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FIGUEREDO, Samantha Hellen Santos. Caracterizagdo morfolégica da matriz
extracelular e sua relagdo com expressao e/ou degradagao de versican nos carcinomas
mamarios. 2020. 94 f. il. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa) — Fundagao Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2020.

RESUMO

INTRODUGAO: A expressdo do proteoglicano versican tem se destacado no
microambiente tumoral devido a sua relagdo com perda de adeséo e invasividade celular,
desenvolvimento de metastases, bem como a inflamacdo no contexto do cancer de
mama. Versican pode sofrer degradacdo pela acdo de enzimas proteoliticas, dando
origem a versikina que, de acordo com estudos recentes, possui papel imunomodulatério
no cancer. Contudo, pouco é sabido sobre o seu papel nos diferentes estagios da
progressao, grupos histolégicos e moleculares dos carcinomas mamarios. OBJETIVO:
Avaliar as modificagbes na matriz extracelular dos tipos histolégicos e moléculas e sua
relacdo com versican e versikina nos carcinomas mamarios. MATERAIS E METODOS:
Foi realizada uma analise retrospectiva de casos de mulheres diagnosticadas no periodo
de 2001 a 2017 com carcinoma invasivo sem outra especificagdo (CI-SOE) ou carcinoma
ductal in situ (CDIS) no Hospital das Clinicas (HUPES/UFBA). Trinta e sete casos foram
elegiveis ao estudo, sendo 32 casos invasores e 5 CDIS. Os tumores foram
reclassificados seguindo classificagao de tumores de mama da Organizagdo Mundial da
Saude (2019) e foram definidos 4 grupos: G1- CDIS; G2- carcinomas invasores sem tipo
especial (CI-SOE); G3- CI-SOE com areas in situ; G4- outros carcinomas invasores.
Também foram selecionados 5 fragmentos de mama normal para caracterizagao das
coloragbes e marcadores imuno-histoquimicos. Foram analisados dados clinico-
patolégicos e imuno-histoquimica para a determinagcdo dos subtipos moleculares,
presengca de versican e versikina, bem como de P63 para confirmagao das areas
carcinomatosas in situ. Coloragdes Picrosirius Red e Tricrobmico de Masson foram
realizadas para a avaliagdo morfologica da MEC. RESULTADOS: Na analise geral dos
casos, versican e versikina foram mais frequentes no estroma adjacente as areas de
invasao celular no tumor em relagdo ao estroma da mama normal. Nos grupos, houve
maior intensidade de versican e versikina no estroma tumoral em relagdo a mama normal
e maior intensidade no G1 em relacdo as areas in situ do G3. Um extenso infiltrado
inflamatério nessas areas dos CDIS que continham maior presenca de versikina foi
observado. Além disso, a presenca de versican e versikina foi maior no estroma das areas
de invasdo do G3 em relagdo ao G2. Ademais, a intensidade de colageno tipo | foi
discretamente maior nas areas de invas&o, enquanto o colageno tipo Ill foi maior nas
areas in situ. Correlagdo negativa forte foi observada entre a presencga de colageno tipo |
e versican nas areas in situ e entre colageno tipo | e versikina nas areas in situ e nas
areas invasoras. Nos grupos histoldgicos, foi observada maior intensidade de colageno
tipo | e tipo lll no grupo G3. N&o foram observadas diferengas significativas entre os
subtipos moleculares e versican e versikina. CONCLUSAO: A maior expressdo de
versican nas areas de invasao reforca o seu papel na invasao celular. A presenga de
versican e versikina nos CDIS sugerem que eles podem estar relacionados a processos
iniciais de progresséo dos tumores. Além disso, os dados de correlagdo negativa entre
versican e versikina com colageno tipo | sugerem processo de protedlise e
remodelamento da MEC em estroma peritumoral.

Palavras chave: Cancer de mama; matriz extracelular; degradacgao; versican.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Overexpression of proteoglycan versican has been associated with loss
of adhesion, invasiveness, development of metastases and inflammation in breast cancer.
Versican can be degraded by the action of proteolytic enzymes, giving rise to versikine
that has an immunomodulatory role in cancer according to recent studies. However, it is
necessary to know the role in the different stages of progression, histological and
molecular subtypes of breast carcinomas. AIM: Evaluate the changes in the extracellular
matrix of histological types and molecules and their relationship with versican and versikina
in breast carcinomas. MATERIALS AND METHODS: A retrospective analysis of cases of
women diagnosed between 2001 and 2017 with invasive breast carcinoma without special
type (IBC-NST) or ductal carcinoma in situ (CDIS) available at Hospital das Clinicas
(HUPES / UFBA) was carried out. Thirty-seven were eligible for the study, with 32 invasive
cases and 5 DCIS. The tumors were reclassified following the World Health Organization
(2019) classification of breast tumors and 4 groups were defined: G1- DCIS; G2- invasive
carcinomas without special type (CI-SOE); G3- CI-SOE with in situ areas; G4- other
invasive carcinomas. Clinical and pathological data were also analyzed and
immunohistochemistry analysis was performed to determine the molecular subtypes,
presence of versican and versikine, and P63 to confirm the in situ carcinomatous areas.
Picrosirius Red and Masson's Trichrome stains were performed for the morphological
evaluation of MEC. RESULTS: Versican and versikine were more present in stroma
adjacent to cell invasion in relation to normal breast. There was a greater intensity of versican
and versikine in the tumor stroma comparated to the normal breast and higher presence of
intensity in G1 in than to the in situ areas of G3. Interestingly, an extensive inflammatory
infiltrate in those areas of the DCIS that contained the greatest presence of versikine was
observed. In addition, the presence of versican and versikine was greater in the stroma of
the G3 invasion areas compared to the G2. In addition, type | collagen intensity was slightly
higher in invasion areas, while type Ill collagen was higher in in situ areas. A strong negative
correlation was observed between the presence of type | and versican collagen in in situ
areas and between type | collagen and versikine in in situ areas and in the invasive areas.
Higher intensity of type | and type Il collagen was observed in the G3 group. No significant
differences were observed between the molecular and versican and versikine subtypes.
CONCLUSION: The higher expression of versican in invasive areas reinforces its role in
cell invasion. In addition, the analysis of versican and its proteolyte in histological groups
suggests that they may be related to early processes of tumor progression. In addition, the
negative correlation data between versican and versikine and type | collagen suggest a
process of proteolysis and remodeling of the ECM.

