foram classificados, com a presenca de células tumorais por todos os

lados da imagem microscépica (KRUIJF et al., 2011).
4.6 ANALISE ESTATISTICA
4.6.1 Variaveis estatisticas
4.6.1.1 Idade
A idade é um dado utilizado como fator preditivo de maior risco, afetando, por
exemplo, os indices de sobrevida global e a frequéncia na ocorréncia de metéstases

(CLAGNAN et al., 2008). Tumores com progndstico mais reservado foram associados com

uma faixa etdria mais jovem, bem como tumores com melhor progndstico foram associados
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com uma faixa etdria mais tardia (BENZ, 2008; PIRONE et al., 2012). Além disso, ao longo
do processo de envelhecimento, é perceptivel a modificacdo do estroma mamario no que diz
respeito ao tipo, quantidade e organizacdo da matriz extracelular (SANDHU et al., 2016),
podendo ter influéncia sobre a glicosilagdo, tendo em vista que grande parte das proteinas

estromais sdo glicosiladas.

4.6.1.2 Propor¢ao Tumor-Estroma

Sendo o estroma peca fundamental no processo de carcinogénese e de progressao
tumoral, a propor¢cdo tumor-estroma vem sendo bastante utilizada como fator progndstico
tanto em tumores portadores de receptores hormonais, quanto nos tumores que ndo
apresentam os mesmos (DOWNEY et al., 2014; MOORMAN et al, 2012). Além disso, a
localizag¢do do cancer de mama do tipo CDIS sofre influéncia da densidade estromal (HUO et
al., 2016; URSIN et al., 2005), onde estd comumente associado a outros fatores progndsticos
(tais como grau histoldgico, comprometimento linfonodal, tamanho tumoral, entre outros),

demonstrando assim a importancia de se avaliar esse componente.

4.6.1.3 Receptores Hormonais

Os hormonios esterdides sexuais estimulam o crescimento e a divisdo das células da
mama, onde a observagdo de que os niveis endégenos de esterdides sexuais estdo associados
ao risco de cancer de mama e ao crescimento progressivo do tumor em mulheres pos-
menopdusicas (FOLKERD; DOWSETT, 2013). No CDIS, alguns dados revelaram que a
presenca de receptores hormonais podem ser um fator progndstico, influenciando no tempo de
vida livre da doenca ou padrio de invasividade (KARLSSON et al., 2014). Os receptores de
esterdis podem estar envolvidos em alteracdes nos padrdoes de glicosilagio por meio da
mudanca na expressdo de enzimas responsaveis por estes processos (SALDOVA et al., 2014;
NIANG et al., 2016; KOUSIDOU et al., 2008; KANWAL et al., 2013). Além disso, a
expressao de receptores hormonais ndo se restringem as células tumorais. Células do estroma
podem expressar esses receptores, atuando em sinergia para a modulacdo da progressdao

tumoral (HUANG et al., 2015).

4.6.1.4 Tamanho tumoral
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O tamanho tumoral é o fator progndstico tradicional que se correlaciona com a
sobrevida global, o intervalo livre de metdstases distantes, o status dos linfonodos axilares e o
grau histolégico (BAEK et al., 2014; FEI et al., 2015). Além disso, o tamanho do tumor no
cancer de mama € importante também para a previsdo do progndstico, op¢des cirtirgicas,
planejamento do tratamento adequado e monitoramento da resposta da terapéutica (BAEK et

al., 2014; ISLAMI et al., 2015).

4.6.1.5 Lesoes comedonicas

O CDIS pode apresentar regides comedonicas, ou seja, um subtipo histolégico de
lesio mamaria pré-invasiva caracterizada pela apoptose proeminente de células e maior
potencial maligno se comparado a outros subtipos de CDIS (SHEKHAR et al., 2008). A
presenca de necrose do tipo comedo tem se associado fortemente com o risco de recorréncia
ipsilateral do cancer de mama, alto grau tumoral e, por consequéncia, uma progndstico mais
reservado (BANE, 2013). A presenca de centros necréticos indicam um estado inflamatorio
devido a intensa degradacdo tecidual. Durante a inflamacdo, pode haver alteracdes nos
padrées de glicosilagio de muitas enzimas envolvidas na degradacdo estromal e,
consequentemente, influéncia direta na progressao do CDIS para uma condi¢do invasiva (GE

et al., 2015).

