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PREFACIO

E com grande prazer e alegria que apresento esta obra, fruto de um intenso
trabalho realizado durante o meu curso de Mestrado em Biologia Aplicada a Saude
na Universidade Federal de Pernambuco, onde tive a oportunidade de estudar o
cancer de mama.

Composto por capitulos que abordam informacdes sobre o subtipo de cancer
de mama - Carcinoma Ductal in situ (CDIS), seu estroma e correlagdo com
biomarcadores importantes no seu diagnéstico, o principal objetivo do trabalho é
envolver e entreter diretamente os leitores sejam eles profissionais da area de
ciéncias bioldgicas e saude que buscam inovacdes, estudantes que procurem novos
conhecimentos ou até um publico distinto que queira compreender melhor os temas
gue estao descritos na literatura e aqui abordados.

Os temas descritos neste numero sao: Generalidades sobre o Carcinoma
Ductal in situ de Mama, Estroma Tumoral, Células Estromais, Biomarcadores e
Glicosilacéo no CDIS.

Desejo uma excelente leitura para todos.

Prof. Me. Wilson Lima
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Carcinoma ductal in situ (CDIS) é uma proliferacdo de células epiteliais
malignas confinadas na membrana basal dos ductos maméarios. Com o grande
aumento na incidéncia do CDIS, com auxilio dos programas de rastreamento
mamogréfico na Ultima década, tornou-se imperativo uma melhor compreenséo
desta doenca (SALLES et al.,2007). Um dos aspectos tumorais que necessitam de
melhor caracterizacdo diz respeito ao papel e envolvimento do estroma nha
carcinogénese e aquisicao do fendtipo maligno para todos os tipos de neoplasias,
inclusive CDIS (RUDNICK; KUPERWASSER, 2012). No entanto, ainda sao poucos
os estudos sobre as caracteristicas morfolégicas do estroma tumoral de CDIS
mamario, por exemplo, ha caréncia de estudos sobre sua arquitetura e perfil
inflamatério que podem ser fonte de entendimento da biologia do cancer (FISHER et
al., 2007; VAN BOCKSTAL et al., 2013).

O CDIS é uma forma pré-invasiva de cancer de mama e nado representa uma
ameaca real para a vida das pacientes. Contudo, as opcdes terapéuticas disponiveis
sdo as mesmas que aquelas disponiveis para tipos agressivos de tumores mamarios
e incluem mastectomia, cirurgia com preservacao da mama, radioterapia ou uso de
tamoxifeno. Portanto, faz-se necessario estudar de maneira aprofundada o CDIS
para identificagdo de marcadores tumorais eficazes para estratificacdo de pacientes
com baixo risco de progressdo da doenca possibilitando busca de melhorias na
conduta terapéutica (SALLES et al.,2007).

A expressado do Receptor de Progesterona (RP) é fortemente dependente da
presenca de Receptor de Estrogeno (RE). Tumores que expressam RP, mas ndo o
RE séo incomuns e representam 1% de todos os casos de cancer de mama (VIALE
et al., 2007). Por esta razdo, a avaliacdo da expressdo dos RP e RE serve como
marcador tumoral nas amostras de cancer de mama e determinam a utilizacdo da
terapia com tamoxifeno (BUITRAGO et al., 2011).

Os marcadores tumorais sdo macromoléculas presentes no tumor, no sangue,
em outros liquidos biolégicos, cujo aparecimento e ou alteracbes em suas
concentracdes relacionam-se com a génese e o crescimento de células neoplasicas
(CAPELOZZI, 2001), bem como no microambiente tumoral (LARI e KUERER, 2011).
Ou seja, os marcadores tumorais funcionam como indicadores da presenca de

neoplasia e podem ser produzidos diretamente pelo tumor ou pelo organismo, em
8
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resposta a presenca do crescimento ou surgimento tumoral (SILVEIRA, 2005). Em
sua maioria, esses marcadores sdo proteinas ou porcdes proteicas (ALMEIDA,
2004) incluindo antigenos de superficie celular, proteinas citoplasmaticas, enzimas e

hormonios (MATTOS et al., 2005).

A (glicosilacdo, processo essencial nas células eucaridticas, € uma
modificacdo pos-traducional que expande a informacgéo biologica de biomoléculas
pela adicdo de um novo nivel de estrutura (FREEZE; AEBI, 2005; WANG; HUANG,
2009; REIS et al., 2010), ampliando assim o leque de funcionalidades destas,
incluindo as proteinas (GABIUS et al., 2011).Esse processo ocorre por meio da
ligacdo covalente de um carboidrato a proteinas ou lipideos, catalisada por
glicosiltransferases (GTs) e glicosidades com substratos doadores de acucar
especificos. Portanto, os glicanos sao encontrados em varios tipos de biomoléculas
que podem ser classificadas em diferentes familias de glicoconjugados:
glicoproteinas, glicoesfingolipideos, proteoglicanos e proteinas ligadas a
glicosilfosfatidilinositol (REIS et al., 2010).

Gabiuset al. (2011), desenvolveu um estudo caracterizando as funcdes
biolégicas de cada glicano (bem como sua ligacdo com determinadas proteinas -
incluindo galectinas e lectinas do tipo imunoglobulina de ligacdo ao &cido siélico),
demonstraram que essa interacdo tem importancia para o estudo do cancer.
Diferentes tipos de glicoconjugadosinterferem nos principais processos celulares de
cancer, bem como com o microambiente tumoral, levando a progressédo do cancer
(HAKOMORI S, 2002; FUSTER et al., 2005; REIS et al., 2010; PINHO et al., 2013)

Lectina denomina um grupo de (glico)proteinas com habilidade de se ligar
reversivel e especificamente a estruturas mono ou oligossacaridicas, encontrada em
diferentes plantas, invertebrados e animais (ISKRATSCH T et al., 2009). Devido
essa propriedade, as lectinas sdao empregadas como sondas em estudos de
glicoconjugados da superficie celular para o entendimento da funcdo dos
carboidratos durante o crescimento e a diferenciacdo celular, interacdo entre células
e meio extracelular, além de processos patoldgicos (SHARON N, 2007).No caso
especifico do cancer, as lectinas séao utilizadas para identificacdo de modificacdes
nos padrdes de expressdo de carboidratos de glicoproteinas de superficie celular

transformadacom vistas ao entendimento da biologia tumoral e contribuicdo para o
9
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diagndstico e prognéstico de processos neoplasicos (BRUSTEIN et al., 2011; LIMA

et al., 2013; SILVA et al., 2014).

As células tumorais exibem uma ampla gama de alteracbes de glicosilacao
em comparagcdo com as suas contrapartes nao transformadas. A glicosilagdo de
proteinas aumenta a heterogeneidade molecular e a diversidade funcional dentro
das populacdes celulares. Essa heterogeneidade ocorre porque as modificacdes de
glicanos diferentes sédo especificas de proteinas, especificas do sitio (diferentes
sitios de uma dada proteina podem ser diferencialmente glicosilados) e especificos
de células. Ou seja, as especificidades da glicosilacdo dependem de vérios fatores
intrinsecos do processo de glicosilacdo dentro de uma determinada célula ou tipo de
tecido (PINHO e REIS, 2015).

A ampliacdo da visdo sobre o papel das complexas interac6es célula-tumoral
e estroma para a génese e aquisicdo das caracteristicas do céancer (proliferacdo
descontrolada, evasédo da apoptose e do sistema imune, imortalizacdo, invasao e
metastase, por exemplo) evidenciou a lacuna existente de estudos sobre o perfil de
glicosilagéo e expressédo de marcadores tumorais dascélulas estromais. Estudos de
glicosilacdo estromal poderdo ajudar no entendimento da biologia do cancer,
resisténcia aos tratamentos existentes e para a proposicdo de modalidades de
tratamentos mais eficazes (FERREIRA et al., 2017).