Key-words: Breast cancer; Extracellular matrix; Versican proteolysis.
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1. INTRODUGAO

Os tumores de mama sao as neoplasias mais incidentes entre as mulheres no
mundo. E uma doenca heterogénea e complexa que se apresenta com diferentes
padrées morfologicos e expressao génica que influenciam no prognéstico e
terapéutica (RAKHA et al., 2008; BRAY et al., 2018). Esses tumores sdo na maioria
carcinomas invasores e se originam de lesdes precursoras, chamadas de carcinomas
ductais in situ (CDIS), nos quais muitas alteragdées moleculares e caracteristicas de
malignidade ja estdo presentes. Contudo, esse modelo de progressao nao é
obrigatério (BUERGER et al., 1999; ALLRED, 2010).

Anteriormente, a definicdo do progndstico das pacientes com neoplasias
mamarias era estabelecida por meio apenas dos tipos histolégicos e dos fatores como
grau histolégico e estadiamento, critérios que isoladamente apresentam limitada
capacidade preditiva (WEIGEL; DOWSETT, 2010). Com a determinagado dos perfis
moleculares, é possivel fornecendo mais informacdes para a tomada de decisao no
manejo clinico devido ao valor prognéstico e terapéutico (REIS-FILHO; LAKHANI,
2006; DAI, 2015).

Os subtipos moleculares foram definidos quanto a variagdo nos padrbes de
expressao génica dos tumores por Perou e colaboradores (2000). Mais recentemente
foi acrescido do marcador de proliferagédo celular (Ki-67) e de marcadores de células
basais, CK 5/6 (Citoqueratina 5/6) e EGFR (Epidermal Growth factor receptor)
(NIELSEN et al., 2004; CHEANG et al.,, 2008; WEIGEL; DOWSETT, 2010). Os
subtipos moleculares dos carcinomas mamarios sao Iluminal A, Iluminal B,
superexpressao de HER-2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) e triplo-
negativos. Essa classificagdo utilizada na rotina oncoldgica identifica, por imuno-
histoquimica, os marcadores especificos no material histopatoldgico. Esses
marcadores conferem diferentes terapias de acordo com a expressao dos marcadores
definidos para cada subtipo (SGRLIE et al., 2003; NIELSEN et al., 2004; CHEANG et
al., 2008; PRAT et al., 2015). Os triplo-negativos e HER-2 indicam um pior progndéstico.
Por outro lado, os subtipos luminal A e luminal B revelam progndsticos bom e
intermediario, respectivamente (SIRLIE et al., 2001, 2003).

Entretanto, ndo somente as caracteristicas genéticas e epigenéticas explicam
a heterogeneidade dos tumores. O microambiente contribui ativamente, induzindo

alteracbes celulares em resposta aos estimulos enviados pelas células tumorais
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(LIOTTA; STEEG; STETLER-STEVENSON, 1991). Neste contexto, a matriz
extracelular (MEC) desempenha importante papel na progressédo tumoral. Entre os
componentes da MEC, existem evidéncias de que o proteoglicano hialectano versican
(VCAN) contribui para o processo de malignizagédo e migragao das células neoplasicas
(YEE et al., 2007).

A deposicdo de VCAN nas areas adjacentes as células neoplasicas tem sido
associada ao alto grau histologico e pode ser um importante fator preditivo de recidiva
em mulheres com carcinomas mamarios sem metastase para linfonodo (SUWIWAT
et al.,, 2004). Além disso, sua maior expressao também tem sido frequentemente
associada a invasao local e angiogénese (YEE et al., 2007).

Contudo, a MEC tumoral esta frequentemente exposta a degradacgé&o por
enzimas proteoliticas que favorece a progressdo tumoral e desenvolvimento de
metastases (LIOTTA; STEEG; STETLER-STEVENSON, 1991). O préprio VCAN
também esta sujeito a protedlise por atividade de proteases, como as da familia de
desintegrinas e metaloproteinases com dominios trombospondinas (ADAMTS)
(KENAGY; PLAAS; WIGHT, 2006). Essas enzimas tém participagdo chave no
remodelamento da matriz, principalmente em eventos associados a invasao e
proliferagdo, e sdo responsaveis por gerar subprodutos de versican, denominados
versikina (VKIN) (BINDER et al., 2017). Recentemente, estudos apontaram o possivel
papel imunomodulatério de VKIN em pacientes com mieloma multiplo (HOPE et al.,
2016), mas se sabe sobre esse protedlito nos carcinomas da mama.

Dessa forma, a hipétese do presente estudo é que a protedlise de versican na
matriz extracelular esta diretamente relacionada a invasividade, agressividade tumoral
e com as alteragdes morfolégicas da matriz extracelular nos carcinomas mamarios.
Para isto, foram avaliadas a expressao de versican, presenga de versikina e a
degradagao da matriz extracelular nos carcinomas in situ e invasores da mama, além
de verificar a relacdo destas moléculas com os subtipos moleculares e parametros

clinico-patoldgicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER DE MAMA

O céancer de mama € o termo que engloba subtipos de lesbes malignas que
surgem na glandula mamaria de mulheres e mais raramente homens. Suas etiologias
ainda sdo pouco compreendidas, e consideram fatores genéticos, hormonais e
ambientais (ANGAHAR, 2017). Entre os fatores de risco para o cancer de mama
estao: os enddcrinos ou relativos a histéria reprodutiva, como menarca precoce ou
nuliparidade; fatores comportamentais ou ambientais, como obesidade, consumo de
bebida alcodlica; além de fatores genéticos e hereditarios, como mutagdes nos genes
BRCA1 e BRCA2, supressores de tumor que perdem suas fungdes nos dois alelos ao
sofrerem mutag¢des na linhagem germinativa (MCPHERSON; STEEL; DIXON, 2000).

2.1.1 Epidemiologia do Céncer de Mama

No ultimo levantamento epidemiolégico conduzido por Bray e colaboradores
(2018), a partir dos dados disponibilizados pela Internacional Agency for Research on
Cancer (IARC) GLOBOCAN 2018, foram analisados 36 tipos de cancer em 185 paises
e observou-se que, na maioria destes, o cancer de mama foi o tipo de cancer mais
frequente. Em 2018, o cancer de mama foi o segundo tipo de tumor mais incidente em
todo o mundo, atras apenas do cancer de pulmao (Figura 1). Entre as mulheres, € o
tipo de cancer mais incidente, além de ser a principal causa de morte por cancer,
representando aproximadamente 2,1 milhdes de casos e 627 mil mortes (WHO, 2018).

