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RESUMO 
 

O carcinoma ductal in situ (CDIS) é definido como uma proliferação neoplásica de células 

epiteliais confinadas ao sistema ductal-lobular. O fenótipo expresso por estes tumores não são 

provenientes apenas das características celulares malignas, sendo influenciado também pelo 

microambiente tumoral. Assim, busca-se incessantemente por biomarcadores no estroma que 

expliquem alguns padrões fenotípicos tumorais. Nesse contexto, destacam-se os carboidratos, 

visto que a glicosilação é a modificação pós-traducional mais abundante nas proteínas. Assim, 

esse trabalho tem por objetivo avaliar o padrão de carboidratos do estroma de carcinomas 

ductais in situ e suas possíveis relações com os dados clínico-patológicos. Para isso, foi 

realizada a caracterização dos pacientes do estudo (n=17) quanto aos dados clínico-

patológicos, bem como a caracterização histológica do estroma de CDIS. Além disso, foi 

identificada a proporção tumor-estroma das amostras e o perfil de carboidratos do estroma 

através de histoquímica com lectinas WGA, PNA, SNA e MAL-II. Por fim, foram avaliadas 

as possíveis relações da expressão de carboidratos no estroma e as características clínico-

patológicas 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 presença de lesões comedônicas (64,70%). Para a expressão de 

receptores hormonais, observou-se que os status positivo e negativo ocorreram em proporções 

similares. Na caracterização histológica, notou-se a integridade das barreiras mioepiteliais, 

concordando com o dignóstico de CDIS, além da presença de traços de desmoplasia e 

infiltrado inflamatório. Além disso, para a proporção 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 análise de 

expressão dos carboidratos no estroma, observou-se maioria em positividade para os resíduos 

de Siaα2-3 (64,7%) e Galȕ(1-3)-GalNac (64,70%) e maioria em negatividade para os resíduos 

de Siaα2-6 (58,82%) e GlcNAcȕ(1-4)-GlcNAcȕ1- (52,94%). Na análise estatística 

multivariada, verificou-se que não houve correlações (p < 0,05) entre a expressão dos 

carboidratos estudados e os dados clínico-patológicos explorados. Sendo assim, o perfil 

diferencial de carboidratos pode influenciar nas relações tumor-estroma, embora que, para 

resultados mais conclusivos, sejam necessários estudos comparativos para análise do estroma 

em tumores de fenótipo invasivo. 

Palavras-chave: Glicobiologia. Câncer 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 Siaα2-3 

(64.7%) and Galȕ(1-3)-GalNac (64.70%) and most negativity for residues of Siaα2-6 

(58.82%) and GlcNAcȕ(1-4)-GlcNAcȕ1- (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 INTRODUÇÃO  
 

 O câncer de mama é caracterizado por ser uma doença complexa e heterogênea, 

apresentando-se como um dos tumores malignos mais comuns em mulheres de todo o mundo 

(ANDÒ et al., 2014). O carcinoma ductal in situ (CDIS) é definido como uma proliferação 

neoplásica de células epiteliais confinadas ao sistema ductal-lobular, sendo caracterizado por 

atipia citológica, bem como uma tendência a progredir para uma condição de carcinoma 

invasivo. No geral, ocorre em uma proporção de 20-25% dentre os cânceres de mama 

(CARRARO et al., 2014). 

 Com base num elevado grau de heterogeneidade, o carcinoma mamário não pode ser 

visto como uma única entidade clínico-patológica (VIALE, 2012). As particularidades 

expressas pelos tumores não são provenientes apenas de marcas intrínsecas da malignidade. O 

ambiente no qual se encontra o tumor, seja pelas condições químicas ou pelas populações 

celulares residentes ou transitórias, influencia de modo efetivo nos padrões de  proliferação, 

diferenciação, invasividade e responsividade às terapias convencionais (HU; POLYAK, 2008; 

SEMENZA, 2015). Desse modo, analisar as relações tumor-estroma é fundamental para 

compreender os mecanismos de progressão tumoral. 

 Assim, busca-se incessantemente por biomarcadores no estroma que expliquem alguns 

padrões fenotípicos tumorais. Nesse contexto, destacam-se os carboidratos, macromoléculas 

essenciais para a fisiologia celular, intensamente envolvidos nos processos de interação 

celular. Em eucariotos, em torno de 50% das proteinas são glicosiladas ao longo de sua 

construção, corroborando que a glicosilação é a modificação pós-traducional mais abundante 

nas proteínas (TAKAHASHI et al., 2016). Durante a carcinogênese, podem ocorrer alterações 

nos padrões de carboidratos da superfície da célula neoplásica, atuando em sinergia com 

outros fatores moleculares para a malignidade (VAJARIA et al. 2016).  

 Contudo, com base na literatura existente, estudos que analisem as alterações dos 

carboidratos à nível estromal do CDIS ainda são escassos. Observa-se, portanto, a necessidade 

de entender as modificações estromais ocorridas no início da progressão tumoral que 

direcionam, por vezes, os tumores malignos para uma condição invasiva. Assim, esse trabalho 

tem por objetivo avaliar o padrão de carboidratos do estroma de carcinomas ductais in situ e 

suas possíveis relações com os dados clínico-patológicos.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  
 

 
2.1  A MAMA 

 A mama humana desenvolve-se sob a influência genética e hormonal a partir da 

camada germinativa ectoderme durante a quarta semana de vida embrionária (Figura 1). Os 

espessamentos ectodérmicos (denominados cumes mamários) surgem em humanos no peito, 

ao nível do quarto espaço intercostal e forma o broto mamário por volta da quinta semana de 

gestação (Fig. 1A) (ELLIS; MAHADEVAN, 2013). Entre a quinta e décima segunda semana, 

o broto mamário primário cresce para baixo, formando gomos secundários e lóbulos 

mamários (Fig. 1B-D). A partir da décima segunda semana, as papilas secundárias continuam 

a alongar-se, formando uma rede complexa de ductos mamários dispostos radialmente, que 

ligam o mamilo em desenvolvimento (invertido) com os lóbulos mamários em crescimento 

(Fig. 1E). O mamilo normalmente everte após o nascimento devido à proliferação lubrificante 

das glândulas sebáceas e o desenvolvimento do tecido eréctil, bem como ocorre o aumento da 

pigmentação circundante da aréola (GEDDES, 2007). O estroma da mama (gordura, 

ligamentos, nervos, artérias, veias e vasos linfáticos) desenvolve-se ao longo de toda a 

gestação. Após a cessação dos efeitos dos hormônios maternos após nascimento, os seios não 

sofrem alterações até a puberdade (JESINGER, 2014).  

Figura 1 - O desenvolvimento embrionário 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 é do tipo túbulo-alveolar, variável de acordo com o sexo, a idade e 

o estado fisiológico, constituídos por 15-20 seções denominadas lobos, separados por tecido 

fibroso. Os lobos são constituidos por um conjunto de lóbulos, que se ligam à papila através 

de um ducto lactífero. Os lóbulos, por sua vez, são compostos por um grupo de ácinos, 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 lactação, há uma diminuição na 

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

aumenta (JONES; SPENCER, 2007).  

 

Figura 2 - Anatomia da glândula mamária. 

 

Fonte: NETTER (2015) 

 

 O suprimento de sangue da mama é uma rede rica em anastomoses derivada das 

artérias axilares torácicas internas e artérias intercostais (Figura 3). Os maiores vasos surgem 

a partir da artéria torácica interna, onde os ramos que perfuram a parede torácica adjacente ao 
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esterno do primeiro ao quarto espaço intercostal.  Os quatro ramos da artéria axilar são: (1) 

torácico superior, (2) ramo peitoral acromiotorácico, (3) torácico lateral e (4) subescapular. 

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

 

Figura 3 - Suprimento sanguíneo arterial da mama 

 

Fonte: MACÉA; FREGNANI (2006) (Adaptado) 

 

 Além do suprimento sanguíneo, a importância da drenagem linfática da mama é 

evidente. Os gânglios linfáticos axilares variam em número entre 20 e 30 e são divididos em 

cinco grupos anatômicos não totalmente distintos (Figura 4) (ELLIS, 2014). Cirurgiões 

costumam classificar os linfonodos axilares em níveis de acordo com a sua relação com o 

músculo peitoral menor. Assim, os nódulos linfáticos localizados lateralmente ou por baixo a 

margem inferior do músculo peitoral menor (anteriores, posteriores e laterais) são 

classificados como gânglios linfáticos do nível I. Os gânglios linfáticos localizados 

profundamente em relação ao músculo peitoral menor constituem o nível II e são 

representados pelos linfonodos centrais e alguns gânglios linfáticos apicais. Finalmente, os 

gânglios linfáticos localizados medial ou superiormente à margem superior do músculo 

peitoral menor constituem nível III dos gânglios linfáticos, e este inclue os gânglios linfáticos 

apicais (MACÉA; FREGNANI, 2006). 
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Figura 4 - Linfonodos axilares responsáveis pela drenagem linfática da mama 

 

Fonte: MACÉA; FREGNANI (2006) (Adaptado) 

 

2.1.1 Influência hormonal  

  

 A glândula mamária abriga o extraordinário potencial de proliferação e diferenciação 

celular (Figura 5). O desenvolvimento da glândula mamária independente de ação hormonal 

até a puberdade. Neste período, com a produção de estrogênio liberado pelo ovário, 

juntamente com o fator de crescimento semelhante à insulina (IGF) ocorre o estímulo para a  

morfogênese de ramificação (AMERONGEN et al., 2012). Sendo assim, o estrógeno é de 

suma importância para o crescimento e maturação das glândulas mamárias, sendo associado, 

muitas vezes, ao estabelecimento do câncer de mama (HALDOSÉN et al. 2014). Uma das 

principais mudanças ocorridas por estímulo hormonal é a invasão de tecido adiposo na região 

periférica da mama, arredondando-a, de modo a coincidir com a menstruação. A perda 

completa da expressão do receptor de estrógeno (RE), tanto no epitélio quanto no estroma 

leva a formação de uma glândula mamária rudimentar. Contudo, quando ocorre um epitélio 

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

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

 

Figura 5 - Desenho esquemático dos diferentes estágios do desenvolvimento da glândula 
mamária. 

 

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

 

 Os REs são membros da superfamília dos receptores nucleares que possibilitam os 

efeitos fisiológicos do estrogênio nos tecidos alvos, encontrados como receptores do tipo α ou 

ȕ. Esses receptores possuem em sua estrutura proteica domínios de ligação a outras moléculas 

(Figura 6). Ao se ligar a um ligante, como o 17b-estradiol (E2), eles recrutam coativadores ou 

correpressores e iniciam ou reprimem a transcrição, atuando como fatores de transcrição ou 

interagindo e alterando a atividade de outros fatores de transcrição. Assim, ligam-se 

diretamente às regiões de resposta ao estrogênio no DNA, desencadeando suas respectivas 

funções biológicas. Em condições específicas, como quando há uma sinalização exacerbada 

de fatores de crescimento, podem ocorrer alterações nos padrões de atividade do receptor 

(THOMAS; GUSTAFSSON, 2015a). 

 



23 

 

 

Figura 6 - Domínios proteicos do receptor de estrógeno. As letras maiúsculas no interior das 
barras coloridas indicam a presença de diferentes domínios proteicos do RE (A-F). Os 

números expressos na figura indicam o número de aminoácidos de cada domínio. 

 

Fonte: THOMAS; GUSTAFSSON (2015) (Adaptado) 

 

 Nas mulheres pré-menopáusicas, o REα foi bem localizado principalmente na camada 

celular epitelial interna (ácinos e ductos intralobulares) e nas células mioepiteliais da camada 

externa de ductos interlobulares. Por sua vez, o REȕ foi encontrado tantos em células 

epiteliais quanto em células estromais. Em mulheres pós-menopáusicas, o REα é expresso em 

menos de 10% das células epiteliais mamárias normais, enquanto o REȕ é expresso em mais 

de 50% dessas células (HUANG et al., 2015). Nesse período da vida, as células estromais 

expressam REȕ nuclear, mas não REα. Os receptores α e ȕ apresentam funções distintas, onde 

o REα é responsável pelo efeito proliferativo do estrogênio por meio de algumas vias de 

sinalização de sinal, tais como AP-1/c-Jun, ATF-2, NF-κB, p53, SP-1, and STAT 

(TECALCO-CRUZ et al. 2017) e o REȕ reprime a proliferação e é pró-apoptótico 

(BRISKEN; O'MALLEY, 2010; PIPERIGKOU et al. 2016). 

 Um outro hormônio que exerce influência sobre as mamas é a progesterona, cuja 

atividade ocorre por meio de ativação do receptor de progesterona (RP), que possuem o 

estrógeno como coativador. Assim, há a garantia de que as funções de diferenciação do RP 

não sejam ativadas antes do estrogênio ter realizado as mudanças estruturais necessárias na 

mama e no útero, preparando esses tecidos para gestação e lactação, respectivamente 

(THOMAS; GUSTAFSSON, 2015b).  

 Durante o período gestacional, observa-se o desenvolvimento de uma árvore ductal 

totalmente diferenciada capaz de secretar leite (Figura 5). A liberação de progesterona, 

inicialmente do ovário e mais tarde a partir da placenta, induz uma ramificação generalizada 

que, juntamente com a prolactina, induz a formação de alvéolos necessárias à lactação. Além 

disso, o tecido adiposo interlobular perde seu teor lipídico para abrir caminho para estas 

estruturas alveolares, que se assemelham a um cacho de uvas, com rápida expansão com 
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secreções de leite, bem como a formação de uma rede complexa de vasos sanguíneos (KENT, 

2007).  