10
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CARCINOMA DUCTAL IN SITU DE MAMA
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A mama da mulher adulta é constituida por uma série de ductos, ductulos e
l6bulos que estdo imersos em um estroma com quantidades variaveis de tecido
adiposo e fibroso. Estas estruturas se organizam em forma de lobos, que se iniciam
no mamilo, com os ductos coletores que drenam dos ductos e ductulos, e se
ramificam nos I6bulos. Estes Ultimos junto aos ductos terminais formam a unidade
terminal ducto-lobular, que representa a porcao estrutural e funcional da mama.O
epitélio que reveste esse sistema ducto-lobular € constituido por uma dupla camada
de células, a mais interna denominada luminal e a externa é caracterizada como
mioepitelial. Um terceiro tipo celular denominado basal tem sido descrito devido a

sua localizac&o na posicdo basal ou suprabasal do epitélio mamario (MILLS, 2007).

Carcinoma ductal in situ (CDIS) é uma proliferacao clonal de células epiteliais
malignas confinadas a um sistema ducto lobular, sem evidéncia de rompimento da
membrana basal e invasdo do estroma circundante. Do ponto de vista biolégico, o
CDIS é uma doenca heterogénea que pode progredir ou ndo para carcinoma ductal
invasivo (BOCKSTAL; LIBBRECHT, 2015). Histologicamente, o CDIS € uma doenca
gue engloba um amplo espectro de variacbes de lesdes desde baixo-grau (bem
diferenciadas), que nao representam risco de vida, até lesdes de alto-grau (mal
diferenciadas), que podem abrigar focos de cancer de mama invasivo (VOLINIA et
al.,, 2012). A classificacdo histologica do CDIS leva em consideracdo as seguintes
caracteristicas: tamanho nuclear, polarizacdo celular, presenca e tamanho de
nucléolos e a frequéncia mitética. No exame histologico de rotina considera-se a
presenca de necrose comedo (necrose confluente dentro de uma lesao CDIS), a
presenca e extensdo de microcalcificacbes em correlagdo com imagem pré-
operatéria, a avaliacdo da extensdo da lesdo e a distancia da lesdo a partir de
margens de excisdo (ROYAL COLLEGE OF PATHOLOGISTS OF AUSTRALASIA,
2012).

As lesdes comedonicas caracterizam-se pela presen¢a de necrose central e
calcificacdo, preenchendo os espacos ductais. Nas lesbes solidas, o lumen é
ocupado por uma proliferacdo celular de tamanho médio, menores que as do tipo
comedobnicas. Os tipos micropapilar e papilar caracterizam-se por projecdes

papilares homogéneas e mistas, respectivamente, na superficie interna dos espacos

12
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ducto-lobulares.O tipo cribriforme, por sua vez, apresenta espacos glandulares

nitidos e marcados (PROVENZANO et al., 2013).

Do ponto de vista clinico, o CDIS apresenta-se raramente sintomatico com um
nédulo palpavel na mama, secrecdo mamilar ou alteracbes na pele. A deteccdo
precoce com aumento significativo da incidéncia da doenca deu-se apds a
introdugdo do rastreio mamografico (VIRNIG et al., 2010). Na mamografia, CDIS
aparece como microcalcificacbes em 90% dos casos. Calcificacbes em uma
distribuicdo agrupada ou segmentar estdo associadas com CDIS de alto grau,
enquanto CDIS de baixo grau associam-sea calcificagcbes amorfas. Visto que a
deteccdo por mamografia € dependente das microcalcificacdes, que por muitas
vezes nao estdo presentes, esse procedimento ndo € de todo eficaz para o
diagnoéstico em alguns casos (GREENWOOD et al., 2013).

O diagndéstico, em algumas situacdes, pode ser dificil para o patologista,
principalmente quando ha necessidade de diagndstico diferencial entre hiperplasia
ductal atipica e o CDIS de baixo grau ou quando ha evidénciasde microinvasao. A
variacdo diagnostica entre estas lesfes tem importantes implicagdes clinicas. Por
isso, o diagndstico histopatolégico acurado tem sido considerado um dos parametros
mais importantes para a decisdo terapéutica, sendo o papel do patologista
fundamental no tratamento das pacientes. O treinamento em reconhecer os padrdes
morfologicos do espectro de lesdes proliferativas epiteliais mamarias ainda € o
principal instrumento do patologista no diagnoéstico dessas lesdes (SALLESet al.,
2005).

Os carcinomas mamarios possuem trés vias principais de disseminacéo, a via
local, hematogénica e linfatica nos quais 30 a 50% dos casos apresentam
metastases nos linfonodos axilares no momento do diagnostico. De uma forma
geral, a presenca das metastases regionais indica a presenca de metastases distais,
assim, quanto maior o numero de linfonodos envolvidos, maior a probabilidade de
metastases distais. Os locais de metastases sistémicas ocorrem com maior
frequéncia nos pulmdes, ossos, figado, glandulas suprarrenais, ovarios e sistema
nervoso central (SCULLY et al., 2012).

13
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O tratamento primario do CDIS é a cirurgia, quer por mastectomia ou
lumpectomia (remocéo cirdrgica local que tenta preservar a mama). Como a
mastectomia remove quase todo o tecido mamario, o risco de recorréncia local é
minimo, sendo assim, a mastectomia é o tratamento cirurgico preferido nos casos
em que a doenca ndo € extensa ou multifocal (em que ndo é possivel obter margens
cirdrgicas claras e cosmese satisfatéria com lumpectomia), ou em pacientes com um
alto risco subjacente de cancer de mama (por exemplo, portadores de uma mutagcao
BRCA1 ou BRCA2) (PONTI et al., 2014).0 tratamento auxiliar, com a radioterapia
e/ou tamoxifeno pode ser oferecido apds a excisdo cirurgica local (CUZICK et al.,
2011). Estudos clinicos demonstraram uma reducdo significativa do risco de
recorréncia local com o uso de radioterapia em pacientes com CDIS tratados por
lumpectomia (GOODWIN et al., 2013).

Adicionalmente, informacfes moleculares do CDIS podem ser obtidas por
meio de imunohistoquimica (IHQ) para proteinas com potencial progndstico,
incluindo os tipos que mostraram progressao para doenca invasiva (PANGet al.,
2016). A investigacdo de biomarcadores em CDIS tem sido focada sobre as células
epiteliais malignas e sé recentemente tem crescido o interesse no papel do
microambiente do tumor, incluindo o estroma, para determinar a progressao ou
recorréncia de carcinoma invasivo (BOCKSTAL et al., 2013).Portanto, ha a

necessidade de ampliar os estudos sobre as caracteristicas estromais do CDIS.

14
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3.1 CARACTERISTICAS GERAIS

Os tumores sado compostos de duas partes distintas: parénquima e estroma,
mas interativas que apresentam "comunicagdo cruzada' para promover o
crescimento do tumor. Investigagdes suportam a nocdo de que as células estromais
tumorais desempenham papéis importantes na iniciacdo, progressado e metastase do
tumor. Os fibroblastos associados ao cancer (CAFs, do inglés “Cancer associated
fibroblasts”) sé&o os tipos celulares mais frequentes do estroma tumoral,
especialmente nos canceres de mama e do pancreas (OSTMAN A; AUGSTEN M,
2009). Além dos CAFs, existem também outros tipos celulares componentes do
estroma que desempenham um papel importante no cancer de mama, tais como

macrofagos, células endoteliais, adipdcitos e leucocitos (YAN MAOQet al., 2013)

Hanahan e Weinberg (2000) observaram que os tumores sdo mais do que
massas insulares de células cancerosas que proliferam. Em vez disso, sdo tecidos
complexos compostos por multiplos tipos de células distintas que participam de
interagdes heterotipicas entre si. Ha evidéncias que as células do estroma associado
ao tumor sao recrutadas e participam ativamente da tumorigénese. Ou seja, esses
tipos celulares contribuem para o desenvolvimento e a expressdo de certas
caracteristicas proprias do cancer. Estudos da biologia do cancer solidificaram e
estenderam essa nocdo da participagdo do estroma na progressdo tumoral,
revelando que os tumores ndao podem mais ser entendidosisoladamente por meio de
caracteristicas das células cancerosas, mas deve abranger as contribuicbes do
"microambiente tumoral" para a tumorigénese (HANAHAN E WEINBERG, 2011).