No Brasil, excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama
representa o tipo mais incidente entre as mulheres. Estima-se 66.280 mil novos casos
no pais e risco estimado de 61,61 casos a cada 100 mil mulheres para cada ano de
2020 a 2022. Na Bahia, estimou-se para o ano de 2020 taxa bruta de incidéncia de
43,84 (3.460 casos) por 100 mil habitantes no estado e para a capital Salvador uma
taxa bruta de incidéncia de 74,64 por 100 mil habitantes (1.180 casos) (INCA, 2019).
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Pulmao
2093876 (11.6%)

Mama
2088849 (11.6%)
Outros
7 753 946 (42.9%) Colorretal

1849 518(10.2%)

Prostata
1276 106 (7.1%)
Colo uterino Estomago
569 847 (3.2%) 1033701 (5.7%)

Esofago Figado
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total: 18 078 957 de casos

Figura 1. Namero de novos casos de cancer para 2018 no mundo para ambos os sexos
independentemente da idade. Fonte: adaptado de GLOBOCAN (WHO, 2018).

2.1.2 Carcinomas ductais in situ e carcinomas invasivos

Entre as teorias de evolugéo das lesbes na mama, o modelo estabelecido por
Wellings e Jensen ainda aceito por alguns especialistas (WELLINGS; JENSEN, 1973).
Sugere-se que o carcinoma invasivo mamario surge a partir de uma unica célula
neoplasica localizada na unidade ducto-lobular terminal e da origem aos estagios
iniciais ou pré-malignos da maioria dos tumores ductais e lobulares, ou seja, ndo
apresentam as caracteristicas de invasdo e metastase. Desse modo, progressoes
histologicas continuas e progressivas dao origem a lesdes invasivas (WELLINGS;
JENSEN, 1973). Estes estagios nos carcinomas ductais incluem atipias epiteliais
planas que sofrem altera¢des até darem origem as hiperplasias ductais atipicas e por
fim o carcinoma ductal in situ, estagio que antecede a invasao (SGROI, 2009;
ALLRED, 2010; COLEMAN, 2019).
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Anteriormente, os CDIS que representavam 2-3% de todos os casos de cancer
de mama nos Estados Unidos, porém a aplicagdo da mamografia no diagndstico
precoce revelou cerca de 20-25% (KERLIKOWSKE, 2010). Ainda existem discussdes
quanto a classificacdo dos CDIS. Estes tumores eram classificados como comedo,
sélido, cribriforme, micropapilar ou papilar e o grau nuclear em conjunto ou ndo com
necrose e/ou polarizacdo celular também foram acrescentados a classificagao.
Histologicamente, os CDIS caracterizam-se pelo aumento da proliferagdo de células
epiteliais com graus variados de atipias (baixo, intermediario e alto) restrito no ducto
da glandula mamairia, limitado por células mioepiteiais e membrana basal rica em
laminina. O grau de atipia nuclear &, portanto, importante avaliagéo progndstica para
as lesbes in situ. Apesar das células revelarem caracteristicas malignas, elas néo
apresentam caracteristicas de invas&o, denotanto um bom prognéstico para os CDISs
(SGROI, 2009; LAKHANI et al., 2012; COLEMAN, 2019).

Durante a progressao neoplasica, a membrana basal é progressivamente
degradada por metaloproteinases, as células epiteliais malignas perdem a polaridade
apico-basal fazendo com e invadem o estroma, dando origem aos carcinomas
invasores (KAI; DRAIN; WEAVER, 2019). Sendo assim, os CDISs exibem evidéncias
de que sado os precurssores dos ductais invasores. (BUERGER et al.,, 1999;
MARDEKIAN; BOMBONATI; PALAZZO, 2016). No entanto, ja se sabe que essa
progressao néo € obrigatdria e ainda ndo se sabe o por que e a frequencia em que os
CDISs progridem para carcinomas invasivos (COWELL et al., 2013; CASASENT;
EDGERTON; NAVIN, 2017).

Os carcinomas invasores sao responsaveis por 23% dos tumores de mama,
incluindo os tipos especiais. Fatores como idade, tamanho tumoral, alto grau nuclear,
comedonecrose e margem positiva tem sido associados a progressao do CDIS para
os invasores. Estas lesdes caracterizam-se, de modo geral, por alta taxa de infiltracéo
no estroma. Os tumores podem estar arranjados em corddes, agregados ou
trabéculas. Predominantemente, exibem padrao sélido ou padrao infiltrativo sincicial
com pouco estroma associado, além disso focos de necrose também sio observadas.
Em 80% dos casos, essas lesdes possuem componente ainda in situ associados. Sao
tumores agressivos e com taxa de sobrevida de 30-50% em 10 anos. O prognéstico
pode ser influenciado por grau histolégico, tamanho tumoral, invasédo dos linfonodos
ou vascular e marcadores preditivos determinados pelos subtipos moleculares
(LAKHANI et al., 2012).
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Além disso, os tumores epiteliais que ndo se enquadram em uma das variantes
histolégicas sdo denominados carcinomas invasivos sem outra especificagdo (CDI-
SOE), conhecido anteriormente como carcinoma ductal invasivo. Dessa forma, é um
grupo heterogéneo que n&o possuem caracteristicas histologicas semelhantes entre
si e correspondem ao maior grupo entre os carcinomas invasivos (CSERNI, 2020). Os
tumores invasivos que possuem padrdes histologicos definidos sao classificados
como especiais, por exemplo os ricos em lipidios, rico em glicogénio, sebaceo, lobular
invasor, tubular, cribriforme, entre outros. Esses tumores possuem caracteristicas
clinicas, epidemiolégicas e moleculares particulares. Existem também outros
carcinomas considerados raros, como as neoplasias neuroenddécrinas, mioepiteliais,
do tipo glandula salivar, papilares e suas variantes, entre outros (HOON TAN et al.,
2020; CSERNI et al., 2020).

2.2 SUBTIPOS MOLECULARES DOS CARCINOMAS MAMARIOS

Devido a heterogeneidade dos tumores de mama, estudos de expresséo génica
estratificaram os tumores de acordo o perfil de expressao génica, sendo denominados
como subtipos moleculares. Estes subtipos ja estdo bem estabelecidos na literatura
médica e na rotina oncoldgica, sendo dessa forma de suma importancia para o manejo
clinico-terapéutico (SGRLIE et al., 2001, 2003; NIELSEN et al., 2004; BLOWS et al.,
2010; FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS, 2018).