 No cessação de desmame, um processo de dois estágios da involução ocorre para a 

glândula mamária retornar ao seu estado pré-gravidez. A primeira fase de involução é 

caracterizada por compreender os passos iniciais da decomposição da matriz extracelular 

(MEC) e uma pequena quantidade de apoptose dentro da camada epitelial. A segunda fase, 

por sua vez, envolve a rápida apoptose de alvéolos, afluxo de células imunológicas e 

reorganização da MEC, por meio do aumento dos níveis de Transforming Growth Factor 

(TGF) 1 e 3 e metaloproteases de matriz (MMP) 2, 3 e 9, bem como o retorno do componente 

lípido dos adipócitos que haviam sido perdidos durante a gravidez (O’BRIEN et al., 2010).  

 Portanto, ao longo da vida, as mamas passam por muitas variações anatômicas e 

fisiológicas, em grande parte, devido às alterações hormonais. Sendo assim, é necessário um 

rigoroso controle entre os ciclos de proliferação e de morte celular programada para manter a 

homeostase da glândula. Contudo, podem ocorrer erros nesses programas de controle, 

acarretando em algumas doenças, dentre elas o câncer de mama. 

 

2.2  CÂNCER DE MAMA 
 

 
 O câncer de mama é uma doença heterogênea com inúmeras formas clínicas e 

histológicas. Para o Brasil, no biênio de 2018-2019, são esperados 59.700 casos novos de 

câncer de mama, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres (BRASIL, 

2016). Depois do tumor de pele não melanoma, esse tipo de câncer também é o primeiro mais 

frequente nas mulheres. Sugere-se que a progressão e a resposta ao tratamento seja baseada 

em evidências clínicas, características histológicas do tecido tumoral e métodos moleculares 

que demonstram anormalidades na expressão gênica (DUECHLER et al., 2014).  

 O câncer de mama pode surgir em diferentes locais da glândula, 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), câncer de mama inflamatório, doença de Paget e os tipos raros de 

câncer de mama, que incluem linfomas, angiossarcomas, metaplásticos, entre outros 

(PINDER et al. 2010; CARRARO et al., 2014).  

 O CDIS é definido como uma proliferação neoplásica de células epiteliais confinadas 

ao sistema ductal-lobular, sendo caracterizado por atipia citológica, bem como uma tendência 
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a progredir para uma condição de carcinoma invasivo. No geral, é tipicamente não palpável, 

assintomático e descoberto incidentalmente como microcalcificações suspeitas. Atualmente, 

ocorre em uma proporção de 20-25% dentre os cânceres de mama. Alguns fatores de risco 

aumentam a incidência de CDIS, dentre eles idade avançada, doença benigna prévia da mama, 

histórico familiar de câncer de mama em parentes de primeiro grau, idade tardia da 

menopausa e uso prolongado de terapia de reposição hormonal pós-menopausa (CARRARO 

et al., 2014).  

 Grande parte dos sistemas de classificação atuais categoriza o CDIS com base em 

características citonucleares, culminando em diferentes prognósticos. Sendo assim, os 

tumores in situ podem ser divididos em grau baixo, intermediário ou alto (PINDER et al. 

2010). O CDIS de alto grau é caracterizado por células grandes pleomórficas com variação 

em tamanho e forma, bem como ausência de polaridade. Além disso, apresenta cromatina 

densa, nucléolos proeminentes e mitoses muitas vezes abundantes. O núcleo tende a ter 

contornos irregulares, mostrando-se ampliados (2,5 a 3 vezes o tamanho de um eritrócito). O 

CDIS de baixo grau, por sua vez, é composto por células mais uniformes, com núcleos 

arredondados, localizados centralmente no citoplasma (os núcleos são 1 a 2 vezes o tamanho 

de um eritrócito). As células tumorais geralmente estão dispostas em padrões bem ordenados, 

demonstrando polaridade, além de arquiteturas mitóticas escassas. O CDIS de grau 

intermediário exibem pleomorfismo moderado, ausência da uniformidade encontrada em uma 

lesão de baixo grau. Podem ocorrer a presença de nucléolos ocasionais. Intrinsicamente, essas 

lesões são aquelas excluídas de um diagnóstico de baixo e alto grau (BROWN; PINDER, 

2012).  

 O CDIS pode ser classificado quanto à sua morfologia e fisiologia celular. Observa-se 

que os tumores in situ podem ser divididos em duas categorias no que diz respeito à presença 

de centros necróticos - lesões comedônicas e não comedônicas. As primeiras são 

caracterizadas por alto grau celular, necrose central proeminente e microcalcificações 

pleomórficas, negatividade para a expressão RE, amplificação frequente do gene HER2, 

mutações no gene supressor p53 e elevadas taxas de proliferação, culminando em um 

prognóstico mais reservado. Por sua vez, as últimas apresentam geralmente baixo grau 

celular, positividade para RE, negatividade para amplificação de HER2, baixa taxa de 

mutações no gene p53 e baixas taxas de proliferação. Focos de microinvasão e angiogênese 

são mais comuns em lesões comedônicas, em comparação com lesões não comedônicas 

(SIZIOPIKOU, 2013). 
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 Além disso, o CDIS pode exibir padrões de arquitetura morfológica tecidual 

assumidas pelas células tumorais (figura 7). Em um mesmo tumor, pode se encontrar mais de 

um subtipo tipo morfológico, embora um deles na maioria das vezes seja mais predominante. 

O subtipo sólido é 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, espaços entre as células tumorais são crivados 

formando “ilhas” vazias de células. São geralmente encontrados nos tumores de baixo grau, 

com células de formato uniforme e localização nuclear central, podendo estar ou não 

associados à necrose. Por sua vez, o subtipo papilar caracteriza-se por populações uniformes 

de células dispostas em torno de eixos conjuntivos vasculares, projetando-se para dentro do 

ducto. A forma micropapilar assume um formato semelhante, embora não exiba o eixo 

conjuntivo vascular (JAFFER; BLEIWEISS, 2002).  

 

Figura 7 - Subtipos morfológicos de CDIS. (5A) CDIS sólido [100X – coloração HE]; (5B) 
CDIS cribiforme [200X – coloração HE]; (5C) CDIS micropapilar [100X – coloração HE] e 

(5D) CDIS comedônico [100X – coloração HE]. A seta aponta uma região de necrose. 

 

 
Fonte: SCHUH (2011) 
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 Além da classificação morfológica, o uso de perfis de expressão gênica tem sido 

aplicado para o estudo do câncer de mama, buscando desvendar a base molecular das 

características biológicas. Assim, com base na expressão de alguns marcadores, o câncer 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 imunofenotípicos para a classificação molecular dos tumores de mama. 

Subtipo molecular Padrão de imunomarcação 

Luminal A Representa cerca de 60% dos carcinomas de mama, bem como baixo 

grau histológico e o melhor prognóstico. Apresentam positividade 

para RE e RP, e negatividade para superexpressão de HER-2, além 

de um indice de ki-67 < 14% 

Luminal B Apresenta um pior prognóstico se comparado ao luminal A. Possuem 

positividade para RE e RP, um índice de ki-67≥14%, podendo ser 

positivo ou negativo para superexpressão de HER-2. No primeiro 

caso, é atribuida a nomenclatura luminal HER-2. 

Superexpressão de 

HER-2 

Esse subgrupo possui o pior prognóstico em relação aos demais 

subtipos. Possuem negatividade para os receptores hormonais RE e 

RP, com positividade para a superexpressão da oncoproteína HER-2. 

Basaloide Esse subtipo é caracterizado por alto grau histológico, elevado índice 

mitótico, presença de áreas de necrose central e infiltrado 

linfocitário. Apresenta negatividade para RE, RP e HER-2. Além 

disso, destaca-se a baixa expressão de BRCA1 e positividade para a 

expressão 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 é de grande importância para o diagnóstico e 

terapêutica subsequente. A partir da associação de determinados marcadores 

imunohistoquímicos aos subtipos dessa patologia surgiram novas estratégias terapêuticas para 

agir em co-adjuvância com as terapias convencionais. Assim, os tumores com expressão de 
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receptores hormonais podem ser tratados com sucesso por anti-estrogênios ou ainda inibidores 

de aromatase. Por sua vez, os tumores com superexpressão de HER2, tem se utilizado 

anticorpos anti-HER2, tais como o trastuzumab ou inibidores de cinase HER2 (DITTMER; 

LEYH, 2015).  

À cada dia, pesquisas visam propor novos métodos terapêuticos para limitar o 

crescimento dos carcinomas de mama e suas possíveis colonizações em outros tecidos. 

Entretanto, essa patologia apresenta uma complexidade intrínseca e grande diversidade na sua 

capacidade de resposta ao tratamento, onde há influências genéticas e microambientais 

(MANGIA et al., 2011). Sendo assim, para a aquisição de características fenotípicas 

favoráveis à progressão e metástase, os tumores não se utilizam apenas de propriedades 

intrínsecas, mas são modulados pelo ambiente onde estão inseridos. 

 

2.3 FATORES CLÍNICO-PATOLÓGICOS 

  

 Como já descrito, o câncer de mama é uma doença extremamente heterogênea. Desse 

modo, busca-se características e correlações entre estas que gerem padrões fenotípicos 

especificos para facilitar o prognóstico e a terapêutica. A classificação histopatológica do 

carcinoma mamário é baseada na diversidade das características morfológicas dos tumores 

(VIALE, 2012), que, atrelada às características clínicas fornecem um panorama da doença, 

classificando-a em diversos subtipos e estabelecendo prognósticos específicos.   

 No câncer de mama, à princípio, a classificação dos tumores baseava-se nas 

características histológicas categorizando-os de acordo com a localização ao longo da 

arquitetura mamária, bem como na determinação do estado de comprometimento linfonodal, 

no tamanho tumoral e no grau tumoral. Além disso, os dados clínicos como idade, status 

menopausal, uso de reposição hormonal, dentre outros, atuavam em sinergia para a 

compreensão da patologia (HAN; MAGLIOCCO, 2016). 

 Posteriormente, técnicas específicas mostraram que os tumores de mama poderiam ser 

classificados em subtipos moleculares de acordo com seu perfil de expressão para receptores 

hormonais e de amplicação de sinal proliferativo. Esse fato proporcionou mudanças no olhar 

clínico para o câncer de mama, perpassando o âmbito prognóstico e terapêutico 

(hormonoterapia e imunoterapia) (LEONG; ZHUANG, 2011).  

 Mais recentemente, a cancerologia experimental busca encontrar novos biomarcadores  

e investigar as possíveis correlações destes com os dados clínico-patológicos, permitindo 

aprofundar a  categorização dos tumores mamários, com o objetivo final de obter reflexos na 
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terapêutica, visto que ainda há muitas limitações nesse aspecto em grande parte resultado da 

heterogeneidade da doença. No caso dos tumores in situ, observa-se um menor número de 

trabalhos sobre estes se comparados à condição invasiva. Nesse sentido, ressalta-se a 

importância de compreender os estágios iniciais da progressão tumoral para uma melhor 

visualização do panorama geral do câncer de mama. 

 

2.4  MICROAMBIENTE TUMORAL  
 

 O tumor epitelial encontra-se envolvido em um microambiente tumoral, onde as 

condições físico-químicas e as populações de células residentes influenciam diretamente na 

progressão tumoral. Dessa forma, há uma co-evolução entre as células tumorais e as células 

estromais de modo que o microambiente tumoral possa modificar a proliferação, 

sobrevivência, polaridade, diferenciação, capacidade de invasão e metástase das células 

cancerígenas. Contudo, os mecanismos moleculares desses efeitos são pobremente 

compreendidos (HU; POLYAK, 2008). 

 O estroma tumoral pode ser subdividido em: um ambiente químico, onde destacam-se 

a pressão de O2 (PO2), o pH e a concentração de outras pequenas moléculas e metabólitos; e 

um ambiente celular, incluindo as células tumorais, células estromais e a MEC produzida por 

elas (SEMENZA, 2015). Sendo assim, a combinação desses componentes faz do 

microambiente tumoral um ambiente variável tanto em organismos distintos, quanto em 

diferentes nichos metastáticos em um mesmo indivíduo.  

 

2.4.1 Condições físico-químicas  

 

 A PO2 é um importante parâmetro para analisar o microambiente tumoral, tendo em 

vista que é um gás indispensável para o metabolismo celular. A rápida proliferação celular das 

células cancerosas resulta em regiões de hipóxia, ou seja, baixa concentração do gás em 

algumas regiões do tumor. Como resposta, o tecido com déficit de O2 retém os fatores de 

hipóxia (HIFs), que seriam degradados em proteossomas. Desse modo, as isoformas das 

subunidades (α e ȕ) são translocadas para o núcleo, onde se tornam fatores de transcrição para 

diferentes conjuntos de genes responsáveis pela proliferação, sobrevivência das células e 

angiogênese (BLAZEJCZYK et al. 2015). 

 Os HIFs atuam alterando a expressão de genes envolvidos principalmente no 

suprimento sanguíneo e no metabolismo em resposta à baixa concentração de oxigênio. A 
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formação de novos vasos sanguíneos é denominada de angiogênese e esse processo 

desempenha um papel crucial no crescimento tumoral e metástase (NALWOGA et al., 2016). 

Se comparados com vasos sanguíneos normais, os vasos tumorais apresentam propriedades 

morfológicas e funcionais alteradas em áreas de hipóxia. Dentre as diferenças principais, 

ressalta-se defeitos com a ramificação, perda da interconexão celular, aumento da proliferação 

em 50-200 vezes, anormalidades citogenéticas como aneuploidia e cromossomos anormais, 

além de maior responsidade aos fatores de crescimento como o EGF e resistências a alguns 

agentes quimioterápicos (BLAZEJCZYK et al. 2015). Nessa perspectiva, a estrutura do 

sistema vascular tem sido demonstrado ser crucial para a distribuição de fármacos a todas as 

células no tumor, sendo tais variações influentes na resposta terapêutica.  