A interacdo entre células do cancer e do estroma neoplasico é fundamental
para a aquisicdo das capacidades para crescimento invasivo e metastase
(EGEBLAD et al., 2010; QIAN e POLLARD, 2010). A sinalizagdo proveniente das
células estromais afetam as células de carcinoma e atuar para alterar suas
caracteristicas de especificidade. Exemplo dessa sinalizacdo foi demonstrada por
células-tronco mesenquimais (CMSs, do inglés “Mesenchymal Stem Cells”)
presentes no estroma tumoral via secrecdo de CCL5/RANTES em resposta a sinais
liberados por células cancerigenas; CCL5 age de forma reciproca nas células
cancerosas para estimular o comportamento invasivo (KARNOUB et al.,2007).

16
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Os macrofagos da periferia tumoral podem promover a invasédo local,
fornecendo enzimas que degradam a matriz, como metaloproteinases e catepsinas
proteases de cisteina (KESSENBROCK et al., 2010). Observacbes como estas
indicam que os fendtipos de malignidade de alta grau ndo surgem de forma
estritamente autbnoma nas células neoplasicas e que sua manifestacdo ndo pode
ser entendida apenas por meio de analises gendmicas deste tipo celular. Uma
implicacdo importante, ainda néo testada, € que a capacidade de negociar a maioria
das etapas da cascata de invasao-metéstase pode ser adquirida em certos tumores
sem o requisito de que as células neoplasicas associadas sofram mutacfes
adicionais além das que eram necessarias para a formacédo de tumores primarios
(HANAHAN E WEINBERG, 2011).

3.2 CELULAS ESTROMAIS

O tipo de célula mais abundante do estroma no cancer de mama sdo 0s
fibroblastos associados ao cancer (CAFs). Estas células secretarem uma variedade
de fatores soluveis, tais como quimiocinas ou fatores de crescimento que modulam o
estroma e o crescimento tumoral. Apesar da sua morfologia regular, varios estudos
tém revelado que os CAFs tém perfis de expressdao de RNA mensageiro e proteina
distintos dos fibroblastos presentes em tecido mamario normal (FOLGUEIRA et al.,
2013)

Além do envolvimento no crescimento tumoral, foi evidenciado que os CAFs
participam da formacdo de metastases cerebrais em pacientes com cancer de
mama, uma vez que sao frequentemente encontradas nas metastases cerebrais e
também propiciam a invaséo, a formacao de col6nias e a transmigracdo de células

de cancer de mama in vitro (CHOI et al., 2014).

Resisténcias terapéuticas sdo a principal razdo para o insucesso do
tratamento do cancer de mama. O estroma tumoral também participa dessa
resisténcia terapéutica (enddcrina e quimioterapica) que contribui para a progressao
do cancer de mama e mau prognostico. Evidéncias demonstram que os CAFs
podem induzir resisténcia terapéutica no tratamento do cancer de mama (TRUE;

NELSON, 2013).
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Macréfagos associados a tumores (TAMs, do inglés “Tumor associated
macrophages”) formam uma populagdoimportante de células no cancer de mama e
exibem um fenotipo caracteristico orientado para a promocdo do crescimento
tumoral e angiogénese, remodelacdo de tecidos e suprimento da imunidade
adaptativa. TAMs produzem muitos fatores que sado promotores de tumor, tais como
fator de crescimento endotelial vascular, citocinas e enzimas que suportam invasao,
angiogénese e metastase (ALLINEN et al.,, 2004). Niveis elevados de TAMs

associam-se a um pior prognostico no cancer de mama (ZHANG et al., 2010).

Outros tipos de leucdcitosinfiltrantes, além dos macréfagos, contribuem para a
progressdo do cancer de mama. Man et al. (2004) demonstraram que leucocitos
infiltrantes foram encontrados em CDIS com ruptura da camada de células
mioepiteliais, o que indica o envolvimento desse tipo celular na progressdo de
cancer de mama invasivo. Além disso, diferentes tipos de leucdcitos (células T CD4
+ e CD8 +, células B CD20+) desempenham papéis diversos no cancer de mama.
Os linfécitos T ativados predominam no tecido do tumor, enquanto as células de
linhagem mieloide (macréfagos associados ao tumor — TAMs)sdo 0s mais
encontrados em tecido mamario "normal" (RUFFELL et al.,, 2012).Em comparacéo
com os tecidos de pacientes com cancer de mama tratados principalmente apenas
por cirurgia, o tecido dos que receberam quimioterapia neoadjuvante apresentaram
percentagens aumentadas de infiltrados de células mieldides, acompanhada por um
aumento da proporcéo de células T CD8/ CD4 e nimeros mais elevados de células
expressando granzima B (enzima do TCD8). Esses resultados indicam que a
guimioterapia pode afetar 0 meio ambiente imunolégico do tumor (YAN MAO et al.,
2013).

Segundo Shekhar et al.(2001), as células endoteliais também desempenham
um papel importante no crescimento e invasédo do cancer. Por meio de um sistema
de cultura tridimensional com células epiteliais de mama humana, fibroblastos de
mama e células endoteliais em uma matriz de membrana basal reconstituida foi
possivel manter a capacidade inerente de segregar (ou compartimentar) e organizar-
se de forma tridimensional com a formacdo de um nucleo central de estroma
composto de fibroblastos e células endoteliais funcionais em torno das quais

surgiram brotos epiteliais. Esse processoassemelha-se com a conjuntura in vivo

18



EXPRESSAO DE CARBOIDRATOS, GALECTINAS E RECEPTORES HORMONAIS NO ESTROMA TUMORAL
DO CARCINOMA DUCTAL in situ MAMARIO HUMANO.
Brof Me. ¥ilvon Sost de Mirande Lima
porque, na mama, 0s ductos ou acinos terminais estéo inseridos em um estroma rico
e especializado que circunda a unidade lobular. Este tecido conjuntivo lobular &
geralmente solto, possui muitos capilares, e € sustentado/cercadopor gordura
circundante e tecido fibroso mais denso da porgao estrutural e ndo funcional da

mama.

Outro tipo celular encontrado no ambiente tumoral do cancer de mama sao 0s
adipécitos. Ha evidéncias que apoiam a associacdo do tecido adiposo ao cancer
como componente chave de progressao e carcinogénese do cancer de mama, além
do colageno VI (COLVI) expresso abundantemente e envolvido em progressdo do
tumor mamario in vivo(IYENGAR et al., 2005). O papel dos adipdcitos associados ao
cancer de mama pode explicar a obesidade como fator prognostico negativo

independente do estado da menopausa (LIGIBEL, 2011).