Inicialmente, Perou e colaboradores (2000) propuseram a subdivisdo dos
carcinomas mamarios em: luminal A, que tem receptor de estroégeno positivo (RE+),
receptor de progesterona positivo (RP+) e HER-2 negativo; luminal B que apresentam
RE+, RP+, HER-2+; superexpressao de HER-2 que sao positivos apenas para HER-
2; Triplo-negativos, que apresentam RE-, RP-, HER-2-, basal-like ou nao basal.

O subtipo luminal A caracteriza-se pela presencga dos receptores de estrogeno
(RE) e/ou de progesterona (RP), auséncia de HER-2 e indice de proliferagao (Ki-67)
inferior a 14%. Este subtipo representa cerca de 30-40% dos carcinomas invasivos da
mama e sao o de melhor progndstico comparado aos demais devido a sua
similaridade com células da mama normal e normalmente apresentam grau | ou Il
(SORLIE et al., 2001; SOTIRIOU et al., 2003; GOLDHIRSCH et al.,, 2013;
FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS, 2018).
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O subtipo luminal B representa 20- 30% dos casos de carcinomas invasivos
da mama, distingue-se do luminal A pelo indice proliferativo, medido por Ki-67 214%.
Existe um subgrupo do luminal B com HER+ que se diferencia do anterior pela
presengca de HER-2. Este subtipo revela alto grau histolégico, elevada taxa de
proliferagdo e progndstico significativamente pior quando comparado aos tumores
luminal A (SORLIE et al., 2001; CHEANG et al., 2009; WEIGELT; GEYER; REIS-
FILHO, 2010; GOLDHIRSCH et al., 2013; FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS, 2018).

Diretrizes que apoiam a implementagdo da analise molecular do céancer de
mama, estabelecidos por Perou (2000) e Searlie (2001), vem sendo publicados por
importantes instituicbes, como a Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO)
e o Consenso Internacional de Especialistas de St. Gallen Group, e sao importantes
guias para o manejo clinico-terapéutico das pacientes. Em 2013, o consenso de St.
Gallen incluiu a avaliagao do Ki-67 (marcador de proliferagao celular) na classificagéo
dos subtipos. Este marcador esta presente em todas as fases ativas do ciclo celular,
exceto na fase GO, e é utilizado para a distingdo entre os subtipos Luminal A e Luminal
B HER-2-, sendo o Luminal B subtipo de maior indice de proliferacdo em relagcdo ao
Luminal A. O ponto de corte para a avaliacado de Ki-67 nos subtipos moleculares
mudou ao longo do tempo. Atualmente, a analise de marcagao imuno-histoquimica de
Ki-67 é feita pela contagem dos nucleos marcados e o indice de proliferagao varia
entre os laboratérios, sendo classificado em baixo quando Ki-67<14-20% e alto
quando Ki-67 214-20% (GOLDHIRSCH et al., 2011, 2013; COATES et al. 2015;
NAHED; SHAIMAA, 2016).

O subtipo superexpressao de HER-2 esta associado a auséncia dos
receptores hormonais e presenga de HER-2. Segundo Sorlie e colaboradores (2001),
€ considerado o segundo subtipo de pior prognostico, entretanto existe imunoterapia
alvo com anticorpos se ligam ao dominio extracelular do receptor e,
consequentemente, inibe o crescimento das células (Trastuzumabe). A
superexpressao de HER-2 esta associado ao aumento da agressividade do tumor,
recidiva e mortalidade em pacientes com linfonodos ja acometidos (KRISHNAMURTI;
SILVERMAN, 2014).

O subtipo triplo-negativos dos carcinomas mamarios nao expressam RE, RP e
HER-2, o que confere auséncia de resposta das pacientes as terapias alvo para essas
moléculas e € o subtipo de pior prognostico. Histologicamente, esses tumores

apresentam alto grau e altos indices mitéticos e extenso infiltrado inflamatério (HUDIS;
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GIANNIB, 2011; PRAT et al., 2013). Previamente, os marcadores utilizados para
avaliacao do perfil triplo-negativo ndo permitiam uma estratificagéo especifica para o
grupo, dada a existéncia de diferencas entre o progndstico e sobrevida das pacientes.
Diante disso, s&o utilizados marcadores citoqueratina 5/6 (CK 5/6) e receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR) para a estratificagcao dos tumores basal-like, de
acordo com observagdes na assinatura genética dos tumores triplo-negativos. Esses
tumores foram denominados basais, uma vez que a camada basal da mama também
possui alta expresséo de citoqueratinas (CK 5/6, CK14 e CK17) e EGFR, porém vale
ressaltar que nem todos os tumores basais sao triplo-negativos (NIELSEN et al., 2004,
CHEANG et al., 2008; MILIOLI et al., 2017).

Apos a incorporacdo dos marcadores Ck-5/6 e EGFR, presentes em células
basais/mioepiteliais, 0 subtipo pode ser segregado em basal-like (CK-5/6+ e EGFR+)
e nao basal (CK-5/6- e EGFR-). Histologicamente, os tumores basal-like sdo de alto
grau, com alta taxa mitética e elevada relagdo nucleo-citoplasma, zonas necréticas
centrais e areas metaplasicas. Além disso, estes tumores tem baixa expressao do
gene BRCA1, supressor de tumor fortemente associado ao céncer de mama
(NIELSEN et al., 2004; FULFORD et al., 2006; CHEANG et al. 2008; BHARGAVA et
al., 2008; WEIGEL et al. 2010; MILIOLI et al., 2017). Em uma coorte com mais de
4.000 canceres de mama invasivos primarios, Cheang e colaboradores (2008)
analisaram dois painéis imuno-histoquimicos, um deles utilizando apenas HER-2, RE
e RP (triplo-negativos) e outro com acréscimo de CK 5/6 e EGFR (basal-like), e
associaram os resultados ao desfecho clinico. O grupo mostrou que incluir os
marcadores EGFR e CK 5/6 para o subtipo basal foi possivel segregar os casos triplo-
negativos em grupos de alto e baixo risco, sendo o pior prognostico associado ao
subconjunto de tumores positivos para os marcadores basais.