 Alguns fatores de crescimento que regulam o processo de angiogênese. 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 (TGFα) e o fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), além de algumas citocinas, como as interleucinas 1, 6 e 8 e o 

fator de necrose tumoral alfa (TNFα), sendo as células do microambiente também fonte 

dessas moléculas (WU; DAI, 2016). 

 No que se refere ao metabolismo, com a diminuição da concentração de O2, as células 

tumorais adaptam suas atividades metabólicas para continuar a proliferação celular. Uma das 

estratégias utilizadas é fazer uso da fermentação para produção de ATP, tendo em vista que 

este processo não necessita de oxigênio. Porém, além do saldo energético ser bem menor que 

a fosforilação oxidativa, a atividade fermentativa aumenta a concentração de substâncias 

ácidas, tais como o lactato, aumentando a acidez do meio. Assim, as células tumorais 

precisam encontrar mecanismos de eliminar o acúmulo de tais moléculas e adaptar o seu 

microambiente às novas condições físico-químicas (LIBERTI; LOCASALE, 2016).  

 O pH também é uma condição muito importante para a homeostase celular, 

influenciando na morfologia e fisiologia do sistema biológico. Com já descrito, as células 

cancerígenas, por necessidades metabólicas, geralmente tornam o pH intracelular ácido. Dessa 

forma, faz-se necessário estratégias para o bombeamento dos prótons (H+) acumulados para 

fora da célula tumoral. Nesse contexto, destacam-se as anidrases carbônicas, transportadores 

de monocarboxilato, bem como os transportadores de HCO3-, sendo este último tipo muito 

presente na regulação do pH no câncer de mama, por meio de um co-transportador Na+/ 

HCO3- (BOEDTKJER et al., 2013). Assim, os prótons H+ são direcionados ao meio 

extracelular, tornando o microambiente com um alto grau de acidez. Por consequência, ocorre 



31 

 

 

o aumento da proliferação celular, migração e invasão, devido a ativação de canais iônicos, 

proteínas e vias de sinalização específicas (Figura 8) (DAMAGHI et al., 2013). 

 
Figura 8 - Efeito da alteração de pH no processo de malignidade do câncer de mama.  

 

Fonte: DAMAGHI et al. (2013) 

 

 Além da concentração de O2 e do pH, algumas moléculas estão presentes no 

microambiente tumoral e influenciam diretamente nas condições fisico-químicas desse meio, 

podendo favorecer as células tumorais em sua proliferação, disseminação e neocolonização 

metastática. O óxido nítrico (NO) é um gás instável, lipossolúvel e de ação parácrina. O 

mesmo pode ser encontrado no estroma tumoral e apresenta um importante papel no processo 

de angiogênese, auxiliando na disseminação de células tumorais (CHOUDHARI et al., 2013). 

Alguns íons também exercem influência sobre a progressão tumoral, por meio de alteração da 

expressão de oncogenes e supressores tumorais, além de agir como cofator de muitas enzimas 

envolvidas no câncer. Assim, as condições fisico-químicas encontradas no meio extracelular 

influenciam diretamente na progressão tumoral. 

 

2.4.2 Populações celulares do estroma   

 

 Além dos aspectos físico-químicos, o microambiente tumoral abriga uma grande 

variedade de tipos celulares, com os quais mantem conexões físicas e/ou moleculares. Essas 

células, residentes ou transitórias no estroma tumoral, auxiliam emitindo sinais para as células 

tumorais, bem como recebendo sinais das mesmas para modificação do seu perfil fenotípico, 
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em detrimento às necessidades do tumor. Dentre as principais populações celulares, cabe 

ressaltar os fibroblastos, células endoteliais, perícitos, macrófagos, neutrófilos, células 

supressoras derivadas da medula óssea (MDSCs) e células-tronco cancerígenas (CHANMEE 

et al., 2016). 

 Os fibroblastos são células responsáveis pela secreção da maiorias das proteínas que 

compõem a matriz extracelular dos tecidos conjuntivos, principalmente em torno das 

glândulas mamárias. Essas células, por suas características morfofisiológicas, são derivadas 

das células estromais mesenquimais (PASANEN et al., 2016). Entretanto, podem modificar 

seu perfil fenotípico quando envolvidas no estroma tumoral e originar diferentes 

subpopulações com funções distintas (GANDELLINI et al., 2015). Aproximadamente 80% 

dos fibroblastos presentes no estroma do câncer de mama adquirem um fenótipo agressivo e 

contribuem para o crescimento, invasão e metástase, através da ativação parácrina por vários 

fatores de crescimento, citocinas, proteases e hormônios. Sendo assim, esses fibroblastos 

ativados são denominados de cancer-associated fibroblasts (CAFs) (LUO et al., 2015).  

 Os CAFs são originados no microambiente tumoral como resultado da (1) ativação de 

fibroblastos residentes, (2) das células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea, (3) 

de células do câncer que sofreram transição epitélio mesenquimal (TEM), dentre outros 

fatores. A modificação fenotípica pode ocorrer devido a substâncias secretadas por células 

neoplásicas, como TGF-ȕ e CXCL12/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 progressão tumoral de vários modos. Dentre 

estes, destacam-se a ativação de proteases, que remodelam a MEC possibilitando novas vias 

de disseminação de células cancerígenas, além da ativação 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 atuação dos CAFs é por meio da produção de fatores de 

crescimento, tais como o hepatocyte growth factor (HGF), VEGFA e EGF, que ativa vias de 

sinalização responsáveis pela progressão tumoral. Por conseguinte, outras classes de 

moléculas moduladas pelos CAFs são as citocinas, como algumas interleucinas, interférons e 

membros do fator de necrose tumoral (TNFα), bem como genes supressores tumorais, com 

destaque para a proteína p53 e enzimas envolvidas no metabolismo energético celular 

(RÄSÄNEN; VAHERI, 2010).  

 Sendo assim, por meio dos modos supracitados, os CAFs contribuem para muitas 

características do câncer através da interação com células neoplásicas e células do sistema 

imunológico (Figura 9), tais como manutenção dos sinais proliferativos, perda dos 
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supressores tumorais e resistência à morte celular, desregulação da bioenergética celular, 

inflamação, invasão e metástase, instabilidade genômica e mutação, além de auxiliar na 

indução da angiogênese e evitar a destruição pelo sistema imune (TOMMELEIN et al., 2015; 

HARPER; SAINSON, 2014). 

 
Figura 9 - Interação dos CAFs com células neoplásicas e células do sistema imunológico.  

 

Fonte: HARPER; SAINSON (2014) 

 

 As células endoteliais são responsáveis pela manutenção da homeostase vascular, de 

modo que o fluxo sanguíneo e a integridade vascular sejam contínuos. Geralmente, quando 

não ativadas, elas atuam com propriedades anti-coagulantes, anti-inflamatórias e anti-

adesivas, por meio da regulação de plaquetas e células sanguíneas. Em contrapartida, quando 

ativadas em condições normais, sofrem mudanças dinâmicas ra adequarem-se às novas 

condições microambientais (BLAZEJCZYK et al., 2015). 

 O microambiente tumoral é fonte de muitas moléculas necessárias para a ativação das 

células endoteliais, tais como VEGF, FGF-2, PDGF, PlGF, TGFȕ, IL-8, e a produção das 

mesmas pode ser realizada por meio das células cancerígenas, bem como das demais células 

que compõem o estroma (SHARMA et al., 2016). As células endoteliais envolvidas pelo 
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microambiente tumoral possuem características distintas das que se encontram em condições 

normais, tanto nos aspectos morfológicos, quanto nos aspectos funcionais, sendo 

caracterizadas por seus vasos possuírem um fluxo sanguíneo caótico, uma diapedese 

prejudicada, além de anormalidades estruturais e aberrações das propriedades adesivas. Logo, 

quando em um contexto tumoral, as células endoteliais são denominadas de tumor-associated 

endothelial cells (TECs) (WU; DAI, 2016).  

 As TECs podem modular o sistema imunológico de diversos modos (Figura 10), 

dentre eles, ressalta-se a redução de expressão de E-selectinas, intercellular adhesion 

molecule 1 (ICAM1), ICAM2 and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1), que facilita a 

diapedese de células T mediada por integrinas (TURLEY et al., 2015). Além disso, as TECs 

podem suprimir a função de células T através da migração de myeloid-derived suppressor 

cells (MDSCs) da corrente sanguínea para o interior do tumor, como também por meio de 

moléculas inibidoras como programmed cell death ligand 1 (PDL1) e PDL2. A liberação de 

fatores solúveis como prostaglandina E2, IL-6, TGF-ȕ, VEGF também exercem influência 

sobre a resposta de células T (TALMADGE; GABRILOVICH, 2013; WU; DAI, 2016). 

 Assim, por serem uma interface entre as células sanguíneas, as células tumorais e a 

MEC, as células endoteliais são moduladas pelo ambiente tumoral e exercem influência sobre 

o mesmo, possibilitando ao câncer propriedades importantes para sua progressão, como 

organização do estroma, recrutamento de leucócitos, angiogênese, e por consequência, 

invasão e metástase (SHARMA et al., 2016).  
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Figura 10 - Interação das células endoteliais com células do sistema imunológico.  

 

Fonte: WU; DAI (2016) (Adaptado). 
 

 Os perícitos são células contrácteis em íntimo contato com células endoteliais em 

capilares e vênulas. Várias vias de sinalização estão envolvidas nos processos de 

recrutamento, diferenciação e função dos perícitos, tais como PDGF, TGFȕ, angiopoietina e 

membros da família NOTCH (PIETRAS; ÖSTMAN, 2010). 

  Grande parte da interface entre perícitos e células endoteliais é separado por uma 

membrana basal. Entretanto, em alguns pontos, há o contato entre as duas células. Embora a 

quantidade desses contatos possa variar entre os diferentes tecidos, em média há 1.000 

contatos para uma única célula endotelial. Morfologicamente, o tipo mais comum de contato 

são do tipo peg-socket, nos quais os “dedos” citoplasmáticos dos perícitos são inseridos nas 

invaginações endoteliais (ARMULIK et al., 2011). 

 No câncer, os perícitos estão envolvidos na modulação da expressão de genes 

imunoregulatórios, principalmente os envolvidos na apresentação de antígenos e sinalização 

por interférons. Por consequência, há uma relação negativa entre a presença dos perícitos e a 

presença dos linfócitos citotóxicos (CD8+), resultado da supressão às respostas mediadas por 

células T através da produção de PGE2, TGFȕ e NO. Essa função imunomoduladora pode ser 
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potencializada por meio da exposição à IL-6 no microambiente tumoral, sendo este, portanto, 

um potente transformador de perícitos em células regulatórias (TURLEY et al., 2015).  

 Além disso, em grande parte dos cânceres, essas células podem interagir com as 

células endoteliais para apoiar o crescimento da vasculatura e manter a integridade dos vasos, 

promovendo a resistência das células endoteliais frente às terapias anti-angiogênicas. Dessa 

forma, mesmo as terapias retirando o VEGF das células endoteliais, os perícitos ativam vias 

pró-angiogênicas alternativas, principalmente por meio do PDGF (LIU; OUYANG, 2013). 

 Os macrófagos são células derivadas de células tronco hematopoiéticas na medula 

óssea através de monócitos circulantes. Juntamente aos neutrófilos, são fagócitos bastante 

eficientes envolvidos na primeira linha de defesa durante a imunidade inata. Os macrófagos 

estão entre as células mais plásticas do sistema hematopoiético, sendo encontrados em todos 

os tecidos com uma grande diversidade anatomo-funcional e estão envolvidos em processos 

como organogênese e manutenção da homeostase e reparo tecidual, bem como sobrevivência 

imunológica (LAHMAR et al., 2016). 

 Os processos de diferenciação, crescimento e quimiotaxia dos macrófagos são 

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 

maturação, os macrófagos podem se diferenciar em dois tipos dependendo das condições do 

microambiente tecidual. São eles: (1) pró-inflamatórios ou M1 e (2) anti-inflamatórios ou M2. 

Os macrófagos M1 podem se diferenciar através de vários fatores de transcrição IRF-1, Stat1 

e NFκB e atuam amplificando respostas inflamatórias. Por sua vez, os macrófagos M2 são 

importantes na regulação na remodelação tecidual, reparo e em condições fisiológicas 

específicas. Assim como os M1, essa população celular é regulada por fatores de transcrição 

específicos, tais como IRF-4, Stat6, PPAR-Ȗ, TRIB1 e remodeladores de cromatina como 

Jmjd3 (JINUSHI; KOMOHARA, 2015). 

 No contexto tumoral, o microambiente é um reservatório de substâncias bioativas 

como hormônios, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Logo, dependendo das 

condições, o estroma tumoral pode recrutar diferentes populações de macrófagos. Assim, ao 

longo do processo de maturação, os macrófagos expressam receptores como CD62L, 

CX3CR1, CCR2 e VEGFR1, que, dependendo dos ligantes produzidos no meio, são ativados 

e recrutados ao tumor. Em estudos experimentais, foram encontrados macrófagos de ambos os 

tipos, M1 e M2, conferindo suporte ao tumor (LEE et al., 2013).   
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 Entretanto, o fenótipo M2 é mais comumente encontrados entre os macrófagos 

recrutados pelo tumor. Esses são denominados de Tumor-associated macrophages (TAMs) e 

secretam fatores de crescimento que promovem a angiogênese, crescimento, invasão, 

migração, metástase e imunossupressão (Figura 11). No câncer de mama, os TAMs são 

correlacionados com fatores de pobre prognóstico, como necrose, diminuição do período de 

vida livre da doença, alto grau tumoral, dentre outros (MOU et al., 2015; MAO et al., 2013). 