4.6.2 Testes estatisticos

Os testes estatisticos foram realizados com o software Stata/MP 14.0. Para organizar
os quadros com as informagdes descritivas, foram utilizadas frequéncias simples para cada
evento. Para analisar os resultados da histoquimica com lectinas, a andlise estatistica foi
realizada de acordo com Dos-Santos et al. (2012), considerando como positivo (3+: coloragdo
positiva intensa e 2+: coloracdo positiva moderada) ou negativo (1+: coloragdo positiva fraca
e 0: coloracdo negativa) para o estroma tumoral. Para investigar as possiveis correlacdes dos
padrdes glicidicos com os dados clinico-patolégicos, foi utilizada uma regressdo logistica
(LOGIT), tendo em vista que a varidvel dependente e algumas das varidveis independentes
tem distribui¢ao binomial. Os resultados foram considerados significativos com o valor de p <

0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS PACIENTES

Os dados clinico-patoldgicos analisados para cada paciente foram a idade, tamanho
tumoral, presenca de lesdes comedoOnicas, bem como o status de receptores hormonais no

tumor (RE e RP). Os resultados estdo sumarizados no quadro abaixo (Quadro 2).

Quadro 2 - Dados clinico-patoldgicos dos pacientes analisados.

Dados clinico-patolégicos

N° de pacientes

<50 5
Idade (anos)
> 50 12
<2,0(T1) 2
Tamanho tumoral (cm) | 2.0-5.0 (T2) 9
>5.0 (T3) 6
Sim 11
Lesdes comedonicas
Nao 6
Positivo 9
Receptor de estrégeno
Negativo 8
Positivo 11
Receptor de progesterona
Negativo 6

Fonte: Dados da Pesquisa (2017)

H4 evidéncias, por métodos estatisticos, de que uma distribuicdo bimodal de idade
fornece um melhor ajuste dos dados do que um modelo de distribuicio unimodal (BENZ,
2008). Os pacientes analisados aparesentaram, em sua maioria (70,59%), idade superior a 50

anos, corroborando o comportamento gradual a microevolutivo do cancer. Assim, € mais

comum a presenca do CDIS em mulheres acima dos 45-50 anos.
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Como ja descrito, o tamanho tumoral é o fator progndstico tradicional, importante
também para a previsdo do prognéstico, opgdes cirdrgicas, planejamento do tratamento
adequado, bem como o monitoramento da resposta da terapéutica (BAEK et al., 2014). O
tamanho tumoral foi dividido em trés categorias, segundo o sistema atual de classificacio dos
tumores mamdrios — sistema TNM. Observou-se que apenas duas pacientes (11,76%)
apresentaram tumores menores que 2,0 cm (T1); isso pode ser resultado do perfil
assintomédtico e nao palpavel do CDIS somado a auséncia de rastreamento periodico das
mamas. Assim, a maioria das pacientes apresentaram tumores de tamanho T2 e T3, com
52,94% e 35,29%, respectivamente.

No que diz respeito a presenca de lesdes comeddnicas, nota-se que estas mostraram-se
presentes em 64,70% dos pacientes. Esses centros necréticos, como ji descrito, sdo
caracterizados por alto grau celular, necrose central proeminente e microcalcificacoes
pleomoérficas, além de elevadas taxas de proliferacdo, culminando em um progndstico mais
reservado (SIZIOPIKOU, 2013).