Os subtipos moleculares descritos acima ndo estdo presentes apenas em
carcinomas invasores, mas também sao observados nos CDIS, embora apresente
particularidades. O subtipo luminal B e superexpressdo HER-2 foram mais frequentes
nos CDIS em relagdo aos invasores, em contrapartida os tumores invasores obtiveram
maior frequéncia de luminais A em relagao aos in situ. Além disso, os tumores in situ
de baixo grau apresentam fenétipos luminais e os de alto grau estdo associados ao
fendtipo basal (TAMIMI et al., 2008). Uma coorte de 458 casos diagnosticados como
CDIS realizada por Zhou e colaboradores (2013), evidenciou a frequéncia de luminal
A (48,8%), luminal B / HER2- (8,7%), 74 Luminal B / HER2 + (17,4%), 61 HER-2+ /
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ER- (16,0%) e Triplo-negativo (7,1%). Entretanto, apenas RE esta validado na pratica
clinica, porém ainda é pouco compreendido (LAKHANI et al. 2012).

Kennecke e colaboradores (2010) associaram os subtipos moleculares a
padroes distintos quanto a metastases e viram diferencas na sobrevida das pacientes
em analise. Foi observado um tempo de 2,2 anos para o subtipo luminal A, 1,6 para o
luminal B, 1,3 no subtipo luminal B HER-2+, 0,7 no superexpressao de HER-2, e 0,5
anos no subtipo basal-like. Outro estudo conduzido por Voduc e colaboradores (2010),
mostrou que os tumores Luminal A apresentavam menor taxa de recidiva. Os subtipos
superexpressao de HER-2 e basail-like, quando ndo submetidos a cirurgia, bem como
os subtipos luminal B, luminal-HER-2+, apds a mastectomia, foram associados a um
aumento do risco de recidiva.

Também foi identificado o subtipo claudin-low, que representam um dos
subtipos moleculares de cancer de mama originalmente identificado pelo perfil de
expressao génica em analises de tumores de mama humanos e murinos. Este subtipo
caracteriza-se pela expressao diminuida dos genes tais como as claudinas 3, 4 e 7,
ocludina e E-caderina, além da expressao de genes relacionados a transigéo epitélio-
mesénquima, como vimentina, marcadores endoteliais e de células tronco tumorais,
com fendtipo CD44+/CD24- (cluster of differentation 44). Histologicamente estes
tumores apresentam alto grau histologico, extenso infiltrado linfocitario e margens
tumorais circunscritas. Clinicamente, apresentam um progndstico ruim e sobrevida
global baixa quando comparado as pacientes do subtipo luminal A, entretanto
possuem baixo indice de recidiva. Apesar dos esforcos em caracterizar este subtipo
molecular, ainda nao existem evidéncias que justifiquem o uso desta classificagao na
rotina (HERSCHKOWITZ et al., 2007; PRAT et al., 2015).

Um estudo de coorte com 2 mil mulheres com cancer de mama do grupo
METABRIC (Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium) revelou,
a partir de uma analise integrada do numero de copias e expressdo génica, dez
subtipos com comportamentos clinicos distintos que foram denominados
grupamentos integrativos (CURTIS et al., 2012; DAWSON et al., 2013). Uma analise
mais recente, a partir do banco de dados disponibilizado pelo METABRIC, explorou a
relagdo entre os parametros clinico-patoldgicos tradicionais do cancer de mama e os
dez subgrupos, revelando que maioria dos carcinomas triplo-negativos e basais
pertenciam ao subgrupo 10, que esta associado a maior instabilidade genética e uma

parte estava no subgrupo 4, que mostra baixa instabilidade gendmica e extenso
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infiltrado inflamatério (MUKHERJEE et al., 2018). Essa nova estratificagdo dos

tumores da mama ainda n&o € usada na rotina oncoldgica.

2.3 MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular (MEC) compde-se de moléculas secretadas por células
epiteliais, fibroblastos, células imunes e células endoteliais. No geral, € composta por
colagenos, elastina, lamininas, fibronectina, glicoproteinas, proteoglicanos e enzimas
de remodelacgao. Entretanto sua composig¢ao e estrutura varia de tecido para tecido
(HALPER; KJAER, 2014; THEOCHARIS et al., 2016).

A MEC pode ser dividida em dois grupos: matrizes intersticiais e pericelulares.
A matriz intersticial € a mais abundante, circunda as células e €& composta
principalmente de colageno | e fibronectina. As pericelulares sdo mais compactas que
a matriz intersticial e consiste principalmente de colagenos IV, XV e XVIII, laminina,
nidogénio e perlecan. A membrana basal € um tipo de matriz extracelular pericelular
(BONNANS et al., 2015).

Além de funcionar como suporte e sustentacido aos tecidos, a MEC também
regula processos celulares, como crescimento, migragdo, diferenciagao,
sobrevivéncia, homeostase e morfogénese a partir da interagdo dessa rede
macromolecular com receptores de superficie celular, tais como integrinas, receptores
do fator de crescimento epidérmico, CD44, entre outros (THEOCHARIS et al., 2016).

2.3.1 Matriz extracelular no cancer de mama

Diversos estudos sobre o microambiente tumoral sugerem um importante papel
da MEC no desenvolvimento e progressao do cancer de mama. A MEC tumoral pode
ser um importante alvo terapéutico, devido a forte influéncia na progressédo e
desenvolvimento de metastases (DU et al., 2013; JENA; JANJANAM, 2018). O
estroma mamario nos carcinomas, quando comparado a mama normal, exibe um
aumento de fibroblastos, colageno |, deposigao de fibrina e torna-se fibrético, além da
alta liberacdo de enzimas proteoliticas que promovem o remodelamento da matriz.

Esses elementos em conjunto alteram a rigidez da MEC ao longo da progressao
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neoplasica e favorece a invasao das células cancerigenas pelo estroma (ARENDT, et
al., 2011; LOPEZ, et al., 2011; THEOCHARIS et al., 2016).

Um estudo conduzido por McDaniel e colaboradores (2006), observou que o
estroma de ratas em involugdo induzida por desmame promove a invasao de células
tumorais, ao contrario da matriz mamaria de ratas nuliparas. Os dados obtidos neste
estudo condizem com os dados de altas taxas de metastases do cancer de mama
associados a gravidez (LORD et al., 2009). Uma vez que o estroma mamario pos
lactacional apresenta alta atividade de metaloproteinases, deposicédo de colageno
fibrilar, protedlito de fibronectina e laminina, além de alta expressdao de
ciclooxigenase-2, tornando-se semelhante ao estroma cicatricial que,
consequentemente, contribui para a disseminacdo de células tumorais durante a
invasdo (MCDANIEL et al., 2006; LYONS et al., 2011).