 A capacidade de atuar na progressão tumoral do câncer de mama se dá por meio de 

variadas formas, dentre elas ressalta-se a secreção de enzimas proteolíticas como as MMPs-2 

e 9, que degradam componentes da membrana basal e, por consequência, facilitam a invasão 

de células tumorais nos vasos sanguíneos e linfáticos. Além disso, os TAMs também secretam 

citocinas que controlam mecanismos fisiológicos envolvidos na progressão tumoral, como 

citocinas imunossupressoras exemplificadas CCL2 e IL-10, a IL-8 que induz angiogênese, 

bem como o TNFα que propicia o crescimento tumoral e invasão (MOHAMED et al., 2014). 

Cabe ressaltar ainda que essas células também sintetizam SPARC/osteonectina, uma proteína 

ácida e rica em cisteína, importante para a deposição do colágeno IV, que aumenta a invasão 

de células tumorais e adesão a outros componentes da MEC como a fibronectina (QIAN; 

POLLARD, 2010). 

 

Figura 11 - Atuação dos TAMs na tumorigênese. 

 

Fonte: QIAN; POLLARD (2010) (Adaptado) 
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 Os neutrófilos são as células mais abundantes no sangue periférico, correspondendo a 

50-70% dos leucócitos circulantes e essenciais na proteção do hospedeiro contra patógenos, 

atuando na primeira linha de defesa da imunidade inata junto aos macrófagos. Para tanto, o 

neutrófilos possuem armas químicas capazes de eliminar os invasores, como lactoferrina, 

catelicidina, mieloperoxidase, catepsina, dentre outras (MISHALIAN et al., 2017; MOSES; 

BRANDAU, 2016).  

 Entretanto, os neutrófilos não são populações de células homogêneas, podendo 

apresentar diferenças na morfologia, densidade, marcadores de superfície, função e 

localização. Desse modo, depedendo do fenótipo apresentado, os neutrófilos podem ser 

classificados em anti-tumorais ou N1 e pró-tumorais ou N2. Assim, quando envolvidos pelo 

estroma tumoral, onde há um ambiente com condições físico-químicas e celulares peculiares, 

são denominados de tumor-associated neutrophils (TAN), e podem assumir um dos dois 

fenótipos, embora o subtipo N2 seja mais comum. Essas células, através dos seus mediadores 

químicos liberados, podem modular o microambiente tumoral e propiciar o desenvolvimento 

tumoral, angiogênese, progressão e metástase (SAHA; BISWAS, 2016).  

 Os TANs com perfil fenotípico N1 produzem citocinas pró-inflamatórias, além de NO 

e peróxido de hidrogênio (H2O2), ambos citotóxicos para as células tumorais. Por sua vez, os 

TANs N2 produzem altos níveis de arginase 1 (ARG1), enzima deficiente em grande parte 

das células tumorais e essencial ao metabolismo de proteínas, bem como pode inibir as 

funções efetoras de células T. O microambiente tumoral pode influenciar diretamente na 

polarização dos neutrófilos e conversão do subtipos N1 em N2. O TGFȕ é uma das moléculas 

chaves nesse processo. Na maioria das vezes, em estágios tumorigênicos iniciais, os 

neutrófilos possuem um fenótipo N1, e com a progressão tumoral, o microambiente propicia a 

aquisição do fenótipo N2 (HAGERLING; WERB, 2016).  

 Os neutrófilos podem atuar tanto no processo de tumorigênese, quanto na progressão 

tumoral (Figura 12). Essas células acompanham a inflamação crônica e criam um ambiente 

mutagênico capaz de iniciar e promover o desenvolvimento de um tumor, por meio da 

liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS), com o surgimento de 

células pré-malignas, quebras no DNA, mutações pontuais, dentre outros (ELINAV et al., 

2013).  

 No que diz respeito à progressão tumoral, os neutrófilos podem induzir a angiogênese 

por meio da degranulação de VEGF e remodelamento da MEC através da MMP-9. Em 

adição, em sítios metastáticos, os neutrófilos facilitam a neocolonização por células tumorais 

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

WERB, 2016). 

 

Figura 12 - Influência dos neutrófilos no microambiente tumoral.  

 

Fonte: MOSES; BRANDAU (2016) (Adaptado) 

 

As MDSCs representam uma população heterogênea de células mielóides em 

estágios iniciais de desenvolvimento. Sob condições fisiológicas, correspondem a 20-30% 

da células da medula óssea. Contudo, podem se acumular em orgãos linfoides em 

condições patológicas como o câncer (TRIKHA; CARSON-III, 2014). 

As MDSCs podem possibilitar a progressão tumoral por meio de mecanismos não 

imunossupressores e imunossupressores. Para exemplificar a primeira situação, salienta-se 

a promoção de angiogênese via MMPs (QU et al., 2016). No segundo caso, destaca-se (1) 

a inibição da ativação e função de células T por produção de ROS e RNS, disrupção da 

sinalização do receptor de IL-2 e por prevenir o reconhecimento peptídico entre 

antígeno/MHC de classe I, (2) depleção de arginina e cisteina, aminoácidos essenciais 

para a ativação e proliferação de células T, (3) inibição de células natural killer (NK) e 

sua consequente produção de IFNȖ, (4) rompimento da migração de células T para os 

linfonodos através da secreção de ADAM 17 que interfere na ação da selectina I, bem 
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como (5) a expansão de células T regulatórias por meio da produção de IL-10, TGFȕ, 

IFNȖ e interações ligante-receptor CD40 (OSTRAND-ROSENBERG et al., 2012). 

Algumas moléculas, por meio de suas respectivas vias de sinalização, regulam a 

ativação e funcionalidade das MDSCs. Nesse contexto, cabe ressaltar que os fatores 

estimulantes de colônias e algumas citocinas contribuem para a expansão dessas células e 

outras citocinas pró-inflamatórias ativam-nas. Dentre os fatores estimulantes de colônias, 

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 às citocinas, são 

importantes para a atuação das MDSCs a IL-3, IL-4, IL-6, IL-13 e INF-Ȗ (DE-SANCTIS 

et al., 2016).  

No decorrer do processo de progressão tumoral, as células neoplásicas podem 

progressivamente alterar o seu genótipo e, por consequência seu fenótipo, de modo a 

aproximarem-se de uma célula-tronco. Quando isso ocorre, são denominadas de cancer 

stem cells (CSCs). Desse modo, essas células adquirem um perfil invasivo devido a 

transição epitélio mesenquimal e, posteriomente, conseguem extravasar em órgãos 

distantes para formar macrometástases (BILL; CHRISTOFORI, 2015).  

O microambiente tumoral influencia diretamente nessa conversão fenotípica de 

células tumorais à CSCs, tanto pelas condições físico-químicas, bem como pelas 

populações celulares. Em condições de hipóxias, com a produção de HIF1α, sozinhos ou 

em cooperação com outros fatores de transcrição, há a ativação genes importantes para a 

TEM, como BMI1, TWIST, NOTCH, SNAI1 e Zeb-1. Um ambiente inflamatório também 

é bastante influente na TEM, através de citocinas inflamatórias, como TGFȕ, TNFα e IL-

6, que ativam vias importantes para a transformação das células tumorais. Além disso, as 

células estromais podem ativar genes responsáveis por contribuir para a conversão de 

células tumorais em CSCs. Como exemplo, as células endoteliais podem ativar os genes 

EGF e Jagged, macrófagos podem atuar por meio da IL-18, plaquetas quando associadas à 

células tumorais circulantes (CTCs) secretam TGFȕ1 e CAFs através de citocinas, 

quimiocinas (CXCL12 e CCL) e MMPs (PIETILÄ et al., 2016). 

As CSCs são definidas como uma subpopulação de células resistentes à vários 

tratamentos com capacidades de autorrenovação e metástase que mantém o crescimento 

de tumores primários e secundários, devido a mecanismos moleculares intracelulares que 

auxiliam na redução da citotoxicidade proveniente de fármacos. Assim, após um ciclo de 
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tratamento, algumas subpopulações tumorais são destruídas, enquanto que as CSCs 

conseguem permanecer para repovoar o tumor (SKVORTSOV et al., 2015). 

Para a resistência às terapias anti-câncer, há nessas células uma superexpressão de 

bombas de fármacos, que conseguem bombeá-los para o meio extracelular como os 

transportadores adenosine triphosphate-binding cassette (ABC) e enzimas envolvidas na 

detoxificação como a aldeído desidrogenase 1 (ALDH1). Além disso, as caracteristícas 

morfológicas e funcionais das CSCs podem ser justificadas por várias vias de sinalização 

e marcadores moleculares presentes nas CSCs. Células tronco do câncer de mama 

(BrCSCs), por exemplo, são conhecidas por apresentarem positividade para CD44+ e 

baixa expressão de CD24. Dentre as vias de sinalização mais estudadas, salienta-se a 

NOTCH, Hedgehog, Wnt/ȕ-catenina, PDGF e EGF (VERA-RAMIREZ et al., 2010). 

Os mastócitos são células secretórias derivadas da medula óssea identificadas em 

todas as classes de vertebrados, de peixes até os mamíferos mais derivados. Localizam-se 

estrategicamente em interfaces ambientais, como pele, vias aéreas, trato gastrointestinal e 

urogenital, próximos a vasos sanguíneos, nervos e epitélios (RIBATTI, 2015). Os 

mastócitos podem ser ativados através da ligação entre as imunoglobulinas (Ig) E e IgG 

em receptores específicos. Além das Igs mencionadas, outros sinais podem ativar essas 

células, tais como fatores complemento, citocinas, mediadores inflamatórios, ligantes dos 

Toll-like receptors, bem como células T (KORMELINK et al., 2014). 

Essas células estão envolvidas em uma ampla gama de reações teciduais, desde 

inflamações até processos de cicatrização, na patogênese de várias doenças humanas 

(RIBATTI, 2015). No câncer, quando ativados, os mastócitos exercem papel importante 

no crescimento tumoral por meio de três grandes classes de mediadores: (1) granulares 

como a histamina, serotonina e proteases, (2) lipídicos 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 

angiogênese, promoção da proliferação celular, degradação e remodelamento da MEC, 

além de imunossupressão (Figura 13) (SHARMA et al., 2016).  

Os mastócitos são a maior fonte de histamina, uma substância vasodilatadora, 

indutora de proliferação celular e supressora do sistema imune. Além disso, sintetizam e 

estocam fatores angiogênicos, como FGF-2, VEGF, IL-8, TNFα, TGFȕ e NGF, bem como 

MMPs que, juntos, promovem a vascularização e invasão tumoral, respectivamente 

(RIBATTI, 2016a; RIBATTI, 2016b). Essas células também podem atuar por meio de 

proteases como a triptase, enzima que aumenta a expressão de vários genes envolvidos 
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nas vias de sinalização de progressão do câncer, como VEGF, IL-8, MMP-9 e uPA. Uma 

outra contribuição dos mastócitos para o estroma tumoral é a interação destes com outras 

células do sistema imunológico, como as MDSCs através do aumento da produção de IL-

17 e CCL2, e células Treg por meio da IL-9, favorecendo a um microambiente inflamatório 

(SHARMA et al. 2016).  

 

Figura 13 - Atuação nos mastócitos no microambiente tumoral. 

 
Fonte: RIBATTI, 2016a (Adaptado) 

 
2.4.3 Matriz Extracelular e câncer  

 

Um componente essencial para o desenvolvimento normal da glândula mamária é a sua 

matriz extracelular (MEC). Esta apresenta propriedades bioquímicas e biomecânicas que a 

torna uma estrutura versátil par modular vários comportamentos celulares, dentre eles a 

migração, sinalização e sensibilidade mecânica. Sendo assim, o remodelamento da MEC atua 

nos processos do desenvolvimento mamário, incluindo ramificação epitelial e diferenciação 

(HOWARD; LU, 2014).  

A MEC é composta por uma mistura de componentes, dentre eles proteínas, 

proteoglicanos e polissacarídeos (Figura 14). Alterações nas propriedades bioquímicas e 

físicas na MEC estão associados à progressão tumoral e resistência à 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 

(GIUSSANI et al., 2015). 

 

Figura 14 - Influência da MEC na progressão tumoral do câncer de mama. 

 

Fonte: INSUA-RODRÍGUEZ; OSKARSSON (2015) (Adaptado) 

 

Dentre os componentes encontrados na MEC, encontra-se o colágeno, uma família 

proteica composta por aproximadamente 28 espécies geneticamente distintas. É constituido 

por meio do enrolamento de três polipeptídeos de cerca de 1000 aminoácidos, chamado de 

cadeias α. Cada uma delas caracterizada por uma unidade repetitiva (Gli-X-Y)n, com prolina e 

4-hidroxiprolina representando uma grande fração de X e Y, embora possuindo um certo grau 

de heterogeneidade bioquímico e funcional, bem como a especificidade tecidual. Desse modo, 

os colágenos acumulam-se no MEC e interagem entre si e com outros componentes 

microambientais, como receptores de células (LUPARELLO, 2013).  

O colágeno pode atuar na progressão tumoral do câncer de mama de vários modos. 

Dentre eles, destacam-se (1) a atuação como suporte para facilitar a migração de células 

neoplásicas ou células estromais infiltrantes, onde a disposição das fibras colágenas criam 

caminhos para a disseminação celular, (2) influência na diferenciação e proliferação de 
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células epiteliais mamárias, através do mecanismo dependente de proteína cinase associada à 

Rho (ROCK) e da ativação da via de sinalização da proteína cinase ativada por mitógeno 

(MAPK), respectivamente. Além destes, o colágeno pode ainda favorecer à progressão 

tumoral reativando células cancerígenas em dormência, por meio da PI3K, conferindo às 

mesmas um fenótipo invasivo (INSUA-RODRÍGUEZ; OSKARSSON, 2015). 