Com a nova abordagem de terapia personalizada para pacientes com cancer
de mama, é importante explorar os Vvarios tipos celulares e seus possiveis
marcadores bioldgicos para melhor classificacdo dos pacientes em subtipos
especificos e usar esses marcadores para prever a resposta terapéutica. Logo,
caracteristicas da interacdo entre células neoplasicas e estromais no microambiente
do tumor podem ser Uteis para a descoberta de potenciais marcadores e

proporcionar impacto na terapia do cancer no futuro (YAN MAOet al., 2013).
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CAPITULO IV

BIOMARCADORES E GLICOSILACAO NO CDIS
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A imunohistoquimica (IHQ) € o conjunto de metodologias em que se utilizam
anticorpos como reagentes especificos capazes de identificar e estabelecer ligacao
com constituintes teciduais que funcionam como antigenos. Esta ligacdo antigeno-
anticorpo permite situar e identificar a presenca de varias moléculas nas células e
tecidos (DEWAN et al., 2003). O valor pratico desta técnica, muito utilizada em
Anatomia Patoldgica, resulta da possibilidade de combinar um marcador com um
anticorpo, sem provocar qualquer tipo de dano a ligacdo especifica estabelecida.
Este fato propicia a observacdo microscépica dos locais onde se encontra o
anticorpo e, consequentemente, o antigeno (BORGES, 2013).

Por meio da IHQ é possivel avaliar a expressdo e superexpressao de
receptores de estrogeno (RE) e receptores de progesterona (RP) ou amplificacédo do
receptor para fator de crescimento humano epidérmico receptor-2 (HER2) em
tecidos com cancer de mama (RATING, 2010). Esses marcadores sdo comumente
usados para definicdo do tratamento e estabelecimento do progndstico da doenca,
associados a variaveis clinicas e patologicas, tais como o envolvimento linfonodal,
tamanho do tumor, tipo histologico, grau do tumor e margens cirargicas (LLOYD et
al., 2010). Aproximadamente dois ter¢cos dos tumores da mama expressam RE e RP
no ndcleo da celula tumoral e, portanto, sdo candidatos a terapia antiestrogénica
(DOWSETT et al., 2006).

Outras proteinas sdo avaliadas pela IHQ como potenciais biomarcadores de
prognostico em CDIS (Ki67, pl6, p21, p53, COX-2), incluindo aqueles que se
mostram efetivos em doencas invasivas (PANG et al., 2016). RE e RP sao
expressos em média em 68 e 60% das lesdes CDIS, respectivamente, e estdo
correlacionados fortemente uns com os outros. Ambos estdo associados a lesbes
melhor diferenciadas e correlacionados inversamente com a superexpressado de
HER2 (LARI e KUERER, 2011). As lesbes de CDIS positivas para RE tém uma
probabilidade reduzida de recorréncia (estimativa de risco 0,39, IC 95%: 0,18-0,86),
no entanto, a expressao de RP ndo estd associada a uma reducdo significativa no
risco de recorréncia (estimativa de risco 0,56, IC de 95% 0,25-1,24) (WANG SY et
al., 2011). Os tumores negativos para ER, PR e HER2 apresentam maior risco de
recorréncia (ZHOU W et al., 2013).
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Modificagbes do padréo glicosidico da superficie celular podem afetar as
propriedades tanto de adeséo e sinalizacdo como modular a resposta provocada
pelo sistema imune do organismo, e essas alteracdes estdo diretamente ligadas ao
processo carcinogénico. Isso tem sido demonstrado em varios canceres e linhagens
de células malignas, incluindo melanomas e cancer de mama (FERREIRA et al.,
2013). Assim os carboidratos e consequentemente a glicosilagcdo, processo
enzimatico de formacdo de ligacOes glicosidicas entre sacarideos e entre estes e
proteinas ou lipidios (FUSTER e ESKO, 2005; MOREMEN et al., 2012), tém sido

investigados como biomarcadores.

Além de auxiliar a tumorigénese, a glicosilacdo aberrante também esta
associada a malignidade, interferindo de forma negativa nas interagcdes com células
efetoras imunes, angiogénese, potencial invasor capacidade metastatica das células
tumorais (MATTAINI e HEIDEN, 2012). Além disso, essas modificagbes podem
ocorrer antes do processo de transformacdo podendo ser de grande importancia

para o diagndstico de varios tipos de cancer (DALL'OLIO et al., 2012).

As glicoproteinas carregam um ou mais glicanos ligados covalentemente a
um esqueleto polipeptidico por meio de ligacdes a &tomos de nitrogénio ou oxigénio,
gerando os N-glicanos ou O-glicanos, respectivamente (BENNETT et al., 2012).
Ambos os tipos de glicosilacdo podem coexistir na mesma proteina ou mesma
célula. N-glicosilacdo consiste de uma cadeia de oligossacarideos N-ligados ligados
a asparagina contida na sequéncia asparagina (Asn)-X-serina/treonina (Ser/Thr),
onde X é qualguer aminoacido exceto prolina (Pro). Em raros casos, a sequéncia
Asn-X-cisteina (Cys) é possivel. A N-glicosilacao requer a producédo de um precursor
de oligossacarideos, que é transferido em bloco para proteinas nascentes no
reticulo endoplasmatico. Em proteinas, ela ocorre em dois distintos compartimentos
celulares: no reticulo endoplasmético e no Complexo de Golgi. No primeiro, um
nucleo de oligossacarideos, composto de trés Glc, nhove manoses (Man) e duas N
acetilglucosaminas (GIcNAc), é montado em um lipideo transportador, o
dolicolpirofosfato, e posteriormente, transferido para residuos selecionados de

aminoéacidos de cadeias polipeptidicas nascentes (REIS et al., 2010).

A O-glicosilacao é o outro tipo de glicosilacdo encontrada em glicoproteinas e

consiste em um glicano O-ligado a um residuo de serina ou treonina. A frequéncia
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de O-glicosilacdo em glicoproteinas é elevada, particularmente em mucinas
secretadas ou ligadas a membrana, ja que sao ricas em Ser e Thr (REIS et al.,
2010).

Dentro das alteragbes moleculares mais notdrias das células cancerosas,
destaca-se 0 aumento da exposicdo de residuos de carboidratos produzidos pelas
N- e O- glicosilacdes incompletas que, durante o alongamento da cadeia sacaridica,
formam glicoconjugados truncados (REIS et al., 2010). No cancer de mama, o N-
glicano fucosilado foi encontrado como um marcador potencial, mas também houve
um aumento no tipo de high mannose nos N-glicanos e fucosilagdo em O-glicanos
(PINHO et al., 2012; TRAN e TEM HAGEN, 2013). Pierce e colaboradores (2010)
em seu estudo, afirmaram que a combinacdo dos niveis de glicanos foi
significativamente maior em pacientes com cancer de mama linfonodos positivos
comparados com os com linfonodos negativos, indicando o potencial maligno da

expressao alterada destes carboidratos.

Apesar da importancia da glicosilacdo na doenca e transformacédo maligna ser
conhecido desde a década de 60, seu papel em tais processos tem somente sido
incipientemente explorado deixando o conhecimento disponivel escasso e longe de
ser completo (POTAPENKO et al., 2010). As glicosiltransferases representam uma
fonte promissora de potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos no cancer,
permitindo de forma mais precisa a distingdo entre os tipos de lesédo, a deteccao
precoce da doenca bem como a prevencdo de uma possivel progressdo e
metastase do tumor. Em adicdo, biomarcadores exclusivos para canceres de mama
sdo pouco descritos, fazendo-se necessario o estudo mais aprofundado do seu
processo de glicosilacdo (MEANY e CHAN et al., 2011).

As galectinas podem ser utilizadas como biomarcadores, sdo proteinas da
familia das lectinas animais que apresentam uma sequéncia permanente de dominio
de reconhecimento de carboidratos de aproximadamente 130 amino&cidos e
possuem afinidade por galactosideos presentes nas células normais e tumorais.
Esta interacao lectina-células esta envolvidas em variados processos biolégicos nos
organismos tais como controle do ciclo celular, resposta imune, adesao celular,
apoptose e metastase (FUKUMORI et al., 2007). Estas proteinas se ligam

especificamente a proteinas da matriz como a laminina, fibronectina e vitronectina
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bem como a integrinas de superficie através de ligagdes carboidratos dependentes

(ELOLA et al., 2005).