Em condicbes normais, células do estroma, como os fibroblastos, contribuem
para a manutencao dos tecidos pela secrecado continua dos componentes da MEC.
Os fibroblastos normais podem se transformar em fibroblastos associados ao cancer
(CAFs) e contribuir para a progresséo, metastases e resisténcia terapéutica do cancer
de mama através da secrecdo de hormdnios, citocinas e fatores de crescimento,
influenciando comportamento das células neoplasicas (WANG et al., 2017; JENA,;
JANJANAM, 2018). Yu e colaboradores (2014) demonstraram que a secregao de
TGF- B pelos CAFs diminuiram a adesdo, aumentaram a migracdo e invasao de
células neoplasicas da mama dos subtipos luminal A (MCF-7 e T47D) e basal-like
(MDA-MB-231), promovendo a transi¢ao epitélio-mesénquima.

A transicao epitélio-mesénquima também pode ser estimulada por outros
mecanismos desencadeados pela matriz extracelular. Zhang e colaboradores (2013)
propuseram que a DDR2 (receptor contendo dominio de discoidina 2) presente em
células mesenquimais estimula a atividade de ERK2 (quinases reguladas por sinal
extracelulares), ao se ligar aos colagenos | e Il, e fosforila o Snail1 levando ao acumulo
nuclear do Snail1. Desta forma, a interagdo entre receptor e moléculas da matriz
contribui para a invasao e migragao de células neoplasicas (ZHANG, 2013).

Em um estudo recente quanto as caracteristicas morfolégicas da matriz
extracelular nos subtipos histolégicos, no qual os carcinomas foram agrupados de
acordo com a deposigéo de colageno na matriz extracelular, observou-se que o grupo
A, com maior quantidade, uniformidade e organizagdo de colageno intratumoral,

correspondeu aos carcinomas lobulares e tubulares invasivos, o grupo B, com essas
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mesmas caracteristicas classificadas como intermediarias, correspondeu aos
carcinomas invasivos sem tipo especial, metaplasicos, apdcrinos invasivos e
micropapilares, e o grupo C, com menor quantidade, uniformidade e organizagéo de
colageno intratumoral, correspondeu aos carcinomas medulares, mucinosos e
papilares. Os carcinomas invasivos sem tipo especial foram encontrados nos trés
grupos apresentados acima. Esses dados sugerem a heterogeneidade dos
carcinomas invasivos da mama quando as caracteristicas morfolégicas do estroma
(NATAL et al., 2019).

Estudos também tém mostrado que a degradagéo da matriz esta relacionada
ao desfecho clinico de pacientes com cancer de mama. Bergamaschi e colaboradores
(2008) estratificaram tumores da mama de pacientes com base nos padrdes dos
componentes da MEC e observaram que existiam diferengas significativas no
desfecho clinico entre os grupos determinados no estudo, sugerindo que os tumores
de mama podem ser classificados com base na sua composi¢dao. O grupo nomeado
MEC4 apresentou superexpressao de inibidores de protease e teve um desfecho
favoravel. Por outro lado, os tumores do grupo MEC1, os quais apresentaram
superexpressdo de integrinas e metalopeptidases e baixa expressao de varias

cadeias de laminina, tiveram pior progndstico.

2.3.1.1 Proteoglicano Versican

VCAN é um proteoglicano de sulfato de condroitina pertencente a subfamilia
das hialectinas que esta presente nos tecidos, desde a embriogénese nos tecidos
cardiaco, vascular, neural, pele, cartilagem e vasos. E estruturalmente composto por
dominios ativos terminais: G1 ou globularamino-terminal que se liga ao acido
hialurénico (AH); o dominio G3 ou carboxi-terminal que possui dominios do tipo
selectina, o dominio lectina tipo C, dois dominios do fator de crescimento epidermal
(EGF) e uma regido que regula o complemento (DOURS-ZIMMERMANN;
ZIMMERMANN, 1994; WU et al., 2005; RAHMANI et al., 2006). Adicionalmente,
possui o dominio central que é composto por glicosaminoglicanos (GAG’s) a e B. O
splicing alternativo dos exons 7 e 8, que codificam os GAG'’s a e 3, pode dar origem a
cinco isoformas do proteoglicano versican, identificadas como VO, V1, V2, V3 e V4

(Figura 2). A isoforma VO é a maior entre todas e caracteriza-se pela presencga de
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todos os dominios, incluindo o GAG-a e GAG-B. V1 caracteriza-se pela presenca de
apenas um dominio GAG- 3, enquanto a isoforma V2 apresenta somente o dominio
GAG- a e a isoforma V3 n&o possui nenhum dos dois sitios de ligacdo aos GAG’s
(DOURS-ZIMMERMANN; ZIMMERMANN, 1994; ZAKO et al., 1995). Ja V4 foi descrita
pela primeira vez em cancer de mama humano, essa isoforma expressa apenas parte
do dominio GAG- [ e é secretada por fibroblastos em resposta ao TGF-1 (KISCHEL
et al., 2010).

Vo V1 v2 V3 V4

GAGB

GAG-a

®98®  Acido hialurdnico
” Dominio de ligagdo ao acido
hialurénico }- Dominio G1
“ Receptores do fator de

crescimento
“ Receptor do tipo lectina Dominio G3

Proteina regulatoria do
complemento

. )
CD44

Meio intracelular

Figura 2. Isoformas de Versican. Fonte: adaptado de BINDER et al., 2017.

VCAN pode estar associado diretamente ou indiretamente com varias
moléculas incluindo tenascina, fibulina-1, fibrilina, fibronectina, CD44, EGFR, L-
selectina e 31-integrina que em condigdes normais desempenham papeis importantes
para a integridade, adesao celular e proliferacdo das células do tecido (WIGHT, 2002;
WU, 2004; WU et al., 2005). No contexto tumoral, a expresséo dos proteoglicanos é
desregulada (THEOCHARIS et al., 2015). Estudos tém mostrado que VCAN encontra-
se superexpresso em estroma peritumoral e esta relacionado ao comportamento
agressivo de tumores de mama, como aumento da proliferagdo celular, perda de
adesao das células, motilidade e invasdo celular no estroma, angiogénese e
inflamacdo (NARA et al. 1997; RICCIARDELLI et al., 2009; SUWIWAT et al. 2004;
YEE et al., 2007; WIGHT et al., 2020).
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Um estudo em tumor de mama mostrou que VCAN esta presente adjacente as
areas ricas em acido hialurénico (AH) e em regides de proliferagcéo celular, sugerindo
a associacéo entre VCAN e invasdo ao estroma (NARA et al., 1997). A motilidade e
aumento da proliferacdo das células neoplasicas podem ser compreendidas pela
ligacdo do VCAN com o AH que interagem com receptor de superficie celular CD44 e
com EGFR, por meio dos motivos EGF localizados no dominio G3. A partir desta
interacdo, mecanismos de sinalizacdo intracelular sdo desencadeados os quais
regulam a multiplicagdo e migragdo das células neoplasicas na MEC (MIQUEL-
SERRA et al., 2006; HERNANDEZ et al., 2011a; WEEN; OEHLER; RICCIARDELLI,
2011; DU; YANG; YEE, 2013).