A fibronectina é uma glicoproteína componente da MEC, que influencia positivamente 

em alguns processos celulares como crescimento, adesão, migração e transformação 

oncogênica. O motivo proteico RDG (arginina-glicina-aspartato) liga a fibronectina às 

integrinas, uma família proteica de superfície celular. Essa ligação propicia o aumento da 

expressão de algumas enzimas de remodelamento como a MMP-9 via cinase de adesão focal 

(FAK), resultando na sobrevivência celular e angiogênese (JEON et al., 2015). No contexto 

tumoral, a fibronectina pode ser sintetizada tanto por células neoplásicas, quanto por CAFs, 

onde o aumento dessa glicoproteína, aumenta também a compressão e, por sua vez, estimula o 

comportamento migratório de células tumorais. Quando encontrada em orgãos secundários, 

por estímulo de citocinas, a fibronectina pode auxiliar na formação de novos nichos 

metastáticos. Além disso, pode modular vias de sinalização responsáveis pela progressão 

tumoral como MAPK, STAT3 e IGFBP-3 (INSUA-RODRÍGUEZ; OSKARSSON, 2015).  

Por sua vez, as lamininas (LMs) são proteínas glicosiladas das membranas basais, que 

auxiliam na polaridade celular e enviam sinais que comandam os processos de migração, 

diferenciação e expressão de alguns genes importantes. Estruturalmente, são heterotrímeros 

compostos por três subunidades α, ȕ e Ȗ variantes, de modo a formar 15 isoformas distintas 

(ZHANG et al., 2011). Funcionalmente, LMs podem ativar múltiplas vias de transdução de 

sinal, incluindo componentes como GPCR, MAPK, fosfatases, pequenas GTPases da família 

Rho e componentes do citoesqueleto (KIKKAWA et al., 2016). No câncer de mama, algumas 

LMs são chaves para a progressão tumoral. Dentre elas, destacam-se a LM-111 componente 

da membrana basal e quebrada ao longo da progressão do câncer e a LM-332 produzidas por 

miofibroblastos e auxiliadoras na sobrevivência celular via PI3K-AKT, bem como indutoras 

de invasão e  migração via integrina α3. Além destas, em menor proporção, a LM-511 atua na 

migração, invasão tumoral e metástase (OSKARSSON, 2013).  

Os proteoglicanos (PGs) estão 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) estão ligadas covalentemente. 

Podem ser localizados intra ou extracelularmente, onde interagem com inúmeros fatores de 

crescimento, citocinas e quimiocinas, receptores de superfície celular e moléculas da MEC, 
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influenciando em processos celulares como proliferação, migração, diferenciação, apoptose e 

adesão (SCHAEFER, 2014; THEOCHARIS et al., 2016).  

Os GAGs são longos heteropolissacarídeos com grande quantidade de cargas negativas 

que apresentam repetições de dissacarídeos compostos principalmente por N-acetil 

hexosaminas e ácidos D/L-hexurônicos, biossintetizadas na membrana celular e não no 

aparelho de Golgi (THEOCHARIS et al., 2016). Assim, bastante presentes na MEC, possuem 

grande diversidade funcional, influenciando na estruturação e organização tecidual, 

coagulação sanguínea, morfogênse, imunologia e processos patológicos. A maioria dos GAGs 

apresentam sítios de ligação para proteínas, como FGFs e VEGF, além de citocinas e 

quimiocinas importantes na migração celular, resposta imune e rolamento de leucócitos pelas 

células endoteliais (ROBINSON et al., 2012). 

Ao longo da transformação maligna, os GAGs são altamente modificados pelo 

microambiente tumoral, no qual as células estromais alteram a expressão de enzimas 

envolvidas na produção dessas moléculas, como epimerases e sulfotransferases, afetando a 

sinalização das células neoplásicas, crescimento, adesão celular, migração e angiogênese 

(SKANDALIS et al. 2014). Em tumores malignos, incluindo o câncer de mama, observou-se 

um aumento na expressão de GAGs, associado à um pobre prognóstico. Essas observações 

são corroboradas por estudos in vivo em linhagens celulares de câncer de mama de ratos, onde 

os GAGs aumentaram a motilidade celular e invasão (DU et al., 2012).  

Além disso, outros estudos demonstraram interações entre GAGs e fatores de 

crescimento de MMPs, resultando na ativação de pró-MMPs e sua consequente ação no 

remodelamento na MEC, sugerindo um mecanismo de ação para a atuação dos GAGs na 

invasão e metástase (BOURIS et al., 2015). Em contrapartida, alguns GAGs atuam 

suprimindo a profileração celular, como é o caso da decorina, que pode regular negativamente 

a produção de fatores pró-angiogênicos e interagir com o EGFR e IGFR para evitar ativação 

de vias de sinalização para proliferação celular (FEUGAING et al., 2013). 

 Além dos componentes estruturais, a MEC apresenta proteínas com ação enzimática 

que atuam no seu remodelamento. Na mama, essas enzimas são por vezes ativas para auxiliar 

na involução da glândula após o período de lactação. Contudo, a ativação das mesmas pode 

ocorrer em função de alguma condição patológica, como por exemplo em neoplasias 

mamárias. Dentre as principais enzimas remodeladoras da MEC, destacam-se as MMPs, o 

urokinase plasminogen activator (uPA), as catepsinas e as enzimas da família lisil oxidase 

(LOX) (OSKARSSON, 2013). 
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 As MMPs são endopeptidases dependentes de cálcio que necessitam do íon zinco 

como cofator para exercer sua função catalítica. Essas enzimas são importantes para a 

degradação estromal, e consequentemente, relevantes na invasão tumoral e metástase. Além 

disso, as MMPs atuam clivando fatores de crescimento, fatores pró-apoptóticos, receptores de 

superfície celular, moléculas de adesão, citocinas e quimiocinas, ativando-os e propiciando às 

células tumorais um fenótipo agressivo (CID et al., 2016). 

 No câncer, as MMPs são bastante expressas nos CAFs, resultando em uma grande 

influência no remodelamento da MEC e, dessa forma, acelerando a aquisição de propriedades 

importantes para a progressão tumoral como angiogênese, crescimento e metástase. A 

regulação da expressão dessas enzimas se dá por meio de modificações pós-transcricionais, 

dependência de zinco para ativação e presença de inibidores teciduais de MMPs. Desse modo, 

as condições microambientais geradas pelo tumor desregulam um ou mais mecanismos 

regulatórios supracitados e favorece uma superexpressão desses remodeladores de MEC 

(CATHCART et al., 2015). 

 Ao longo do desenvolvimento mamário, os processos de morfogênese são regulados 

por MMPs, tais como a -2 e a -3, que remodelam a MEC para a ramificação dos ductos. 

Durante o processo de involução ou câncer, algumas MMPs são superexpressas como a 

MMP-2, -3, -9, -14 (OSKARSSON, 2013). Para MMP-2 e -9, um estudo foi realizado com 90 

pacientes portadoras de câncer de mama, onde foram analisadas amostras teciduais e soro, 

refletindo em uma associação entre a concentração dessas enzimas e o tamanho tumoral (LIU 

et al., 2006).  

 Em linhagens de células epiteliais mamárias, observou-se que a superexpressão de 

MMP-3 é suficiente para indução espontânea da progressão da doença. Shay et al. (2015) 

ressalta que a MMP-9 não apenas promove a invasão tumoral, mas também é responsável 

pelo recrutamento de MDSC ao nicho metastático. Por sua vez, a MMP-14 atua estimulando 

os CAFs na liberação de sindecan-1 (SDC-1), um GAG importante na promoção de fenótipos 

agressivos em células tumorais via FGF-2 (INSUA-RODRÍGUEZ; OSKARSSON, 2015). 

 O uPA, uma serinoprotease que atua clivando o plasminogênio inativo em plasmina 

ativa, e seu receptor urokinase plasminogen activator receptor (uPAR) compõem um sistema 

importante no remodelamento da MEC, onde as interações entre estes exercem papéis críticos 

no processo de invasão e metástase. O sistema uPAR-uPA está envolvido com a ativação de 

vias de sinalização como MAPK, Src, Fak, PI3K-Akt que tem uma grande atuação na 

migração celular (PAVÓN et al., 2016).  
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 A regulação da expressão desses genes (uPA e uPAR) é importante para compreender 

as condições nas quais os mesmos são necessários ao desenvolvimento tumoral. Nesse 

contexto, o promotor do gene uPAR contém alguns sítios de ligações a algumas moléculas, 

dentre elas o HIF1α, demonstrando que condições de hipóxia são estimulantes para a ativação 

desse sistema remodelador da MEC (NOH et al., 2013).  

 No câncer de mama, há uma relevante associação entre a atividade do sistema uPA-

uPAR e a progressão, metástase e pobre prognóstico clínico da doença. Além disso, a alta 

expressão de uPAR é usada como um marcador de curta sobrevivência livre da doença 

(TANG; HAN, 2013). Em alguns subtipos de câncer de mama, como o HER-2 por exemplo, 

há uma cooperação 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 remodelação da MEC são as que 

pertecem a família lisil oxidase (LOX), amino oxidases dependentes de cobre que catalizam a 

reticulação de colágenos e elastina na MEC, auxiliando na homeostase celular. Contudo, em 

alguns cânceres incluindo o de mama, enzimas da família LOX estão em elevada atividade, o 

que resulta no aumento da tensão da MEC e rigidez, fatores relevantes para a progressão de 

tumores mamários, por meio da sinalização de integrinas. Assim, há uma correlação entre a 

expressão 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 câncer de mama via segundos 

mensageiros gerados pela reticulação dos colágenos e elastina, como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (TAYLOR et al., 2011).  

 No câncer de mama, evidencia-se que a LOX-12 é superexpressa e tem influência 

direta na tumorigênese através da proliferação celular, inibição da apoptose e aumento da taxa 

de mutações. Tumores de mama HER2+ possuem uma maior expressão de LOX-12, se 

comparados com tumores HER2-. Além disso, há uma associação entre a superexpressão de 

LOX-12 e o comprometimento linfonodal (SCHNEIDER; POZZI, 2011).  

 No que diz respeito à influência do microambiente, observa-se que, sob condições de 

hipóxia, células tumorais mamárias secretam concentrações altas de LOXs induzindo lesões 

ósseas, principalmente em pacientes RE (-), bem como disrupção de junções aderentes 

derivadas de E-caderina e N-caderina osteogênica, favorecendo metástases ósseas 

(KIMBUNGA et al., 2015). 

 As catepsinas também são enzimas relevantes para as alterações na morfologia da 

MEC. São proteínas localizadas no interior dos lisossomos, e possuem uma cisteína 
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conjugada à uma histidina em seu sítio ativo. Há onze catepsinas conhecidas na espécie 

humana, sendo diferenciadas por letras maiúsculas - B, C, F, H, K, L, O, S, V, W e X. A 

expressão dessas proteínas varia em diferentes tecidos e em diferentes estágios de 

desenvolvimento, onde sua regulação é feita por modificações pós-transcricionais e inibidores 

endógenos (NANUT et al., 2014; VERBOVSEK et al., 2015). 

 Embora as catepsinas sejam importantes para a homeostase celular, em condições 

patológicas, elas podem estar superexpressas e, desse modo, contribuírem com a progressão 

da doença. No câncer, essas enzimas geralmente apresentam localização celular alterada, além 

de atuação em processos distintos como angiogênese, invasão através da MEC e metástase 

(WITHANA et al., 2012).   

 No câncer de mama, a catepsina B está envolvida na degradação do colágeno tipo IV e 

invasão tumoral (IMBRAHIM et al., 2016). Por sua vez, a catepsina K têm sido observada em 

CAFs e TAMs de carcinoma mamário, exercendo funções de degradação da MEC, 

angiogênese e invasividade via interações parácrinas, bem como osteólise e metástases ósseas 

(VERBOVSEK et al., 2015). Em subtipos específicos, observa-se que em tumores HER2+ há 

uma maior atividade da catepsina B e L propiciando uma maior invasão celular (RAFN et al., 

2012), assim como em cânceres de mama inflamatórios, a catepsina B é correlacionada com o 

aumento do número de linfonodos comprometidos e uma maior invasividade, tendo em vista 

que essa enzima redistribui-se dentro de vesículas endocíticas da periferia celular, 

ocasionando sua secreção e associação à superfície celular para degradar os componentes da 

MEC, principalmente o colágeno tipo IV, como já mencionado (VICTOR et al., 2011).  

 

2.5  GLICOBIOLOGIA E CÂNCER  

 

 Os carboidratos apresentam-se de maneira abundante na natureza e praticamente todos 

os organismos sintetizam e/ou metabolizam essas macromoléculas. A grande heterogeneidade 

dos carboidratos é resultado das inúmeras combinações entre tipos e números de resíduos 

através de ligações glicosídicas, das características estruturais dessas moléculas, do tipo de 

ligação anomérica e da ausência/presença de ramificação (GHAZARIAN et al. 2011). 

 Em eucariotos, mais de 50% das proteinas são glicosiladas ao longo de sua formação, 

confirmando que a glicosilação é a modificação pós-traducional mais abundante nas proteinas 

(TAKAHASHI et al., 2016). Os carboidratos vêm ganhando bastante atenção devido a sua 

complexidade e não codificação no genoma, expandindo o campo da glicobiologia 

(GHAZARIAN et al. 2011). Assim, estudar a estrutura e função dos carboidratos nos 
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organismos permite uma melhor compreensão da dinâmica de inúmeros processos 

patológicos.  