Além desses fatores, analisaram-se também a presenga/auséncia dos receptores
hormonais (progesterona e estrogeno) que, como ja explicado, muitas vezes atuam em
sinergismo na progressdo da doenca, ji& que tem influéncia no metabolismo das células
tumorais. No caso do RE, observou-se quase uma simetria dos resultados, tendo em vista que

o0 status positivo e negativo ocorreram em propor¢des similares (figura 15).

Figura 15 - Expressao dos receptores de estrégeno nas amostras de CDIS, com positividade a
esquerda e negatividade a direita (sob aumento de 400x).
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Fonte: Dados da Pesquisa (2017).
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O status para os receptores hormonais também foram avaliados no estroma, como

ferramenta comparativa. Os resultados estdo sumarizados no quadro a seguir (Quadro 3).

Quadro 3 - Quadro comparativo entre a expressdo de receptores RE e RP na lesdo e no
estroma.

Status do RE Status do RP
Lesao Estroma Lesdo Estroma
Positivo 9 8 11 11
Negativo 8 9 6 6

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Diante dos resultados, percebe-se uma concordincia entre a presenga/auséncia do
receptores hormonais supracitados. Essa evidéncia pode ser resultado de um intercambio entre
as células luminais normais e o estroma, ou ainda uma alteracdo da expressdo génica das

c€lulas estromais mediante influéncia tumoral.

5.2 CARACTERIZACAO DO CDIS

As lesdes foram analisadas juntamente com o estroma circundante e algumas
caracteristicas histopatoldgicas foram assinaladas. Observou-se a integridade das barreiras
mioepiteliais, concordando com o dignodstico de CDIS. As células mioepiteliais sdo elementos
de origem epitelial que adquiriram caracteristicas mesenquimais parciais e fungdes
contracteis. Os marcadores mais proeminentes para essas células sdo citoqueratinas basais
(5/6, 14 e 17), além de P-caderina, CD10, vimentina ¢ a-SMA. As células mioepiteliais
produzem proteinas da matriz de membrana basal, como lamininas e coldgeno IV. A LM-1
estd associada ao papel supressor de tumor dessas células, nas quais a md formacao dessa
isoforma causa desorganizacdo da barreira, evidenciada em condi¢des invasivas
(INGTHORSSON et al., 2015).

Como ja descrito, o estroma do CDIS foi classificado em trés categorias —
inflamatorio, desmoplasico e normal. Os resultados encontram-se sumarizados, por grupo de

lectinas, no quadro 4.
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Quadro 4 - Classificagdo do estroma quanto as caracteristicas histopatoldgicas.

Caracteristica predominante no estroma
Pacientes
Inflamatério (%) Desmoplasico (%)
MAL-II 47, 06% 52,94%
PNA 47, 06% 52,94%
SNA 47, 06% 52,94%
WGA 58, 82% 41,18%

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Com base nos resultados, notou-se que nenhum dos pacientes apresentaram uma
estroma na condicdo normal, com o tecido conjuntivo adjacente bem organizado, fibras
coldgenas e eldsticas com orientacdo unidirecional, bem como auséncia de infiltrado
inflamatdrio.

Para aos grupos das lectinas MAL-II, PNA e SNA, observou-se uma predominancia
discreta para um estroma desmopldsico, correspondendo a 52,94% das amostras, se
comparado ao estroma inflamatério (47,06%). Para o grupo da lectina WGA, percebeu-se
uma inversdo onde 58,82% das amostras apresentaram um estroma inflamatério, se
comparado ao desmoplasico (41,18%). Essa diferenciacdo entre o ultimo grupo descrito pode
ser explicada pelos diferentes planos de corte das lesdes para confec¢do das 1aminas, ou ainda
os campos aleatérios escolhidos para andlise.

A grande maioria dos canceres de mama estdo associados a uma resposta estromal
gerada pela presenca do tumor, assim como ocorre durante a cicatrizagdo cronica de uma
ferida. Umas das caracteristicas observadas nessa reac¢do estromal € a desmoplasia, condi¢do
estromal com aumento no nimero de fibras do tecido conjuntivo, além de uma minima
quantidade de componente celular. Este tipo de resposta estromal foi classicamente associado
a presenca de tumores com fendtipo maligno e benigno (ABBAS; MAHALINGAM, 2011).