Como ferramentas sensiveis, estaveis e de facil utilizacao, as galectinas estao
sendo largamente utilizadas para reconhecer alteracdes nas superficies de células
tumorais. Essas alteracdes estdo associadas ao crescimento celular, a indugcédo de
apoptose e metastase devido ao seu envolvimento na angiogénese, na interacao

com a matriz extracelular e na disseminacdo hematogénica (DUMIC et al., 2006).

A galectina-1 € uma proteina homodimérica ndo covalente de 14kDa,
composta por dois dominios de reconhecimento de carboidratos de cerca de 130
aminoéacidos, capazes de identificar uma gama de glicoproteinas ou glicolipideos.
Suas funcdes dependem da ligacdo que estabelecem com receptores especificos
(DING et al., 2009). Esta lectina encontra-se expressa em diversos tecidos normais e
patologicos, sugerindo assim, ser funcionalmente polivalente, j& que desempenha
uma vasta gama de atividades biolégicas (SAUSSEZ et al., 2007), tais como
regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo celular e apoptose, mediando a

transformacéo e crescimento tumoral (DING et al., 2009).

7

A galectina-3, um produto génico quimérico de 31 kDa, é uma lectina
extracelular e intracelular, que interage com glicoproteinas da matriz extracelular
(GONG et al.,, 1999). Estd envolvida em uma série de eventos fisioldgicos e
patoldgicos. Estruturalmente consiste de trés dominios: a) um dominio terminal NH2
de 12 aminoacidos, que representa um local de fosforilagdo sérica que é importante
para a regulagédo da sinalizagdo celular; b) uma sequéncia repetida tipo colageno, o
gual é rica em glicina, prolina e tirosina; c) e um dominio de COOH - terminal
(BALAN et al., 2010; JOHN et al., 2003). O papel biolégico de Gal-3 é definido pela
sua localizacdo em compartimentos intracelulares ou como parte do microambiente.
Portanto, ora tem fungcdo como mediador intracelular, ora como sinal extracelular
(DUMIC et al., 2006).

A lectina Ulex europaeus agglutinin-l (UEA-I) se liga especificamente a
residuos de a-L-fucose presentes em glicoproteinas e glicolipideos. A UEA-I € uma
metaloglicoproteina homodimérica. Cada uma de suas sub-unidades tem peso

molecular de aproximadamente 27 kDa (AUDETTE et al., 2000). Em processos nos
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quais ocorre alteracdo da glicosilacdo, residuos terminais de fucose, aos quais a
UEA-I se liga, podem ser expressos em cadeias de carboidratos, seja pela adicdo de
residuos de fucose ou pela perda de acglcares de outros terminais (OKAZAKI et al.,

2004).

A Concanavalina (ConA), obtida das sementes de Canavalia ensiformis
(Familia Fabacea), foi a primeira lectina a ser isolada e ter sua sequéncia de
aminoacidos e estrutura tridimensional determinadas por cristalografia de raios-X. A
ConA é uma lectina D-glicose/D-manose especifica, e seu monémero contém 237
residuos de aminoacidos. Muitos estudos fizeram desta proteina a lectina de planta
melhor caracterizada do ponto de vista bioquimico, biofisico e estrutural (PEUMANS;
VAN DAMME, 1995; BOEHM; HUCK, 1998; CAVADA et al., 2001; SHARON; LIS,
2003; FAY; BOWIE, 2006; GEMEINER et al., 2009).

Nesse contexto, a lectina Con A tem sido utilizada como ferramenta no
isolamento de glicoproteinas (HELMHOLZ et al., 2003). Considerando a capacidade
dos carboidratos em influenciar diversos fenémenos fisiolégicos e patolégicos nas
células (BLOEM et al., 2013; BORN et al., 2013), € possivel entender que proteinas
gue se ligam a residuos de carboidratos de forma especifica e seletiva, podem se
tornar importantes para o desenvolvimento e modulacdo de eventos como

comunicacao, diferenciacao e proliferacdo celular.

Neste estudo foram avaliadas caracteristicas do estroma tumoral de CDIS
referentes a expressao de carboidratos, galectinas e receptores hormonais além de
verificada a correlagdo com fatores prognésticos bem estabelecidos como idade,
tamanho tumoral e subtipos histologico. Partiu-se do pressuposto que a expressao
diferencial de biomarcadores estromais podem fornecer informacdes adicionais para

0 entendimento dessa doenca.
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CAPITULO V

ESTUDO CLINICO
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Foi realizado um estudo, com os seguintes objetivos: Geral - Identificar o
estroma tumoral do carcinoma ductal in situ (CDIS) mamario humano por meio da
analise da expressdao de carboidratos, receptores hormonais e galectinas.
Especificos: Classificar o estroma tumoral das amostras de tecido mamario humano
transformado (CDIS), em desmoplasico, inflamatorio ou normal; Determinar a
expressdo estromal dos seguintes carboidratos: metil-a-D-manose e a-L-fucose,
usando histoquimica com lectinas com as sondas Con A e UEA-I, respectivamente;
Determinar, por imunohistoquimica, a marcacdo estromal para os receptores de
estrogeno e progesterona e as Galectinas 1 e 3; Correlacionar, por meio da
regressao logistica, os dados clinicos patolégicos com os achados experimentais. A
descricdo do estudo, metodologia, resultados e discussdes serdo apresentados

abaixo.

5.1 AMOSTRAS DE TECIDOS E DADOS CLINICO PATOLOGICOS

As amostras de fragmentos teciduais de mama utilizadas nesse estudo
foramobtidos cirurgicamente por bidpsia excisional, diagnosticados como Carcinoma
Ductal in situ (CDIS), do sexo feminino, pertencentes ao Arquivo de Laminas
Histopatologicas do Grupo de Pesquisa Biomarcadores no Cancer (BmC) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os critérios de inclusdo dos casos
avaliados foram: cortes de tecidos com marcacdes para metil-a-D-manose e a-L-
fucose (ambos carboidratos), Galectina-3 e Galectina-1 (lectinas) e para Receptores
de Estrogeno (RE) e Progesterona (RP). Os casos com auséncia de qualquer destas
marcacfes foram excluidos. Os dados clinico-patoldgicos utilizados foram idade,

tamanho tumoral e expresséo de RE e RP na leséo.

5.2 HISTOQUIMICA COM LECTINAS

Para andlise da expressdo de biomarcadores sacaridicos foram avaliadas
amostras marcadas pelas lectinas Concanavalina A (Con A) e Ulex europaeus
agglutinin  (UEA-I), conjugadas a peroxidase (Sigma, USA) que reconhecem
(sondas) metil-a-D-manose e a-L-fucose, respectivamente.