 O perfil celular de carboidratos depende do balanço na concentração de duas classes 

enzimáticas – glicosiltransferases e glicosidades As glicosiltransferases e as glicosidases são 

as enzimas responsáveis pela adição e subtração de monômeros, respectivamente, em 

estruturas de carboidratos. Quando associados à proteínas, estes modulam a interação da 

mesma com seu microambiente, influenciando em características importantes para a 

funcionalidade proteica, como meia-vida, solubilidade, capacidade de ligação e 

especificidade. A localização intracelular dessas enzimas incluem o retículo endoplasmático, 

complexo de Golgi, citosol e núcleo. Elas são responsáveis pelos dois principais tipos de 

glicosilação proteica: (1) glicosilação N-ligada e (2) glicosilação O-ligada (GLAVEY et al., 

2015). 

 A glicosilação N-ligada inicia-se na face citoplasmática da membrana do retículo 

endoplasmático a partir de uma molécula de dolicol fosfato. Esta recebe, primeiramente, uma 

molécula de N-acetilglicosamina (GlcNAc). Subsequentemente, ocorre a adição de mais uma 

molécula de GlcNAc e cinco resíduos de manose (Man), originando Man5GlcNAc2-P-P-Dol. 

Nesse momento, essa cadeia é translocada para a face interna na membrana do retículo por 

meio de flipases e recebe mais quatro residuos de Man. Por fim, é adicionado a cadeia três 

resíduos de glicose (Glc) para gerar a cadeia Glc3Man9GlcNAc2-P-P-Dol. Esta é adicionada a 

sequência Asn-X-Ser/Thr dos polipeptídeos alvos (BANERJEE, 2012; AEBI, 2013). 

 Por sua vez, a glicosilação O-ligada ocorre nas vesículas do Golgi e é iniciada pela 

ligação de uma GalNAc a um resíduo de serina ou treonina, gerando uma cadeia GalNAc-

Ser/Thr. Esta é incomum em proteínas normais, porém muito encontrada em tumores, sendo 

considerada um antígeno neoplásico. Além deste, a adição de ácido siálico à GalNAc pode ser 

considerado também um antígeno tumoral denominado Sialyl-Tn. A glicosilação O-ligada está 

estruturada em cores – 1, 2, 3 e 4. Para gerar o core 1, é adicionado à cadeia GalNAc-Ser/Thr 

uma galactosamina (Gal), que pode ser seguida de ácido siálico ou GlcNAc para prevenir o 

core 2. A adição de GlcNAc e Gal à GalNAc inicial dão origem ao core 2. Para gerar o core 3, 

a molécula de Gal ligada ao GalNAc inicial é retirada e dá lugar a uma GlcNAc, que pode ser 

seguida de ácido siálico e Gal, para estabilizar o core 3 e prevenir o core 4. Por fim, para 

originar o core 4, é adicionado à GalNAc inicial uma molécula de GlcNAc e uma Gal (CHIA 

et al., 2016). 

 No câncer, os carboidratos exercem influência sobre vários mecanismos celulares e 

moleculares de progressão tumoral, como sinalização e comunicação celular, perda de adesão 
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e invasão, interações células-matriz, angiogênese, modulação imune e metástase,  

oferencendo suporte para as relações entre o tumor e seu respectivo microambiente, bem 

como um conjunto de alvos para diagnóstico e estratégias terapêuticas (PINHO; REIS, 2015).  

 Nesse contexto, as lectinas são proteínas ou glicoproteínas altamente específicas que 

tem capacidade de ligar-se, de modo específico, a carboidratos por meio de domínios de 

reconhecimento de carboidratos (CRDs). São encontradas em bactérias, plantas e animais, 

onde nestes últimos estão geralmente relacionadas com as interações celulares (CHAN; NG, 

2013; YAU et al., 2015).  

 As lectinas podem interagir não apenas com oligossacarídeos de superfície celular, 

mas também com monossacarídeos circulantes. As interações das lectinas com seus 

respectivos carboidratos-alvos podem ser tão específicas quanto outras conexões biológicas, 

tais como antígeno-anticorpo e substrato-enzima. Além disso, uma peculiaridade das lectinas 

é que suas ligações com os carboidratos são relativamente fracas com dissociações constantes 

(GHAZARIAN et al. 2011). Sendo assim, o que mantém a interação é o número de ligações 

entre os componentes e não a força de cada ligação. 

 Algumas lectinas apresentam afinidade por ácido siálico, onde os receptores com 

afinidade para esse carboidrato são amplamente encontrados em vírus e superficies celulares. 

Dessa forma, essas lectinas podem fornecer ferramentas úteis para estudos bioquímicos de 

sialoglicoconjugados. A lectina proveniente de Maackia amurensis (MAA) é bastante 

utilizada como um controle positivo para comparar as constantes de ligação de novas lectinas 

de ligação ao ácido siálico, sendo isolada de sementes dessa espécie. Estruturalmente, essa 

lectina apresenta-se como um dímero, 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 ácidos siálicos α2-3-ligados a galactose (Gal), mas não α2-6-ligados a galactose. 

Sendo assim, esses resultados confirmaram que a ligação dessa lectina tem mais afinidade 

pela terminação carboidrática Siaα2-3-Galȕ1-4Glc(NAc) em glicídios N-ligados (GEISLER; 

JARVIS, 2011). 

 Uma outra lectina que apresenta afinidade pelo ácido siálico é a lectina isolada da 

espécie Sambucus nigra (SNA-I). O primeiro relatório de uma lectina de sabugueira que 

descreve o isolamento e a caracterização parcial dessa molécula no tecido de casca dessa 

espécie data de 1984. Poucos anos depois, descobriu-se que esta lectina exibe especificidade 

única para a terminação glicídica Siaα-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 ácidos siálicos compõem uma família de aproximadamente 50 carboidratos ácidos, 

cuja cadeia principal apresenta nove carbonos carboxilados. Estes são encontrados geralmente 

nas subunidades terminais dos carboidratos e glicoconjugados, podendo sofrer modificações 

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 ácidos siálicos conferem importantes propriedades biológicas e biofísicas aos 

organismos, auxiliando-os na manutenção da homeostase. No que diz respeito às propriedades 

biofísicas, observa-se que os ácidos siálicos conferem (1) hidrofilicidade à superfície celular, 

(2) repulsão entre moléculas de superfície celular adjacentes, (3) interação com receptores 

endógenos como as selectinas, bem como (4) mascaram potentes ligantes para interação com 

macrófagos (VARKI; GAGNEUX, 2012).  

 Na imunomodulação, esses carboidratos estão envolvidos no processo de “fuga” do 

sistema complemento, interação com células endoteliais para escape da corrente sanguínea via 

selctinas, comprometimento da atividade de células NK, inibição da atividade de células T, 

alteração do fenótipo de macrófagos normais para TAMs, além de dificultar a maturação de 

células apresentadoras de antígenos (APCs) (PILLAI et al., 2012; BÜLL et al., 2014). Desse 

modo, o aumento da sialilação em células tumorais contribui para o escape dos ataques do 

sistema imunológico, bem como a modulação do microambiente e aquisição de propriedades 

invasivas.   

 A lectina conhecida como Peanut agglutinin (PNA), é uma lectina derivada do vegetal 

Arachis hypogaea (amendoin) e demonstra afinidade por ȕ-galactosídeos em relação à outros 

monossacarídeos, demonstrando maior preferência pela sequência de carboidrato Galȕ(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 monossacarídeo de fórmula molecular C6H12O6. A presença desse 

carboidrato contribui para a malignidade de tumores e aquisição de fenótipos metastáticos. 

Em condições de hipóxia, há um aumento da expressão de Gal nas células endoteliais que 

facilita o rolamento de células da corrente sanguínea e favorece a angiogênese. Além disso, 

tem sido demonstrado que a ligação desse carboidrato à família de lectinas mencionadas 

contribuem para a imunosupressão por modulação 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 

proteína homodimérica estável (36 kDa) com oito locais de ligação específicos para N-acetil-

glicosamina (GlcNAc), que são separados por uma distância de 14 ångström (Å). Esta lectina 

exibe especificidade para a terminação glicídica GlcNAcȕ(1-4)-GlcNAcȕ1- e é composta por 

unidades monoméricas organizadas em quatro domínios com diferentes afinidades para 

GlcNAc. Tais características estruturais tornam essa lectina um modelo biológico exemplar 

para investigar o perfil de carboidratos e avaliar a influência de modificações estruturais 

dessas macromoléculas (KUMARI et al., 2016).  

 GlcNAc é um aminoaçucar derivado de glicose com fórmula molecular C8H15NO6. 

Em condições patológicas, como o câncer, a GlcNAc modula várias propriedades tumorais e 

microambientais. Com o aumento da expressão desse carboidrato, por meio da O-glicosilação, 

há um aumento no crescimento, invasão e metástase tumoral. GlcNAc regula a fosforilação de 

muitas proteínas importantes para a progressão tumoral, como oncogenes e supressores 

tumorais, bem como angiogênese por meio da regulação positiva de VEGF e metaloproteases, 

e invasão e metástase via E-caderinas e integrinas ȕ1 (GLAVEY et al., 2015; PINHO; REIS, 

2015). 

 Assim, as lectinas vêm ganhando destaque em diversos aspectos nas pesquisas da área 

de oncologia, seja no âmbito do diagnóstico, terapêutica e prognóstico. Dentre estas, essas 

moléculas podem ser usadas para estudo de expressão com carboidratos, visando buscar 

correlações com evidências clinico-patológicas.  
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3 OBJETIVOS  
 
 

3.1  OBJETIVO GERAL  

 

 Investigar o perfil de carboidratos do estroma de CDIS e suas possíveis relações com os 

dados clínico-patológicos 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Caracterizar os pacientes do estudo quanto aos dados clínico-patológicos  

 Caracterizar histologicamente o estroma de CDIS 

 Identificar a proporção tumor-estroma das amostras 

 Avaliar o perfil de carboidratos do estroma de CDIS a partir das lectinas WGA, PNA, 

SNA e MAA.  

 Avaliar a relação entre a expressão de carboidratos no estroma e as características clínico-

patológicas do CDIS 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1  PACIENTES 

 

 Os pacientes foram selecionados com base no seu diagnóstico histopatológico de 

carcinoma ductal in situ (CDIS). Todos os pacientes que receberam qualquer tratamento 

oncológico antes do procedimento de biópsia de diagnóstico foram excluídos do estudo. Os 

dados clínicos e histopatológicos utilizados na caracterização do pacientes foram idade, 

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

4.2  AMOSTRAS 

 

 17 biópsias de CDIS (com representação estromal) foram selecionadas e requisitadas 

no Setor de Anatomia Patológica do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de 

Pernambuco (HCP). O uso das amostras foi aprovado pelo Comitê de Ética do Centro de 

Ciências da Saúde da UFPE (CAAE 06586612.9.0000.5208 – Nº. 140.876). 

 

4.3  CARACTERIZAÇÃO DO ESTROMA  

 

 O estroma de CDIS foi identificado e classificado sob microscopia óptica (100x). As 

lâminas foram analisadas ao longo de toda sua extensão, diferenciando-se as áreas entre três 

categorias: (1) inclassificável, (2) tumor (células de câncer viável) e (3) estroma (fibrose, 

necrose, inflamação, lúmen [rodeado por células de tumor em todos os lados], muco e do 

músculo liso (PANAYIOTOU et al., 2015). Além disso, foram notificadas as modificações 

teciduais em decorrência da lesão, classificando o estroma em inflamatório, desmoplásico e 

normal (CAGNACCI-NETO, 2014).  

 

4.4  HISTOQUÍMICA 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 à biotina (Vector Laboratories Inc., EUA). As especificidades das lectinas 

estão descritas na tabela 3. Para a histoquímica, cortes de tecidos em parafina (4µm) foram 
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desparafinizados em xilol e reidratados em etanol seriado (100 – 70%). As amostras foram, 

então, tratadas com solução de tripsina a 0,1% por 15 min a 37°C e incubadas em uma 

solução de peróxido de hidrogênio 0,3% em PBS (tampão fosfato 100mM pH 7,2 contendo 

NaCl 150mM) por 30 min a 25ºC. O PBS foi utilizado para lavagens entre cada etapa (2x 

5min). Na sequência os tecidos foram incubados, separadamente, com as lectinas por 2 horas 

a 4ºC. Após lavagem com PBS as lâminas foram incubadas com o polímero 

streptavidinaperoxidase (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) por 45 minutos em temperatura 

ambiente. A reação foi revelada com a diaminobenzidina (DAB) e contracorada com 

hematoxilina. Nos controles negativos, as lectinas foram substituídas pelo tampão PBS 

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

 

4.5  PROPORÇÃO TUMOR-ESTROMA  

  

 A proporção tumor-estroma está emergindo rapidamente como um indicador 

prognóstico significativo em diferentes tipos de câncer. Coletivamente, muitos deles 

documentam uma associação de alto conteúdo estromal com pior prognóstico, porém no 

câncer de mama esses resultados ainda são controversos (DOWNEY et al., 2014). As lesões 

foram analisadas quanto à proporção de estroma adjacente ao tumor, sob um aumento de 100x 

em microscopia óptica, onde foram escolhidos três campos aleatórios, 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 presença de células tumorais por todos os 

lados da imagem microscópica (KRUIJF et al., 2011).  

 

4.6  ANÁLISE ESTATÍSTICA  

  

4.6.1 Variáveis estatísticas 

 

4.6.1.1  Idade 

 

 A idade é um dado utilizado como fator preditivo de maior risco, afetando, por 

exemplo, os índices de sobrevida global e a frequência na ocorrência de metástases 

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

uma faixa etária mais jovem, bem como tumores com melhor prognóstico foram associados 
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com uma faixa etária mais tardia (BENZ, 2008; PIRONE et al., 2012). Além disso, ao longo 

do processo de envelhecimento, é perceptível a modificação do estroma mamário no que diz 

respeito ao tipo, quantidade e organização da matriz extracelular (SANDHU et al., 2016), 

podendo ter influência sobre a glicosilação, tendo em vista que grande parte das proteínas 

estromais são glicosiladas. 