Muitas vezes, o aumento na densidade estromal pode estar relacionada a formacao e
progressdo do tumor. Em modelos animais, observou-se que um incremento na densidade
estromal provocou um aumento de 3 vezes na formagao de tumores e metdstases, o que sugere

uma ligagc@o entre o aumento do coldgeno (através da LOX) e a progressdo tumoral. Essas
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transformagdes no estroma podem ter influéncia das alteragdes nos niveis circulantes de
hormoénios e o IGF-1, que desempenham um papel efetor na alteracao da expressdo génica em
seios densos (KHAMIS et al., 2012).

Além disso, a reagdo estromal pode ser um indicativo de remodelagdo da MEC,
secrecdo de fatores de crescimento, migracdo celular e angiogénese. Assim, ocorre aumento
acentuado da permeabilidade vascular, extravasamento de plasma, deposicdo de fibrina,
ativacdo de plaquetas e infiltracdo de células inflamatérias, culminando na presenca de um
tecido de granulacdo, que juntos resultam na liberacdo de numerosas citocinas (RUDNICK;
KUPERWASSER, 2012).

A presenca do infiltrado inflamatério é considerado um dos hallmarks do cancer,
ressaltando o importante papel das células imunes para essa doenga (figura 16). O papel
dessas células € uma verdadeira via de mao dupla; a presenca de um infiltrado inflamatério no
tecido tumoral estd associado tanto a ac¢do anti-tumoral, onde essas células do sistema imune
atuam efetivamente no controle e na eliminacdo das células neopldsicas. No entanto,
dependendo do fenétipo dessas células, pode ocorrer uma acgdo inversa; elas podem ser
moduladas pelo tumor para exercer uma fung¢do pré-tumoral. Assim, uma rea¢do imune
eficiente exige que os leucdcitos estejam no lugar certo e no tempo certo (MOUAWAD et al.,

2011).

Figura 16 - Infiltrado inflamatdrio no estroma de CDIS (sob aumento de 400x).

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).
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5.3 PROPORCAO TUMOR-ESTROMA

A presenca de células estromais localizadas préximo ou no interior do tumor é
parcialmente determinante da sua capacidade (pré) metastatica. Ao longo da dltima década, a
proporcao tumor-estroma, do inglés TSR (Tumor-stroma ratio), ganhou interesse significativo
na predicao da doenca de pacientes com cancer de mama, célon, esdfago, pulmao e cervical
(ZHANG et al., 2015). Assim, € aplicavel para varios tipos de tumores sélidos, onde
distingue-se tumores high-stromal area e low-stromal area.

Os resultados encontrados para o TSR das amostras analisadas, separadas por

pacientes de cada grupo de lectinas, estdo sumarizados no quadro a seguir (Quadro 5).

Quadro 5 - Propor¢do tumor-estroma das amostras analisadas.

Lectinas

Tumor-stroma ratio | nNray. PNA SNA WGA

(TSR) mw | @ | @ | ®
High-stromal ~50% 9 10 g 8
area
Low-stromal <50% 2 7 9 9
area

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Para os pacientes representantes das lectinas SNA e WGA, observou-se uma
predominancia discreta (ndo significativa estatisticamente) para um low-stromal area,
correspondendo a 52,94% das amostras, se comparado ao high-stromal area (47,06%). Para o
grupo de pacientes representantes da lectina MAL-II, observou-se o inverso, onde o high-
stromal area obteve 52,94%, se comparado ao low-stromal area (47,06%). Por fim, observa-
se que os pacientes representantes da lectina PNA, apresentaram maioria para um estroma
mais proeminente, com 58,82% do total. Mais uma vez, as diferencgas entre os grupos podem
ser resultado da aleatoriedade dos campos em anélise.