Nesse contexto, estudos exploram a influéncia de VCAN na transicao epitélio-
mesénqguima no microambiente tumoral, importante evento para o estabelecimento de
metastases. Dados mostram que VCAN em modelo de tumor de mama espontaneo,
foi secretado por células mieloides antes do desenvolvimento da metastase no
pulm&o, induzindo a transicdo mesénquima-epitelio de células tumorais metastaticas,
proporcionando o estabelecimento destas células no sitio metastatico (GAO et al.,
2012). Esses dados corroboram com a teoria semente e solo, proposta em 1889 por
Steven Paget (PAGET, 1889). Além disso, Zhang e colaboradores (2019)
recentemente mostraram que a menor expressao de VCAN diminui a migracao
celular induzida pela via Snail, relacionada a transigao epitélio-mesénquima, em
células MCF 10A, linhagem de células de cancer de mama.

O proteoglicano VCAN também parece ser um importante regulador do
microambiente inflamatério, pois a inflamacgao frequentemente € acompanhada de
altos niveis de VCAN no cancer. A interagdo de VCAN com células inflamatorias
também acontece por meio da ligagdo com AH ou diretamente por meio de receptores,
como CD44, P-selectina e receptores toll-like (TLRs) presentes nessas células,
ativando a sintese e secrecdo de citocinas inflamatérias, além de influenciar no
fendtipo das células imunes (WIGHT et al.,, 2020). Além disso, Pappas e
colaboradores (2018) mostraram que no mesotelioma no modelo murino, a deficiéncia
de VCAN por silenciamento, resultou na diminuigdo de macrofagos, neutréfilos e
linfécitos T, além de promover a polarizagdo de macréfagos para o M1. Acredita-se
que os macrofagos M1, que possuem um papel antitumoral, aumentou a fagocitose e
estimulos apoptéticos, resultando na diminui¢do do crescimento do tumor observada

no estudo.
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Além disso, um estudo conduzido por Du e colaboradores (2013) revelou que
o silenciamento da expressdao VCAN também inibe a renovacdo de células
neoplasicas da mama. Em contrapartida, a superexpressdo do dominio G3
aumentou esta reposigao celular por meio da sinalizagdo EGFR/AKT/GSK-3[3, além
de estabelecer maior resisténcia a quimioterapicos (DU et al., 2013). Esses dados
somados aos anteriores reforcam a importdncia de estudos que elucidem os
mecanismos relacionados ao proteoglicano versican na progressdo do cancer de

mama.

2.3.2 Degradacao da matriz extracelular cancer de mama

As enzimas modificadoras da MEC, como metaloproteinases de matriz,
heparanase, catepsinas, ativador de plasminogénio uroquinase e enzimas de
reticulacéo da familia da lisil oxidase, podem estar altamente expressas nos tumores
de mama. Estas enzimas podem expor sitios que interagem com células neoplasicas
e dessa forma contribuem significativamente para a progressdo e metastase no
cancer de mama (INSUA-RODRIGUEZ; OSKARSSON, 2016).

Acredita-se que o aumento da atividade da lisil oxidase (LOX), aminoxidase
dependente de cobre que inicia a reticulagado do colageno, em condigdes de hipodxia,
tem a regulagcdo da sua expressao alterada em varios tipos de neoplasias, incluindo
de mama, cabeca e pescogo. A LOX é considerada um marcador de mau progndstico,
sendo relacionada a indugcdo de metastases (LE et al., 2009; ERLER et al., 2006).
Além da atividade de LOX, o tecido também sofre enrijecimento pela atividade da
enzima prolil hidroxilase, que tem transcricdo aumentada nas neoplasias pelo fator
induzivel por hipoxia, promovendo o aumento da deposi¢gdo de colageno e o
alinhamento das células de invasdo ao longo das fibras de colageno enrijecidas,
resultando em maior invasao e metastase para os linfonodos e pulmées (HU; LI; XU,
2017).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) também tem destaque no
remodelamento da matriz durante o cancer. Acredita-se que a membrana basal, que
€ abundantemente composta por colageno IV, pode ser degradada principalmente por
MMP-2 e MMP-9, passo importante para a invasao de células em proliferacao in situ
(DUFFY et al., 2000).
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Em contrapartida, a alta expressao de TIMP (inibidores teciduais de
metaloproteinases) tem efeito protetor, atenuando a atividade de MMPs (WANG et al.,
1997; YONEDA et al, 1997; RADISKY; RAEESZADEH-SARMAZDEH,;
RADISKY,2017). Diante disso, existem estudos que consideram o possivel papel
terapéutico desse inibidores direcionados seletivamente as MMPs responsaveis pela
progressao do tumor (RADISKY; RAEESZADEH-SARMAZDEH; RADISKY, 2017). No
entanto, a transferéncia de genes TIMP-4 aumentou o crescimento de tumores em um
modelo ortotopico de cancer de mama, o que pode ser explicado pelo seu poder de
inibir a apoptose em células de cancer de mama humano in vitro e in vivo (JIANG et
al., 2001).

Os proteoglicanos presentes na MEC também estao sujeitos a degradagao no
microambiente tumoral. A familia das ADAMTS (metaloproteinases com dominios
trombospondinas), que pode ter sua atividade desregulada no contexto do cancer,
participam da degradacao destes elementos da MEC, gerando protedlitos, e dessa
forma contribuindo para importantes eventos de progressédo da doenca (KELWICK et
al., 2015; BINDER et al., 2017).

2.3.2.1 Protedlise do proteoglicano versican

Os proteoglicanos hialectano, tais como VCAN, sofrem constantes clivagens
por proteoglicanases, como as ADAMTS-1, 4, -5, -8, -9, -15 e -20, MMPs e plasmina.
Estas clivagens normalmente ocorrem em processos do desenvolvimento
embrionario, como a compactacado das fibras miocardicas, o fechamento do palato
secundario, a miogénese, a regressao interdigital demonstrada em camundongos,
entre outros (KENAGY; PLAAS; WIGHT, 2006; MCCULLOCH et al., 2009;
NANDADASA; FOULCER; APTE, 2014; KELWICK et al., 2015).