 

4.6.1.2 Proporção Tumor-Estroma  

 

 Sendo o estroma peça fundamental no processo de carcinogênese e de progressão 

tumoral, a proporção tumor-estroma vem sendo bastante utilizada como fator prognóstico 

tanto em tumores portadores de receptores hormonais, quanto nos tumores que não 

apresentam os mesmos (DOWNEY et al., 2014; MOORMAN et al, 2012). Além disso, a 

localização do câncer de mama do tipo CDIS sofre influência da densidade estromal (HUO et 

al., 2016; URSIN et al., 2005), onde está comumente associado a outros fatores prognósticos 

(tais como grau histológico, comprometimento linfonodal, tamanho tumoral, entre outros), 

demonstrando assim a importância de se avaliar esse componente. 

 

4.6.1.3  Receptores Hormonais 

 

 Os hormônios esteróides sexuais estimulam o crescimento e a divisão das células da 

mama, onde a observação de que os níveis endógenos de esteróides sexuais estão associados 

ao risco de câncer de mama e ao crescimento progressivo do tumor em mulheres pós-

menopáusicas (FOLKERD; DOWSETT, 2013). No CDIS, alguns dados revelaram que a 

presença de receptores hormonais podem ser um fator prognóstico, influenciando no tempo de 

vida livre da doença ou padrão de invasividade (KARLSSON et al., 2014). Os receptores de 

esteróis podem estar envolvidos em alterações nos padrões de glicosilação por meio da 

mudança na expressão de enzimas responsáveis por estes processos (SALDOVA et al., 2014; 

NIANG et al., 2016; KOUSIDOU et al., 2008; KANWAL et al., 2013).  Além disso, a 

expressão de receptores hormonais não se restringem às células tumorais. Células do estroma 

podem expressar esses receptores, atuando em sinergia para a modulação da progressão 

tumoral (HUANG et al., 2015).  

 

4.6.1.4 Tamanho tumoral  
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 O tamanho tumoral é o fator prognóstico tradicional que se correlaciona com a 

sobrevida global, o intervalo livre de metástases distantes, o status dos linfonodos axilares e o 

grau histológico (BAEK  et al., 2014; FEI et al., 2015). Além disso, o tamanho do tumor no 

câncer de mama é importante também para a previsão do prognóstico, opções cirúrgicas, 

planejamento do tratamento adequado e monitoramento da resposta da terapêutica (BAEK  et 

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

 

4.6.1.5 Lesões comedônicas  

 

 O CDIS pode apresentar regiões comedônicas, ou seja, um subtipo histológico de 

lesão mamária pré-invasiva caracterizada pela apoptose proeminente de células e maior 

potencial maligno se comparado a outros subtipos de CDIS (SHEKHAR et al., 2008). A 

presença de necrose do tipo comedo tem se associado fortemente com o risco de recorrência 

ipsilateral do câncer de mama, alto grau tumoral e, por consequência, uma prognóstico mais 

reservado (BANE, 2013). A presença de centros necróticos indicam um estado inflamatório 

devido a intensa degradação tecidual. Durante a inflamação, pode haver alterações nos 

padrões de glicosilação de muitas enzimas envolvidas na degradação estromal e, 

consequentemente, influência direta na progressão do CDIS para uma condição invasiva (GE 

et al., 2015). 

 

4.6.2 Testes estatísticos  

 

 Os testes estatísticos foram realizados com o software Stata/MP 14.0. Para organizar 

os quadros com as informações descritivas, foram utilizadas frequências simples para cada 

evento. Para analisar os resultados da histoquímica com lectinas, a análise estatística foi 

realizada de acordo com Dos-Santos et al. (2012), considerando como positivo (3+: coloração 

positiva intensa e 2+: coloração positiva moderada) ou negativo (1+: coloração positiva fraca 

e 0: coloração negativa) para o estroma tumoral. Para investigar as possíveis correlações dos 

padrões glicídicos com os dados clínico-patológicos, foi utilizada uma regressão logística 

(LOGIT), tendo em vista que a variável dependente e algumas das variáveis independentes 

tem distribuição binomial. Os resultados foram considerados significativos com o valor de p < 

0,05.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

5.1  CARACTERIZAÇÃO DOS PACIENTES  
 
 

 Os dados clínico-patológicos analisados para cada paciente foram a idade, tamanho 

tumoral, presença de lesões comedônicas, bem como o status de receptores hormonais no 

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

 

Quadro  2 - Dados clínico-patológicos dos pacientes analisados. 

Dados clínico-patológicos Nº de pacientes 

Idade (anos) 
< 50 5 

> 50 12 

Tamanho tumoral (cm) 

< 2,0 (T1) 2 

2.0-5.0 (T2) 9 

> 5.0 (T3) 6 

Lesões comedônicas 
Sim 11 

Não 6 

Receptor de estrógeno 
Positivo 9 

Negativo 8 

Receptor de progesterona 
Positivo 11 

Negativo 6 

 
Fonte: Dados da Pesquisa (2017) 

 
 Há evidências, por métodos estatísticos, de que uma distribuição bimodal de idade 

fornece um melhor ajuste dos dados do que um modelo de distribuição unimodal (BENZ, 

2008). Os pacientes analisados aparesentaram, em sua maioria (70,59%), idade superior a 50 

anos, corroborando o comportamento gradual a microevolutivo do câncer. Assim, é mais 

comum a presença do CDIS em mulheres acima dos 45-50 anos.  



59 

 

 

 Como já descrito, o tamanho tumoral é o fator prognóstico tradicional, importante 

também para a previsão do prognóstico, opções cirúrgicas, planejamento do tratamento 

adequado, bem como o monitoramento da resposta da terapêutica (BAEK  et al., 2014). O 

tamanho tumoral foi dividido em três categorias, segundo o sistema atual de classificação dos 

tumores mamários – sistema TNM. Observou-se que apenas duas pacientes (11,76%) 

apresentaram tumores menores que 2,0 cm (T1); isso pode ser resultado do perfil 

assintomático e não palpável do CDIS somado à ausência de rastreamento períodico 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 à presença de lesões comedônicas, nota-se que estas mostraram-se 

presentes em 64,70% dos pacientes. Esses centros necróticos, como já descrito, são 

caracterizados por alto grau celular, necrose central proeminente e microcalcificações 

pleomórficas, além de elevadas taxas de proliferação, culminando em um prognóstico mais 

reservado (SIZIOPIKOU, 2013). 

 Além desses fatores, analisaram-se também a presença/ausência dos receptores 

hormonais (progesterona e estrógeno) que, como já explicado, muitas vezes atuam em 

sinergismo na progressão da doença, já que tem influência no metabolismo das células 

tumorais. No caso do RE, observou-se quase uma simetria dos resultados, tendo em vista que 

o status positivo e negativo ocorreram em proporções similares (figura 15).  

 

Figura 15 - Expressão dos receptores de estrógeno nas amostras de CDIS, com positividade à 
esquerda e negatividade à direita (sob aumento de 400x). 

 

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 estão sumarizados no quadro a seguir (Quadro 3).  

 

Quadro  3 - Quadro comparativo entre a expressão de receptores RE e RP na lesão e no 
estroma. 

 
Status do RE Status do RP 

Lesão Estroma Lesão Estroma 

Positivo 9 8 11 11 

Negativo 8 9 6 6 

 

Fonte: Dados da Pesquisa (2017). 

 

 Diante dos resultados, percebe-se uma concordância entre a presença/ausência do 

receptores hormonais supracitados. Essa evidência pode ser resultado de um intercâmbio entre 

as células luminais normais e o estroma, ou ainda uma alteração da expressão gênica das 

células estromais mediante influência tumoral.  

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DO CDIS  

  

 As lesões foram analisadas juntamente com o estroma circundante e algumas 

características histopatológicas foram assinaladas. Observou-se a integridade das barreiras 

mioepiteliais, concordando com o dignóstico de CDIS. As células mioepiteliais são elementos 

de origem epitelial que adquiriram características mesenquimais parciais e funções 

contrácteis. Os marcadores mais proeminentes para essas células são citoqueratinas basais 

(5/6, 14 e 17), além de P-caderina, CD10, vimentina e α-SMA. As células mioepiteliais 

produzem proteínas da matriz de membrana basal, como lamininas e colágeno IV. A LM-1 

está associada ao papel supressor de tumor dessas células, nas quais a má formação dessa 

isoforma causa desorganização da barreira, evidenciada em condições invasivas 

(INGTHORSSON et al., 2015). 

 Como já descrito, o estroma do CDIS foi classificado em três categorias – 

inflamatório, desmoplásico e normal. Os resultados encontram-se sumarizados, por grupo de 

lectinas, no quadro 4.  
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Quadro  4 -  Classificação do estroma quanto às características histopatológicas. 

 
Pacientes   

 

 
Característica predominante no estroma 

Inflamatório (%) Desmoplásico (%) 

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 condição normal, com o tecido conjuntivo adjacente bem organizado, fibras 

colágenas e elásticas com orientação unidirecional, bem como ausência de infiltrado 

inflamatório.  

 Para aos grupos das lectinas MAL-II, PNA e SNA, observou-se uma predominância 

discreta para um estroma desmoplásico, correspondendo a 52,94% das amostras, se 

comparado ao estroma inflamatório (47,06%). Para o grupo da lectina WGA, percebeu-se 

uma inversão onde 58,82% das amostras apresentaram um estroma inflamatório, se 

comparado ao desmoplásico (41,18%). Essa diferenciação entre o último grupo descrito pode 

ser explicada pelos diferentes planos de corte das lesões para confecção das lâminas, ou ainda 

os campos aleatórios escolhidos para análise.  

 A grande maioria dos cânceres de mama estão associados a uma resposta estromal 

gerada pela presença do tumor, assim como ocorre durante a cicatrização crônica de uma 

ferida. Umas das características observadas nessa reação estromal é a desmoplasia, condição 

estromal com aumento no número de fibras do tecido conjuntivo, além de uma mínima 

quantidade de componente celular. Este tipo de resposta estromal foi classicamente associado 

à presença de tumores com fenótipo maligno e benigno (ABBAS; MAHALINGAM, 2011). 

 Muitas vezes, o aumento na densidade estromal pode estar relacionada à formação e 

progressão do tumor. Em modelos animais, observou-se que um incremento na densidade 

estromal provocou um aumento de 3 vezes na formação de tumores e metástases, o que sugere 

uma ligação entre o aumento do colágeno (através da LOX) e a progressão tumoral. Essas 
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transformações no estroma podem ter influência das alterações nos níveis circulantes de 

hormônios e o IGF-1, que desempenham um papel efetor na alteração da expressão gênica em 

seios densos (KHAMIS et al., 2012).  

 Além disso, a reação estromal pode ser um indicativo de remodelação da MEC, 

secreção de fatores de crescimento, migração celular e angiogênese. Assim, ocorre aumento 

acentuado da permeabilidade vascular, extravasamento de plasma, deposição de fibrina, 

ativação de plaquetas e infiltração de células inflamatórias, culminando na presença de um 

tecido de granulação, que juntos resultam na liberação de numerosas citocinas (RUDNICK; 

KUPERWASSER, 2012). 

 A presença do infiltrado inflamatório é considerado um dos hallmarks do câncer, 

ressaltando o importante papel das células imunes para essa doença (figura 16). O papel 

dessas células é uma verdadeira via de mão dupla; a presença de um infiltrado inflamatório no 

tecido tumoral está associado tanto a ação anti-tumoral, onde essas células do sistema imune 

atuam efetivamente no controle e na eliminação das células neoplásicas. No entanto, 

dependendo do fenótipo dessas células, pode ocorrer uma ação inversa; elas podem ser 

moduladas pelo tumor para exercer uma função pró-tumoral. Assim, uma reação imune 

eficiente exige que os leucócitos estejam no lugar certo e no tempo certo (MOUAWAD et al., 

2011).  

 

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

 

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

  

 A presença de células estromais localizadas próximo ou no interior do tumor é 

parcialmente determinante da sua capacidade (pré) metastática. Ao longo da última década, a 

proporção tumor-estroma, do inglês TSR (Tumor-stroma ratio), ganhou interesse significativo 

na predição da doença de pacientes com câncer de mama, cólon, esôfago, pulmão e cervical 

(ZHANG et al., 2015). Assim, é aplicável para vários tipos de tumores sólidos, 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, estão sumarizados no quadro a seguir (Quadro 5).  

 

Quadro  5 - Proporção tumor-estroma das amostras analisadas. 

 Lectinas 

Tumor-stroma ratio 
(TSR) 

MAL-
II (n) 

PNA 
(n) 

SNA 
(n) 

WGA 
(n) 

High-stromal 
area 

>50% 9 10 8 8 

Low-stromal 
area 

<50% 8 7 9 9 

 
Fonte: Dados da Pesquisa (2017). 
 

 Para os pacientes representantes das lectinas SNA e WGA, observou-se uma 

predominância discreta (não 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 diferenças entre os grupos podem 

ser resultado da aleatoriedade dos campos em análise. 

 Em estudos com tumores de mama, os resultados para o TSR como um fator 

prognóstico ainda é controverso. Moorman et al. (2012) mostraram que uma alta porcentagem 

de estroma prediz uma fraca sobrevivência em câncer de mama CDI triplo-negativo. Kruijf et 

al. (2011) também estudaram o valor prognóstico dessa variável e seus resultados 
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corroboraram os estudos anteriormente descritos, mostrando que o TSR como um fator 

prognóstico independente para a sobrevivência livre de recaída em pacientes com câncer de 

mama, especialmente o tumores triplo-negativo.  