5.3 IMUNOHISTOQUIMICA
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Amostras marcadas por imunohistoquimica para os receptores hormonais
Estrogeno (RE) e Progesterona (RP) e para as Galectinas 1 e 3 foram avaliadas por

meio do critério proposto por Sannino e Shousha (1994), descrito no topico seguinte.
5.4 ANALISE DESCRITIVA E ESTATISTICA

A analise de integridade estromal foi realizada em todo o campo tecidual. O
estroma das amostras analisadas foi classificado também com base nos critérios
histolégicos em: desmoplésico - quando apresentava deposicdo de coladgeno e
consequente desorganizacdo da regido estromal de acordo com Walker (2001),
inflamatério - quando apresentou infiltrado inflamatério segundo Conklin e Keely
(2012) e normal - quando nao apresentava nenhuma alteragdo. Posteriormente, 0s
cortes de tecidos foram avaliados em trés campos (0,5cm?) aleatérios do estroma,
seguindo o critério de cruzes proposto por Sannino e Shousha (1994), no qual se
leva em consideracdo a intensidade da marcacédo e o numero de células marcadas.
Foram considerados positivos 0s casos com 2 ou 3 cruzes, e negativos 0S casos
com nenhuma ou apenas uma cruz. A intensidade da marcacgéao foi classificada da
seguinte forma: ausente (0) — casos negativos sem marcagdo nenhuma, marcacao
leve (1+), marcacdo moderada (2+) e marcacdao forte (3+). Em seguida, foi feita uma
média desses trés campos e classificacdo final da marcacdo no estroma como
positiva ou negativa para posterior comparacdo com os dados clinico-patologicos
das pacientes. Para detalhamento e organizacdo dos resultados foi utilizado o

programa Stata 14 na funcéo de proporcao logit.
5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO DO ESTUDO
5.5.1 Expressao estromal de carboidratos e relagdo com o tipo de estroma
De um total de 62 casos de CDIS, 17 atenderam ao critério de inclusdo do

estudo. A Tabela 1 apresenta os resultados da marcacdo estromal usando as
lectinas Con A e UEA-| e Gal-1 e Gal-3.
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Tabela 1. Resultado da histoquimica com lectinas (Con A e UEA-I) e Imunohistoquimica
(Anti-Gal-1 e 3) para marcacao estromal em amostras de CDIS

Intensidade da Con A UEA-I Gal-1 Gal-3 TOTAL
marcacao
Ausente 0(0,0%) 2(11,8%) 1(6,0%) 2(11,8%) 5 (7,5%)
Leve 6 (35,3%) 11(64,6%) 3 (17,6%) 6 (35,3%) 26 (38,2%)
Moderada 9(52,9%) 3(17,6%) 10(58,8%) 9 (52,9%) 31 (45,5%)
Forte 2(11,8%) 1(6,0%) 3(17,6%) 0(0,0%) 6 (8,8%)

Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo dos casos analisados segundo o tipo
estromal. Com relacdo a classificacdo quanto ao tipo de estroma, a maioria dos
casos foi classificado como desmoplasico, seguido por um caréater inflamatoério.
Nenhuma amostra foi considerada normal. A principal caracteristica observada foi
uma grande desorganizacdo do estroma e deposicdo de coldgeno nas regides
préximas a lesdo (peri-leséo). Destaca-se que exceto para a marcacdao com Gal-1, o
tipo desmoplasico demonstrou uma maior positividade para a marcagcdo com as
lectinas utilizadas nesse estudo, contudo, ndo houve diferenca entre este tipo e 0

perfil inflamatério.

Tabela 2. Classificacdo do estroma segundo marcac¢éo para cada lectina

Tipo de Con A Gal-1 Gal-3 UEA-I
estroma
Desmoplasico 10 (58,8%) 8 (47%) 10 (58,8%) 9 (53%)
Inflamatério 7 (41,2%) 9 (53%) 7 (41,2%) 8 (47%)
Normal 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 1. Histoquimica com Lectinas para Con A e UEA-I (A, B, C e D) e Imunohistoquimca
contra Galectina-1 e -3 (E, F, G e H).
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A e B: marcacao com UEA-| para a-L-fucose; C e D: marcagao com Con A para metil-a-D-manose; E
e F: marcacao para Gal-1; G e H: marcacao para Gal-3. As setas indicam a desorganizacéo estromal.
Ampliacdo: 40x Fonte: proprio autor.
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5.5.2 Marcacédo estromal para receptores de estrogeno e progesterona

A marcacdo estromal para RE e RP foi observada em 58,8% dos casos

analisados (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado da imunohistoquimica para RE e RP

Marcacao RE RP TOTAL
Estromal
Negativa 9 (53%) 5(29,5%) 14 (41,2%)

Figura 2. Marcacgédo imunohistoquimica anti-Receptores de Estrégeno e Progesterona.
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A e B: Receptor de Estrogeno. C e D: Receptor de Progesterona. As setas indicam a marcagédo na
regido estromal e presenca de infiltrado inflamatério (em B).Ampliacdo: 40x Fonte:préprio autor.

5.5.3 Correlagcdo da expressédo de carboidratos e dados clinico-patoldgicos

A Tabela 4 demonstra a distribuicdo da marcacdo no estroma para cada
carboidrato avaliado segundo os seguintes dados clinico-patologicos: idade,
tamanho tumoral, positividade ou negatividade para receptores de estrogeno e

progesterona.

Tabela 4. Distribuicdo da marcagéo estromal por histoquimica com lectinas (Con A e UEA-I)
e imunohistoquimica (Anti-Gal-1 e anti-Gal-2) com os dados clinico-patolégicos

Dados clinico- Con A™ Con A UEA-I" UEA-I Gal-1" Gal-I" Gal-3° Gal-3
patoldgicos n (%) n(%) n(%) n (%) n(%) n(%) n (%) n(%)
Idade (anos)

<50 6(353) 1(59) 2(11,8) 5(29,4) 6 (35,3) 1(5,9 4(235) 3(@17,7)
>50 5(29,4) 5(29,4) 2(11,8) 8(47) 7 (41,2) 3(17,6) 5(29,4) 5(29,4)
Tamanho (cm)
<2.0 0 (0) 15,9 15,9 0(0) 1(5,9) 0 (0) 15,9 0(0)
2.0-5.0 7(41,2) 4(235) 1(59) 10(588) 7(41,2) 4(235) 4(235) 7(41,2)
>5.0 4(235) 1(59) 2(11,8 3(176) 5(29,4) 0(0) 4(235) 1(5,9)
RE
Positivo 6(353) 2(11,8) 2(11,8) 6(35,2) 6 (35,2) 2(11,8) 5(29,4) 3(17,7)
Negativo 5(29,4) 4(235) 2(11,8) 7(41,2) 7(41,2) 2(11,8) 4(235) 5(29,4)
RP
Positivo 7(41,2) 5(29,4) 2(11,8) 10(58,8) 9(52,9) 3(17,7) 8(47,1) 4(23,5)
Negativo 4(235) 1(59) 2(11,8) 3(176) 4(235) 1(59 1(59) 4(235)

RE: receptor de estrodgeno; RP: receptor de progesterona

Com relacdo a idade, houve prevaléncia de casos com idade maior que 50
anos, onde se observou maior marcagao positiva para Gal-1 (41,2%) e negativa para
o carboidrato metil-a-D-manose (47%). Com relacdo ao tamanho tumoral, houve
uma prevaléncia maior tanto de casos positivos quanto de casos negativos com

tamanho entre 2 e 5 cm.

No que diz respeito a expressado de RE e RP, observou-se uma quantidade
maior de casos negativos para o estrogeno e uma quantidade de maior de casos
positivos para a progesterona. Os casos que mais se destacaram foram o0s
considerados positivos para a expressdo de Gal-1 (41,2%) e 0s casos negativos
para a marcagao do carboidrato metil-a-D-manose no estroma (41,2%), ambos

foram considerados negativos para receptores de estrégeno. Além disso, as
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amostras consideradas negativas para a marcacdo de metil-a-D-manose no
estroma, apresentaram a maior quantidade de casos positivos para receptor de

progesterona (58,8%).

Os dados obtidos pelo Stata 14 por meio da proporcao logistica tentaram
identificar alguma relacdo entre a positividade ou negatividade da marcagcao para
cada uma das lectinas do estudo com os dados clinico patolégicos disponibilizados
(idade, tamanho tumoral, positividade e negatividade para receptores de estrégeno e

progesterona), no entanto ndo apresentaram resultados significativos.