Em estudos com tumores de mama, os resultados para o TSR como um fator
progndstico ainda € controverso. Moorman et al. (2012) mostraram que uma alta porcentagem
de estroma prediz uma fraca sobrevivéncia em cancer de mama CDI triplo-negativo. Kruijf et

al. (2011) também estudaram o valor progndstico dessa varidvel e seus resultados
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corroboraram os estudos anteriormente descritos, mostrando que o TSR como um fator
prognéstico independente para a sobrevivéncia livre de recaida em pacientes com cancer de
mama, especialmente o tumores triplo-negativo.

Por sua vez, Downey et al. (2014) demonstraram que, em tumores CDI RE-positivos
ndo-inflamatérios, altas porcentagens de estroma estdo relacionados com uma melhor
sobrevida em ambos os géneros, destacando a importancia do status de RE para interpretacao
dos dados. Além desse estudo, Downey et al. (2015) estudaram ainda as relacdes entre o TSR
e alguns dados clinico-patolégicos em cinceres de mama inflamatérios e demonstraram que
ndo ha evidéncias de que a varidvel em questdo tenha significado progndstico nesse subtipo
de cancer de mama. Quando comparado com os dados publicados no carcinoma de mama nao
inflamatorio (anteriormente citado), observa-se que ha diferencgas na biologia do estroma dos
tumores nos diferentes tipos de cancer de mama, ressaltando a heterogeneidade do
microambiente tumoral e a importancia de considerar isso ao interpretar o valor progndstico

da TSR.

5.4 EXPRESSAO DE CARBOIDRATOS NO MICROAMBIENTE TUMORAL

Os glicidios s@o mediadores importantes na comunicacio célula-célula, contribuindo
para o intercambio de informacdes entre estas, fato importante quando se analisa as conexodes
entre o tumor € o microambiente tumoral. Sendo assim, alteracdes no perfil glicidico das
células estromais podem modular processos fisiolégicos importantes para a progressao
tumoral (VAJARIA et al. 2016).

Os resultados obtidos na andlise da expressdao dos carboidratos nas amostras estao

sumarizados no quadro abaixo (quadro 6) e ilustrados na figura 17.

Quadro 6 - Expressao dos carboidratos no estroma tumoral.

Lectinas Status N° de pacientes (%)
Positivo 11 (64,70%)
MAL-II
Negativo 6 (35,30%)
Positivo 11 (64,70%)
PNA
Negativo 6 (35,30%)
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Positivo 7 (41,18%)
e Negativo 10 (58,82%)
Positivo 8 (47,06%)
o Negativo 9 (52,94%)

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Figura 17 - Histoquimica com lectinas em amostras de CDIS (sob aumento de 400x). (A)
lectina SNA, (B) lectina MAL-II, (C) lectina WGA e (D) lectina PNA.

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

De acordo com os dados obtidos, no que diz respeito a expressdo de dcido sidlico,

observa-se que essa expressao no estroma tumoral €, em sua maioria, positiva (64,7%) para o

residuo de Sian2-3 e negativa (58,82%) para o residuo de Siaa2-6 (quadro 6). A alta

expressdo de dcidos sidlicos apresenta relacdo com o potencial metastitico nas células

tumorais, de linhagens celulares de mama e outros tecidos, tais como cervical e géstrico
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(L()PEZ—MORALES et al. 2010; WANG et al., 2009). Assim, a presenga desses residuos na
superficie celular aumenta a capacidade migratéria dessas células (CUI et al., 2011). Além
disso, durante o processo de migracdo, esses residuos de carboidratos auxiliam na
imunomodulacio através da evasdo do sistema complemento, bem como de células do sistema
imunolégico, tais como células Natural Killer, células mieloides, células dendriticas e células
T CD4* (BULL et al., 2014).