 Por sua vez, Downey et al. (2014) demonstraram que, em tumores CDI RE-positivos 

não-inflamatórios, altas porcentagens de estroma estão relacionados com uma melhor 

sobrevida em ambos os gêneros, destacando a importância do status de RE para interpretação 

dos dados. Além desse estudo, Downey et al. (2015) estudaram ainda as relações entre o TSR 

e alguns dados clínico-patológicos em cânceres de mama inflamatórios e demonstraram que 

não há evidências de que a variável em questão tenha significado prognóstico nesse subtipo 

de câncer de mama. Quando comparado com os dados publicados no carcinoma de mama não 

inflamatório (anteriormente citado), observa-se que há diferenças na biologia do estroma dos 

tumores nos diferentes tipos de câncer de mama, ressaltando a heterogeneidade do 

microambiente tumoral e a importância de considerar isso ao interpretar o valor prognóstico 

da TSR. 

 

5.4 EXPRESSÃO DE CARBOIDRATOS NO MICROAMBIENTE TUMORAL 

 

 Os glicídios são mediadores importantes na comunicação célula-célula, contribuindo 

para o intercâmbio de informações entre estas, fato importante quando se analisa as conexões 

entre o tumor e o microambiente tumoral. Sendo assim, alterações no perfil glicídico das 

células estromais podem modular processos fisiológicos importantes para a progressão 

tumoral (VAJARIA et al. 2016).  

 Os resultados obtidos na análise da expressão dos carboidratos nas amostras estão 

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

 

Quadro  6 - Expressão dos carboidratos no estroma tumoral. 

Lectinas Status Nº de pacientes (%) 

MAL-II 
Positivo 11 (64,70%) 

Negativo 6 (35,30%) 

PNA 
Positivo 11 (64,70%) 

Negativo 6 (35,30%) 
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SNA 
Positivo 7 (41,18%) 

Negativo 10 (58,82%) 

WGA 
Positivo 8 (47,06%) 

Negativo 9 (52,94%) 

 
Fonte: Dados da Pesquisa (2017). 
 

Figura 17 - Histoquímica 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 à expressão de ácido siálico, 

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

resíduo de Siaα2-3 e negativa (58,82%) para o resíduo de Siaα2-6 (quadro 6). A alta 

expressão de ácidos siálicos apresenta relação com o potencial metastático nas células 

tumorais, de linhagens celulares de mama e outros tecidos, tais como cervical e gástrico 
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(LÓPEZ-MORALES et al. 2010; WANG et al., 2009). Assim, a presença desses resíduos na 

superfície celular aumenta a capacidade migratória dessas células (CUI et al., 2011). Além 

disso, durante o processo de migração, esses resíduos de carboidratos auxiliam na 

imunomodulação através da evasão do sistema complemento, bem como de células do sistema 

imunológico, tais como células Natural Killer, células mieloides, células dendríticas e células 

T CD4+ (BÜLL et al., 2014). 

 Os dados demonstraram que a expressão estromal de ácido siálico no CDIS apresenta, 

em maioria, negatividade para Siaα2-6. Esse resíduo está intrinsecamente relacionado com a 

mobilidade celular, uma vez que apresenta a capacidade de modular os receptores de 

integrinas, proporcionando sua interação com o colágeno e a fibronectina, fato essencial para 

o translado na MEC (YUAN et al., 2016). Além disso, a hipersialilação de células tumorais 

podem modular a eficácia de fármacos antineoplásicos e conferir resistência à radioterapia 

(BÜLL et al., 2017). Tendo em vista que o estroma atua, muitas vezes, de modo sinérgico 

para a progressão tumoral, o perfil de carboidratos dessas células podem atuar influenciando o 

perfil fenotípico de células neoplásicas. Sendo assim, a expressão de ácido siálico do estroma 

pode auxiliar o tumor ao longo do processo migratório, permitindo uma maior invasividade. 

Para o CDIS, observou-se uma maioria negativa para a expressão deste carboidrato, 

corroborando o comportamento desse tipo de tumor de mama, que ainda acumulou 

modificações necessárias para adquirir um perfil invasivo. 

 A expressão estromal de ácido siálico no CDIS apresenta, em maioria, positividade 

para Siaα2-3. Burchell et al. (1999) mostraram que, em tecidos mamários tumorais, há uma 

maior expressão desse resíduo de carboidrato se comparados com tecidos mamários normais. 

Além disso, os resíduos de Siaα2-3 estão correlacionados positivamente com o 

comprometimento linfonodal axilar, bem como a redução 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 expressão de resíduos de Siaα2-3 foi 

correlacionado positivamente com a invasão e a migração celular, além da modulação da 

expressão de moléculas envolvidas no processo de invasão, tais como integrina ȕ1, MMPs 2 e 

9, além de COX-2. Esses dados solidificam a ideia de que os resíduos carboidráticos em 

questão auxiliam para uma condição invasiva da doença. Em confronto com os dados obtidos 

nesse trabalho, nota-se que a positividade encontrada para a expressão no microambiente 

tumoral pode significar uma atividade preparatória do mesmo para uma condição invasiva 

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

estroma considerando a presença/ausência de comedos. 

 

 

Quadro  7 - Perfil de expressão de carboidratos no estroma considerando a presença/ausência 
de comedos. 

Lectinas  Status  

 

Comedônico  Não-

comedônico   
 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 expressão do resíduo Galȕ(1-3)-GalNac, marcado pela lectina PNA, foi 

encontrado maioria positiva (64,70%) nas amostras (dados expostos no quadro 6). O resíduo 

em questão, conhecido como antígeno Thomsen–Friedenreich (TF), geralmente encontra-se 

mascarado por outros carboidratos em células normais. Em contrapartida, essa estrutura é 

conhecida por ocorrer em cerca de 90% de todos os cânceres (SINDREWICZ et al., 2016). 

Esse resíduo de carboidrato, por manter potenciais interações com a galectina-3, está 

envolvido em vários processos celulares fundamentais como o splicing de pré-mRNAs, 

crescimento e diferenciação celular, regulação da apoptose, bem como o reconhecimento e a 

adesão celular. Com isso, esse carboidrato também está associado com um aumento do 

fenótipo maligno e metastático (GLINSKY et al., 2001). Sendo assim, o estroma tumoral nas 

amostras de CDIS demonstraram uma positividade para a expressão desse carboidrato, 

podendo ser um indício de modulação inicial do estroma para o suporte tumoral. 

 Por sua vez, os resíduos de GlcNAcȕ(1-4)-GlcNAcȕ1- apresentaram uma expressão 

muito proporcional no estroma das amostras de CDIS, observando-se uma negatividade muito 

discreta para o mesmo (52,94%) (quadro 6). Esse resíduos carboidráticos estão envolvidos em 

uma série de eventos para que contribuem para a progressão tumoral. Ma e Vosseller (2014) 

destacam a ação desses resíduos em vários hallmarks no câncer (HANAHAN; WEINBERG, 

2011). Para a proliferação 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 glicosilação propicia 

ainda uma maior sobrevivência celular por meio da ativação da via NFκB, bem como 

favorecem à angiogênese e ao processo de invasão e metástase por meio da expressão de 

VEGF/MMPs 2 e 9 e estabilidade de moléculas envolvidas na TEM, respectivamente. Os 

resíduos de GlcNAc atuam ainda como um “sensor nutricional”, regulando o metabolismo 

energético da célula (JÓZWIAK et al., 2014). Em confronto com nossos dados, percebe-se 

uma expressão discreta desse carboidrato, concordando com o fenótipo do CDIS.  

 Em suma, supõe-se que a expressão dos carboidratos no estroma podem estar em 

concordância com o fenótipo que o tumor apresenta. À medida que ocorre a progressão 

tumoral, mais características vão sendo adquiridas e, por meio da modulação tumoral via 

comunicação tumor-estroma, a expressão dos carboidratos no microambiente podem ir se 

modificando para atender às necessidades da doença. Contudo, para observar essas 

modificações, se faz necessário avaliar a expressão desses carboidratos em tumores de 

condição invasiva.  

 

5.5 PERFIL DE CARBOIDRATOS E DADOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS  
 

 Como já descrito, os dados clínico patológicos apresentam uma grande importância 

para uma melhor compreensão da doença, tendo por consequência um melhor delineamento 

terapêutico. No quadro abaixo (quadro 8), encontram-se o perfil de expressão estromal dos 

carboidratos analisados nesse trabalho, estratificado de acordo com os dados clínico-

patológicos das pacientes.  

 

Quadro  8 - Expressão estromal dos carboidratos categorizada de acordo com o perfil clínico-
patológico das pacientes. 

Fatores 
clinico-

patológicos 

MAL+ 

n (%) 
MAL- 

n (%) 
PNA+ 

n (%) 
PNA- 

n (%) 
SNA+ 

n (%) 
SNA- 

n (%) 
WGA+ 

n (%) 

 
WGA- 

n (%) 
 

Idade (anos) 
 

< 50 
> 50 

 

 
4 (23,53) 

 
7 (41,18) 

 
1 (5,88) 

 
5 (29,41) 

 
4 (23,53) 

 
7 (41,18) 

 
1 (5,88) 

 
5 (29,41) 

 
2 (11,76) 

 
5 (29,41) 

 
3 (17,65) 

 
7 (41,18) 

 
2 (11,76) 

 
6 (35,29) 

 
3 (17,65) 

 
6 (35,29) 

Tamanho 
tumoral (cm) 

 
<2,0 

 
2.0-5.0 

 
 
 

0 (0) 
 

6 (35,29) 

 
 
 

1 (5,88) 
 

4 (23,53) 

 
 
 

1 (5,88) 
 

8 (47,06) 

 
 
 

1 (5,88) 
 

1 (5,88) 

 
 
 

0 (0) 
 

5 (29,41) 

 
 
 

2 (11,76) 
 

4 (23,53) 

 
 
 

1 (5,88) 
 

5 (29,41) 

 
 
 

1 (5,88) 
 

4 (23,53) 
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> 5.0 

 
5 (29,41) 

 
1 (5,88) 

 
2 (11,76) 

 
4 (23,53) 

 
2 (11,76) 

 
4 (23,53) 

 
2 (11,76) 

 
4 (23,53) 

Lesões 
comedônicas 

 
Sim 

 
Não 

 

 
 

5 (29,41) 
 

6 (35,29) 

 
 

5 (29,41) 
 

1 (5,88) 

 
 

7 (41,18) 
 

4 (23,53) 

 
 

4 (23,53) 
 

2 (11,76) 

 
 

4 (23,53) 
 

3 (17,65) 

 
 

7 (41,18) 
 

3 (17,65) 

 
 

7 (41,18) 
 

1 (5,88) 

 
 

4 (23,53) 
 

5 (29,41) 

Estrógeno 
 

Positivo 
 

Negativo 
 

 
5 (29,41) 

 
6 (35,29) 

 
3 (17,65) 

 
3 (17,65) 

 
4 (23,53) 

 
7 (41,18) 

 
5 (29,41) 

 
1 (5,88) 

 
3 (17,65) 

 
4 (23,53) 

 
6 (35,29) 

 
4 (23,53) 

 
6 (35,29) 

 
2 (11,76) 

 
3 (17,65) 

 
6 (35,29) 

Progesterona 
 

Positivo 
 

Negativo 

 
 

7 (41,18) 
 

4 (23,53) 

 
 

4 (23,53) 
 

2 (11,76) 

 
 

7 (41,18) 
 

4 (23,53) 

 
 

4 (23,53) 
 

2 (11,76) 

 
 

4 (23,53) 
 

3 (17,65) 

 
 

7 (41,18) 
 

3 (17,65) 

 
 

7 (41,18) 
 

1 (5,88) 

 
 

4 (23,53) 
 

5 (29,41) 

TSR 
 

>50% 
 

<50% 

 
 

7 (41,18) 
 

4 (23,53) 

 
 

2 (11,76) 
 

4 (23,53) 

 
 

7 (41,18) 
 

4 (23,53) 

 
 

3 (17,65) 
 

3 (17,65) 

 
 

2 (11,76) 
 

5 (29,41) 

 
 

6 (35,29) 
 

4 (23,53) 

 
 

3 (17,65) 
 

5 (29,41) 

 
 

5 (29,41) 
 

4 (23,53) 
 

Fonte: Dados da Pesquisa (2017). 

 

 Na análise estatística multivariada, verificou-se que não houve correlações (p < 0,05) 

entre a expressão dos carboidratos estudados e os dados clínico-patológicos explorados. Esses 

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

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

conclusões mais precisas. Abaixo, no quadro 9, seguem os resultados estatísticos obtidos para 

as lectinas utilizadas ao longo do trabalho. 

 

Quadro  9 - Análise estatística multivariada para a expressão de carboidratos no estroma. 

 Lectina MAL-II Lectina PNA Lectina SNA Lectina WGA 
Variáveis z p > |z| z p > |z| z p > |z| Z p > |z| 

Idade -0.95 0.344 -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 0.936 -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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6 CONCLUSÃO  
 
 
 Os pacientes analisados aparesentaram, em sua maioria, idade superior a 50 anos 

(70,59%), tumores de tamanho superior a 2cm (88,23%) e presença de lesões 
comedônicas (64,70%). 
 

 As amostras foram caracterizadas como carcinoma ductal in situ, aparesentando as 
características histopatológicas peculiares para tal. 
 

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

 A proporção 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 expressão de resíduos de Siaα2-3 
e Galȕ(1-3)-GalNac, bem como negatividade para Siaα2-6 e GlcNAcȕ(1-4)-
GlcNAcȕ1, concordando com o fenótipo ainda não invasivo do CDIS. 
 

 Não houve correlação entre os dados clínico-patológicos analisados e a expressão dos 
carboidratos no estroma, sob a luz da população amostral utilizada. 
 

 Estudos comparativos para análise do estroma em tumores de fenótipo invasivo são 
necessários para obtenção de respostas mais completas sobre a influência do perfil 
glicobiológico na progressão tumoral.  
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