O estroma tumoral € um dos atores do cenario neoplasico que desempenham
papel fundamental numa relacéo de retroalimentacdo com as células tumorais para
aquisicao e manutencao dos hallmarks do cancer (HANAHAN E WEINBERG, 2011).
Por isso, é imprescindivel entender as caracteristicas e analisar, de varias
perspectivas, as células e constituintes extracelulares estromais visando a obtencéo

de informacdes da biologia do cancer.

Em nosso estudo, houve uma predominancia do tipo desmoplasico de
estroma, seguido por um carater inflamatério. Desde a década de 1950,
pesquisadores ja tinham interesse sobre a desmoplasia (JACKSON e ORR, 1957;
BARSKYet al., 1982; DVORAK, 1986; PERES et al.,1987). Jackson e Orr (1957)
desenvolveram estudos que propunham esse fenbmeno como resultado da
condensacao do colageno pré-existente. Em 1982, Barsky et al., ja tinham boas
evidéncias de que o colageno era sintetizado por miofibroblastos. Varios
mecanismos que resultaram em ativacdo de miofibroblastos e sintese de coldgeno
foram sugeridos. Estes incluem mecanismos de citocinas do sistema imune e lesbes
microvasculares (DVORAK et al., 1981; BARSKY et al., 1982 DVORAK, 1986;
PERES et al.,1987) com caracteristicas andlogas a cicatrizacdo de feridas
(DVORAK, 1986) e ativacéo paracrina de miofibroblastos por fatores de crescimento
liberados por células tumorais (PERESet al.,1987).

O colageno do tipo V pode constituir uma barreira natural que inibe a
atividade proliferativa/ invasiva de células de cancer da mama e resultar em morte
destas células. Adipocitos sdo um dos citotipos mais abundantes do estroma

mamario tumoral responsaveis pela secrecdo de quantidade consideravel de
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colageno tipo VI. Estudos realizados em roedores e confirmados na linha celular
humana MCF-7 demonstraram que o colageno de tipo VI, estimula a proliferacao de

células cancerosas (LUPARELLO C, 2013).

A resposta imunologica do hospedeiro ao cancer ganhou importancia por
causa de avangos recentes na imunoterapia. H4 evidéncias de que infiltrados de
células imunes e inflamatorias influenciam na biologia e no desenvolvimento clinico
do cancer de mama. No entanto, a funcdo progndstica e preditiva das células
imunes difere entre subtipos de cancer de mama. A forte associagéo entre infiltracao
linfocitica e melhoria nos resultados (incluindo maior sensibilidade a quimioterapia)
nos canceres triplo negativo e HER2 positivos também levanta novas opc¢odes
terapéuticas que visam o aumento da atividade das células imunes. Os marcadores
imunes servem como preditivos para selecionar pacientes para regimes
imunoterapéuticos (por exemplo, inibidores do ponto de controle) (KARN T et al,
2015).

Um numero crescente de trabalhos tem demonstrado que os carboidratos da
superficie celular sdo modificados durante as transformacdes malignas, em tumores
de células diferenciadas e metastases (XU et al., 2000). Consequentemente, as
proteinas ligantes de carboidratos da superficie celular (lectinas enddégenas) sofrem
modificacBes tanto funcionais quanto na sua estrutura molecular (SHINAGAWA E
ANDERSON, 2000).

Nossos resultados mostram que o carboidrato que apresentou uma expressao
maior foi o metil-a-D-manose, seguido pelo a-L-fucose. Os residuos de carboidratos
em cadeias de glicanos podem ser detectados in situ por meio de histoquimica com
lectinas. As lectinas reconhecem de modo especifico carboidratos em secfes de
tecido. Quando combinado com pré-tratamentos de deglicosilacdo, a histoquimica
de lectinas também pode fornecer informagfes sobre a natureza da cadeia de
glicano (BROOKS e HALL, 2012).A expresséo do L-fucose foi detectada no presente
estudo e como se sabe, os glicanos fucosilados ja foram associados na patogénese
de varias doencas humanas. Muitos exemplos de glicosilacdo alterada em cancer
envolvem oligossacarideos contendo fucose (BECKER DJ e LOWE JB, 2003).
Foram observadas alteracfes por Beltrdo et al., (1998) de tecido mamario quanto a

expressdo de glicose/manose, notou-se que, na doenca fibrocistica (hiperplasia
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intradutal e fiboroadenoma) e tecidos de mama com Carcinoma Ductal Invasivo (CDI),

sofrem mudancas em relacédo ao seus acucares em glicoconjugados de membrana.

O glicocddico do estroma tumoral de varios canceres ainda néo foi elucidado,
incluindo o CDIS. Além disso, informacdes sobre a expressao estromal de
biomarcadores tumorais bem estabelecidos podem ser valiosas para a composi¢cao
do mosaico da biologia do cancer. Exemplo desses marcadores sdo os RE e RP que
auxiliam na escolha da terapia adjuvante em pacientes com cancer de mama. Os
tumores receptores positivos podem ser responsivos a terapia antiestrogénica,
enquanto que os negativos sao insensiveis. O tamoxifeno se liga ao REa e inibe o
crescimento nas células tumorais, o que reduz de forma significativa a recidiva
tumoral e prolonga a sobrevida nos pacientes com carcinoma invasivo da mama
(DAABS, 2012).

Avancos em glicotecnologia permitem a identificacdo de carboidratos que
possam ser utilizados como marcadores tumorais. Esta busca objetiva criar uma
marca de identificacdo celular e também responder a uma das grandes questdes
gue sdo abordadas no estudo do cancer, que é o porqué de determinado (s) agUcar

(es) especifico (s) alterar (em) o seu conteudo nas células.

Merlino e colaboradores (2017) desenvolveram um estudo na tentativa de
construir assinaturas especificas para o cancer de mama de subtipos derivadas de
um modelo in vitro reproduzindo modificagdes de células tumorais apés a interacao
com células estromais ativadas ou normais. Os pacientes foram classificados como
microambiente-positivo, isto é, com tumores com perfis moleculares que sugerem
ativagcao pelo estroma ou negativo. Notou-se que pacientes com tumores receptores
de estrégeno alfa positivos, HER2 negativos e com microambiente positivos, foram
caracterizados por um risco 2,5 vezes maior de desenvolver metastases a distancia.
As assinaturas de genes derivadas in vitro que rastreiam a interacdo bidirecional
com fibroblastos ativados pelo cancer sdo subtipo especifico e adiciona informacgdes
progndsticas independentes a variaveis prognésticas classicas em mulheres com
tumores ER + / HER2.

Dentre as galectinas estudadas, a galectina-1 foi a mais expressa

(76,4%),esta relaciona-se a uma série de eventos biolégicos como no sistema
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imune, no qual a mesma altera a homeostase das células T modulando a producéo
de citocinas, proliferacdo celular e apoptose. Estd relacionada também com o
desenvolvimento do sistema muscular e neural (YANG et al., 2008) e na iniciacao do
fenotipo maligno de algumas neoplasias por meio da ligacdo provavel ao oncogene
H-RAS, promovendo sua ancoragem na membrana plasmatica e a ativacdo da Raf-1
e da proteina quinase mitogénica 1 (MAPK1), cujo mecanismo esta envolvido no
processo da transformacédo neoplasica (CAMBY et al., 2002; RABINOVICH, 2005).
Além disso, a galectina-1 atua, em geral, como um regulador negativo de respostas
auto-imunes e inflamatoérias (RUBINSTEIN et al., 2007).