Os dados demonstraram que a expressao estromal de acido sidlico no CDIS apresenta,
em maioria, negatividade para Siaa2-6. Esse residuo estd intrinsecamente relacionado com a
mobilidade celular, uma vez que apresenta a capacidade de modular os receptores de
integrinas, proporcionando sua interacdo com o coldgeno e a fibronectina, fato essencial para
o translado na MEC (YUAN et al., 2016). Além disso, a hipersialilacao de células tumorais
podem modular a eficicia de farmacos antineoplésicos e conferir resisténcia a radioterapia
(BULL et al., 2017). Tendo em vista que o estroma atua, muitas vezes, de modo sinérgico
para a progressdo tumoral, o perfil de carboidratos dessas células podem atuar influenciando o
perfil fenotipico de células neoplasicas. Sendo assim, a expressdo de acido sidlico do estroma
pode auxiliar o tumor ao longo do processo migratdrio, permitindo uma maior invasividade.
Para o CDIS, observou-se uma maioria negativa para a expressdo deste carboidrato,
corroborando o comportamento desse tipo de tumor de mama, que ainda acumulou
modificacdes necessdrias para adquirir um perfil invasivo.

A expressao estromal de acido sidlico no CDIS apresenta, em maioria, positividade
para Siaa2-3. Burchell et al. (1999) mostraram que, em tecidos mamadrios tumorais, hd uma
maior expressdo desse residuo de carboidrato se comparados com tecidos mamdrios normais.
Além disso, os residuos de Sian2-3 estdo correlacionados positivamente com 0
comprometimento linfonodal axilar, bem como a redugdo da sobrevida global dos pacientes
(RECCHI et al., 1998; HEBBAR et al., 2003). Cui e colaboradores (2016) demonstraram que,
em linhagens MDA-MB-231, o aumento na expressdo de residuos de Siaa2-3 foi
correlacionado positivamente com a invasdo e a migracdo celular, além da modulacdo da
expressdo de moléculas envolvidas no processo de invasdo, tais como integrina 31, MMPs 2 e
9, além de COX-2. Esses dados solidificam a ideia de que os residuos carboidriticos em
questdo auxiliam para uma condicdo invasiva da doen¢a. Em confronto com os dados obtidos
nesse trabalho, nota-se que a positividade encontrada para a expressdao no microambiente
tumoral pode significar uma atividade preparatéria do mesmo para uma condi¢@o invasiva

posterior.
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No quadro abaixo (Quadro 7), encontra-se o perfil de expressao dos carboidratos no

estroma considerando a presencga/auséncia de comedos.

Quadro 7 - Perfil de expressao de carboidratos no estroma considerando a presencga/auséncia

de comedos.
Lectinas Status Comedonico | Nao-
comedonico
n (%) n (%)
MAL-II Positivo 5(29,41) 6 (35,30)
Negativo 5(29,41) 1 (5,88)
PNA Positivo 7 (41,17) 4 (23,53)
Negativo 4 (23,53) 2 (11,76)
SNA Positivo 4 (23,53) 3(17,65)
Negativo 7 (41,17) 3(17,65)
WGA Positivo 7 (41,17) 1(5,88)
Negativo 4 (23,53) 5(29,41)

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Para a expressdo do residuo GalP(1-3)-GalNac, marcado pela lectina PNA, foi
encontrado maioria positiva (64,70%) nas amostras (dados expostos no quadro 6). O residuo
em questdo, conhecido como antigeno Thomsen—Friedenreich (TF), geralmente encontra-se
mascarado por outros carboidratos em células normais. Em contrapartida, essa estrutura €
conhecida por ocorrer em cerca de 90% de todos os canceres (SINDREWICZ et al., 2016).
Esse residuo de carboidrato, por manter potenciais interacdes com a galectina-3, estd
envolvido em vdérios processos celulares fundamentais como o splicing de pré-mRNAs,
crescimento e diferenciacdo celular, regulacdo da apoptose, bem como o reconhecimento e a
adesdo celular. Com isso, esse carboidrato também estd associado com um aumento do
fenotipo maligno e metastatico (GLINSKY et al., 2001). Sendo assim, o estroma tumoral nas
amostras de CDIS demonstraram uma positividade para a expressdao desse carboidrato,
podendo ser um indicio de modulac¢ao inicial do estroma para o suporte tumoral.

Por sua vez, os residuos de GIcNAcP(1-4)-GIcNAcPB1- apresentaram uma expressao
muito proporcional no estroma das amostras de CDIS, observando-se uma negatividade muito
discreta para o mesmo (52,94%) (quadro 6). Esse residuos carboidraticos estao envolvidos em
uma série de eventos para que contribuem para a progressao tumoral. Ma e Vosseller (2014)
destacam a acdo desses residuos em varios hallmarks no cincer (HANAHAN; WEINBERG,

2011). Para a proliferagdo celular, esses carboidratos conferem estabilidade para moléculas
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envolvidas no ciclo celular, como a ciclina D e o c-myc. Esse formato de glicosilagdo propicia
ainda uma maior sobrevivéncia celular por meio da ativagdo da via NFxB, bem como
favorecem a angiogénese e ao processo de invasdo e metdstase por meio da expressdo de
VEGF/MMPs 2 e 9 e estabilidade de moléculas envolvidas na TEM, respectivamente. Os
residuos de GIcNAc atuam ainda como um “sensor nutricional”, regulando o metabolismo
energético da célula (J()ZWIAK et al., 2014). Em confronto com nossos dados, percebe-se
uma expressao discreta desse carboidrato, concordando com o fené6tipo do CDIS.

Em suma, supde-se que a expressdo dos carboidratos no estroma podem estar em
concordancia com o fendtipo que o tumor apresenta. A medida que ocorre a progressio
tumoral, mais caracteristicas vao sendo adquiridas e, por meio da modulacdo tumoral via
comunicacdo tumor-estroma, a expressdo dos carboidratos no microambiente podem ir se
modificando para atender as necessidades da doenca. Contudo, para observar essas
modificagdes, se faz necessdrio avaliar a expressdo desses carboidratos em tumores de

condi¢do invasiva.

5.5 PERFIL DE CARBOIDRATOS E DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

Como j4 descrito, os dados clinico patoldgicos apresentam uma grande importincia
para uma melhor compreensao da doenca, tendo por consequéncia um melhor delineamento
terapéutico. No quadro abaixo (quadro 8), encontram-se o perfil de expressdo estromal dos
carboidratos analisados nesse trabalho, estratificado de acordo com os dados clinico-

patoldgicos das pacientes.

Quadro 8 - Expressdo estromal dos carboidratos categorizada de acordo com o perfil clinico-
patoldgico das pacientes.

fﬁ‘;‘l’f MAL* | MAL | PNA* | PNA" | SNA" | SNA" | WGA" | WGA'
patolégicos | ™% n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Idade (anos)
<50 4(23,53) | 1(5,88) | 4(23,53) | 1(5,88) | 2(11,76) | 3(17,65) | 2(11,76) | 3 (17,65)

>50 7(41,18) | 5(2941) | 741.18) | 5(29.41) | 5(29.41) | 7(41.18) | 6(35.29) | 6 (35.29)

Tamanho
tumoral (cm)

<2,0 0(0) 1(5,88) 1(5,88) 1(5,88) 0(0) 2(11,76) | 1(5,88) 1(5,88)