A galectina-3, alvo também do nosso estudo, € uma lectina extracelular e
intracelular que interage com glicoproteinas da matriz extracelular. A mesma esta
envolvida em uma série de eventos fisiolégicos e patolégicos e possui um grande
numero de ligantes, incluindo IgE, laminina, antigenos embrionarios carcinogénicos
e mucina via beta-galactosideos, refletindo assim sua multifuncionalidade. Além
disso a galectina-3 pode ser expressa tanto em células tumorais, epiteliais e do
sistema imunoldgico. Pesquisas tém mostrado que a galectina-3 € uma proteina
oncogénica multifuncional e que regula a adesdo, o crescimento e proliferacao
celular, bem como a angiogénese e apoptose, através da sua ligacdo a
glicoproteinas, sendo assim um excelente alvo para o melhor entendimento desta
doenca (MOREet al., 2015).

Embora nossos resultados ndo tenham sido significativos, eles corroboram a
importancia dos fatores estudados (idade, tamanho tumoral, expresséo de RE e RP)
como prognadsticos. Segundo Panget al. (2016), no manejo de pacientes com CDIS,
0s medicos enfrentam a questdo de recomendar ou ndo tratamento cirdrgico de
radioterapia e / ou tamoxifeno. Para auxiliar nesta decisdo, sdo considerados varios
fatores, incluindo a idade do paciente, margens do tumor, grau e tamanho, mas a
evidéncia para suportar esses e outros recursos potenciais como prognosticos é

variavel.

Shamliyan et al. (2010) em sua revisao sobre as caracteristicas do paciente e
do tumor associadas a recorréncia local, encontraram: idade do paciente jovem (<40
anos) associada ao aumento do risco de recorréncia em cinco ensaios clinicos

randomizados e 51 estudos observacionais envolvendo um total de 173.937
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Pacientes com CDIS. A alta densidade mamogréafica (pelo menos 75% de
densidade) tem sido associada a um risco relativo de 2,8 (IC 95% 1,3-6,1) para o
desenvolvimento de recorréncia local em pacientes tratados com cirurgia e

radioterapia local (HABEL LA et al., 2004).

Wang et al. (2011) realizaram uma metanalise abrangente das caracteristicas
do tumor de CDIS e sua relacdo com o risco de recorréncia, cobrindo oito ensaios
clinicos randomizados e 36 estudos observacionais. Esta metanalise relatou CDIS
multifocal associada ao risco aumentado de recorréncia ipsilateral em comparagao
com tumores unifocais (estimativa de risco global 1,95, IC 95% 1,59-2,4063). Além
disso, quando maior o tamanho do tumor maior o risco geral de recorréncia em
comparacdo com pequenos tumores (estimativa de risco 1,63, IC 95% 1,30 a
2,0663), embora o consenso sobre o que define um tumor pequeno ou grande nao
tenha sido alcangada.

Outras caracteristicas histolégicas associadas ao maior risco de recorréncia
local incluem a presenca de necrose comedo (estimativa global de risco de 1,71, IC
95% 1,36-26666) e alta classe nuclear (estimativa de risco 1,81, IC 95% 1,53-
2,1336) (WANG et al., 2011). Outro parametro prognostico utilizado € o status de
margem, embora a definicdo de uma margem de excisdo clara ou adequada varia.
Dunne et al. (2009) extrairam dados sobre as margens de excisdo de um total de
4.660 pacientes tratados com tumorectomia e radioterapia participantes de ensaios
clinicos que examinaram o beneficio da radioterapia em CDIS. A presenca de
células tumorais na margem de excisdo ou dentro de 1 mm apresentou maior risco
de recorréncia em comparacdo com margens de pelo menos 5 mm. As margens de
excisdo de 2 mm conferiram menor risco de recorréncia em comparagcdo com
margens de 1 mm e nao foram associadas a uma diferenca significativa no risco de

recorréncia em comparacdo com margens de 5 mm.

Os estudos sobre margem tumoral indicam que, embora o status da margem
seja importante, a largura da margem requerida ndo é exata, dependendo muito do
patologista e de outros fatores incontrolaveis. Atualmente, ndo ha consenso ou
recomendacao sobre a margem "adequada" além do minimo de margens cirargicas

nao envolvidas e a adequacdo da largura da margem depende clinicamente de
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outras variaveis, como idade do paciente, tamanho e grau da leséo e intengédo de

tratar com radioterapia (PANG et al., 2016).

A importancia da avaliacdo precisa do tamanho do tumor de mama foi
evidenciada em pacientes que recebiam quimioterapia neoadjuvante para o
monitoramento da resposta terapéutica (HYLTON et al., 2012). O tamanho tumoral
foi apontado como unico fator preditivo de recidiva distante apds resposta patologica
completa a quimioterapia neoadjuvante em pacientes com cancer de mama operavel

ou localmente avancado (FEI et al., 2015).

A idade é também um fator progndstico para o cancer de mama e preditor
independente dos subtipos tumorais (RE-positivo, RP-positivo, HER2-positivo). Com
0 aumento da idade, os tumores sdo mais susceptiveis de serem RE-positivos
(PARISE; BAUER; CAGGIANO, 2010). As mulheres jovens sao mais propensas que
as mulheres mais velhas, e as mulheres afro-americanas e hispanicas sao mais
propensas que as brancas a ter o subtipo ER- / PR- / HER2- ou triplonegativo
(BAUER et al., 2007; PARISE et al., 2009).

As taxas de sobrevivéncia e recorréncia no cancer de mama sao variaveis
gue podem auxiliar para diagnésticos comuns e, portanto, os fundamentos
biol6gicos da doenga que determinam esses resultados ainda ndo foram totalmente
compreendidos. Como resultado, a medicina translacional € uma das éareas de
estudo de crescimento mais rapido na biologia do tumor. Com avang¢os em técnicas
genéticas e de imagem, as bidpsias arquivadas podem ser examinadas para fins
diferentes do diagnostico (CONKLIN MW, KEELY PJ, 2012)

Ha uma grande evidéncia que aponta para o0 estroma como o principal
regulador da progressao do tumor apds 0s estagios iniciais da formacédo do tumor, e
0 mesmo também pode contribuir para fatores de risco que determinam a formacao
do tumor. Portanto, os aspectos da biologia do estroma sdo adequados para se
concentrar nos estudos sobre o desfecho do paciente, onde as diferencas
estatisticas na sobrevivéncia entre os pacientes fornecem evidéncias de que esse
componente estromal é um sinal para a progressao tumoral (CONKLIN MW, KEELY
PJ, 2012).
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A auséncia de informacfes posteriores sobre tratamento ou cura das
pacientes do estudo ndo possibilitou um follow-up. Estudos mais complexos,
incluindo assim 0 acompanhamento completo das pacientes e um namero maior de
informacgbes sobre os mesmos poderiam ajudar na identificacdo dos fatores que

poderiam ou nao influenciar na progressao deste subtipo de cancer de mama.

5.6 CONCLUSAO DO ESTUDO

e O estroma tumoral da maioria das amostras de CDIS foi classificado como

desmoplasico, seguido por um carater inflamataorio.

e O carboidrato que apresentou uma expressao maior foi o metil-a-D-manose,
em que 11 amostras (64,7%) apresentaram marcagao positiva, enquanto para

o a-L-fucose apenas 4 (23,6%) foram positivas.

e A maioria dos casos analisados foi positiva para receptores de estrogeno e
progesterona (58,8%). Dentre as galectinas estudadas, a galectina-1 foi a

mais expressa (76,4%).

e As marcacdes estromais para os carboidratos estudados (metil-a-D-manose e
a-L-fucose), bem como para a expressdo das Galectinas 1 e 3 no estroma
nao mostraram correlacdo com os dados clinico patoldgicos (idade, tamanho
tumoral, marcacao para receptores de estrégeno e progesterona).
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