2.0-5.0 6(35,29) | 4(23,53) | 8(47,06) | 1(5,88) | 5(29,41) | 4(23,53) | 5(29.41) | 4 (23,53)
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> 5.0 5(2941) | 1(5,88) | 2(11,76) | 4(23,53) | 2(11,76) | 4(23,53) | 2(11,76) | 4(23,53)
Lesoes
comedonicas
Sim 5(29.41) | 5(29.41) | 7(41,18) | 4(23,53) | 4(23,53) | 7(41,18) | 7(41,18) | 4(23,53)
Nao 6(3529) | 1(5,88) | 4(23,53) | 2(11,76) | 3(17,65) | 3(17,65) | 1(5,88) | 5(29,41)
Estrégeno
Positivo 5(29,41) | 3(17,65) | 4(23,53) | 5(29,41) | 3(17,65) | 6(35,29) | 6(35,29) | 3(17,65)
Negativo 6(35,29) | 3(17,65) | 7(41,18) | 1(5,88) | 4(23,53) | 4(23,53) | 2(11,76) | 6(35,29)
Progesterona
Positivo 7 (41,18) | 4(23,53) | 7(41,18) | 4(23,53) | 4(23,53) | 7(41,18) | 7(41,18) | 4(23,53)
Negativo 4(23,53) | 2(11,76) | 4(23,53) | 2(11,76) | 3(17,65) | 3(17,65) | 1(5.88) | 5(29.41)
TSR
>50% 7(41,18) | 2(11,76) | 7 (41,18) | 3(17,65) | 2(11,76) | 6 (35,29) | 3 (17,65) | 5(29,41)
<50% 4(23,53) | 4(23,53) | 4(23,53) | 3(17,65) | 5(29,41) | 4(23,53) | 5(29,41) | 4(23,53)

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).

Na andlise estatistica multivariada, verificou-se que ndo houve correlagdes (p < 0,05)

entre a expressao dos carboidratos estudados e os dados clinico-patolégicos explorados. Esses

resultados, de certeza, devem ser analisados sob a luz de uma populacdo amostral reduzida.

Sendo assim, estudos com um numero maior de pacientes precisam ser realizados para

conclusdes mais precisas. Abaixo, no quadro 9, seguem os resultados estatisticos obtidos para

as lectinas utilizadas ao longo do trabalho.

Quadro 9 - Analise estatistica multivariada para a expressao de carboidratos no estroma.

Lectina MAL-II

Lectina PNA

Lectina SNA

Lectina WGA

Varidveis z p> 7] z p> 7] z p> 7| y4 p> 7
Idade -0.95 | 0344 | -0.87 | 0.384 1.36 0.175 0.68 0.494
Tamanho | 1.54 0.125 | -1.78 | 0.075 | -0.26 | 0.795 0.55 0.584
RP -0.08 | 0936 | -1.37 | 0.169 | -1.23 | 0.220 0.67 0.502
RE 0.05 0.958 | -0.59 | 0.556 0.84 0.403 1.10 0.270
TSR 0.69 0.487 1.18 0.240 | -1.44 | 0.149 0.67 0.503
Comedo | -1.75 | 0.081 0.21 0.833 | -0.38 | 0.705 1.37 0.170
_-cons 0.57 0.572 1.59 | 0.112 | -0.87 | 0.384 1.10 0.272

Fonte: Dados da Pesquisa (2017).
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CONCLUSAO

L0

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Os pacientes analisados aparesentaram, em sua maioria, idade superior a 50 anos
(70,59%), tumores de tamanho superior a 2cm (88,23%) e presenca de lesdes
comedonicas (64,70%).

As amostras foram caracterizadas como carcinoma ductal in sifu, aparesentando as
caracteristicas histopatoldgicas peculiares para tal.

O estroma das amostras mostrou-se reativo, apresentando desmoplasia e/ou infiltrado
inflamatério e corroborando a premissa de que o microambiente sofre modificacdes
para dar suporte aos tumores.

A propor¢do tumor-estroma nas amostras de CDIS mostraram-se equivalentes, com
tumores high-stromal e low-stromal areas.

O estroma das amostras mostrou positividade para a expressio de residuos de Siaa2-3
e Galp(1-3)-GalNac, bem como negatividade para Siac2-6 e GlcNAcP(1-4)-
GlcNAcP1, concordando com o fenétipo ainda ndo invasivo do CDIS.

Nao houve correlacio entre os dados clinico-patolégicos analisados e a expressdao dos
carboidratos no estroma, sob a luz da populacdo amostral utilizada.

Estudos comparativos para andlise do estroma em tumores de fendtipo invasivo sdao
necessarios para obtencdo de respostas mais completas sobre a influéncia do perfil
glicobioldgico na progressdo tumoral.
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