O desequilibrio entre os proteoglicanos hialectanos e as enzimas ADAMTS tem
sido visto como importante fator na progressdo neoplasica. Fragmentos mais bem
descritos contém o dominio G1 e sao gerados pela clivagem de GAG- 3 das isoformas
V0O e V1. Como resultado da clivagem por ADAMTS na ligagdo Glu**'-Ala**?, no
dominio GAG-B da isoforma V1, surge o protedlito bioativo G1-DPEAAE*,
denominado versikina (VKIN) (SANDY et al., 2001; NANDADASA;FOULCER; APTE,

2014) esquematizado na Figura 3.
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Figura 3. Clivagem da isoforma V1 de versican dando origem a versikina.

VKIN é um fragmento de VCAN que desempenha atividade diferente da
molécula inteira e, assim como VCAN, ela também é importante no desenvolvimento
embrionario. Além disso, pesquisas mais recentes tém relacionado VKIN a processos
de modulagédo da resposta imunolégica no microambiente tumoral. (NANDADASA,;
FOULCER; APTE, 2014; HOPE et al., 2016; TIMMS; MAURICE, 2019).

Em mieloma, Hope e colaboradores (2016) notaram que ADAMTS1 derivado
de células presentes no estroma era responsavel pela degradagéao de VCAN (isoforma
V1) produzida por macréfagos intratumorais, gerando a VKIN. Em seguida, estes
autores expuseram ceélulas CD14+ a VKIN e observaram que ela foi capaz de induzir
a secrecao de citocinas inflamatérias IL-13 (interleucina-1B3) e IL-6 (interleucina-6),
sugerindo que VKIN adquire papel de DAMP no microambiente tumoral. Ja no
carcinoma colorretal, uma forte correlacao também foi observada entre a protedlise
VCAN e infiltrado de células T CD8 + intratumorais. Adicionalmente, os dados
mostraram que VKIN promove a diferenciacido de células dendriticas Batf3 na medula
0ssea, o que implica no aumento do infiltrado intratumoral de células T CD8 + (HOPE
et al., 2017), esses dados reforcam o papel deste protedlito como imunomodulador
da resposta imune.

Recentemente, Dhakal e colaboradores (2019) mostraram que a protedlise de
VCAN promove o recrutamento de células T CD8 + em paciente com mieloma apds

transplante, e essa resposta acaba sendo prejudicial a sobrevida desses pacientes,
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sugerindo VKIN como um biomarcador que indica recidiva e baixa sobrevida nesses
tumores. Presumivelmente, de acordo com os trabalhos de Hope e colaboradores
(2016; 2017) e Dhakal e colaboradores (2019), VKIN tem um papel imunomodulador
no cancer, entretanto mais estudos sdo necessarios a fim de elucidar melhor esses
achados.

A presenca de VKIN também foi relatada em leiomioma uterino (GUEYE et al.,
2017) e cultura de células de cancer de mama e pulmao (ASANO et al., 2017). De
acordo com Asano e colaboradores (2017), VKIN possui um papel independente de
VCAN na angiogénese, uma vez VKIN estava localizado nas células endoteliais,
enquanto VCAN estava localizado na ao redor dos vasos de tumores derivados de
linha celular de mama e pulm&o em camundongos. Mais estudos s&o necessarios
para elucidar a participagao de VKIN na angiogénese.

Existem outros fragmentos derivados de VCAN. A proteina de ligagao ao acido
hialurénico glial (GHAP) provem das isoformas VO e V2 na ligagao Glu405-GIn406 e
foi encontrada em tecido neural. Ela também parece participar da modulacdo da
resposta imunoldgica, contudo mais estudos s&o necessarios para desvendar o papel
da GHAP na resposta inflamatéria (PAPADAS et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar as modificados na matriz extracelular dos tipos histolégicos e moléculas

e sua relacdo com versican e versikina nos carcinomas mamarios.

3.2 ESPECIFICOS

(N Avaliar os fatores clinico-patoldgicos, tais como TNM, IPN, metastase e grau
histologico das pacientes em estudo e correlacionar os achados com os
fatores progndsticos estudados;

(I)  Avaliar a expressao de versican e versikina em estroma adjacente as areas

carcinomatosas in situ e invasoras nos carcinomas mamarios;

(ll1)  Identificar alteragbes morfolégicas no estroma adjacente as areas

carcinomatosas in situ e invasoras em carcinomas mamarios;

(IV) Avaliar a relagdo entre imunomarcagcdo de versican, versikina e as
alteragdes morfolégicas em estroma adjacente a proliferagcdo neoplasica

com os subtipos moleculares dos carcinomas invasores.



37

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESPECIMES MAMARIOS

Para realizacao deste estudo, foi feito um levantamento de aproximadamente
400 casos a partir do arquivo digital do Servigco de Anatomia Patolégica do Hospital
Edgar Santos (HUPES/UFBA), utilizando o descritor “Mama”. Como critérios de
inclusdo foram considerados casos diagnosticados como carcinomas ductais in situ
ou invasores, independente da raga e maiores de 18 anos, com pecas cirurgicas de
mulheres previamente submetidas ao tratamento cirurgico (mastectomia;
guadrantectomia; setorectomia ou tumorectomia) em blocos de parafina no periodo
de 2001 a 2017. Foram excluidos casos que nao foram encontrados blocos de
parafina ou com material insuficiente e que tiveram diagnésticos diferentes apos a
analise retrospectiva por um patologista sem acesso aos laudos histopatologicos.
Cento e vinte casos foram carcinomas ductais in situ e carcinomas invasores e apos
aplicar os outros critérios de inclusdo e exclusao, trinta e sete blocos de parafina
estavam disponiveis e elegiveis para a realizagao da analise retrospectiva (Figura 4).
Adicionalmente, foram coletados cinco espécimes mamarios em blocos de parafina
correspondentes glandula normal de mulheres que também submetidas a tratamento
cirdrgico com carcinomas mamarios.

A avaliagao incluiu: idade ao diagndstico inicial; etnia/cor autodeclarada; tipo
do tumor primario; tamanho do tumor; status do linfonodo; estadiamento
anatomopatoldgico e prognostico; presenga ou auséncia de invas&o vascular linfatica
ou sanguinea e necrose; grau histoldégico de Nottingham, e indice progndstico de

Nottingham de acordo com os dados acessados nos prontuarios médicos e reanalises.
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Figura 4. Selegcado dos casos e espécimes mamarios.

4.2 CLASSIFICACAO TNM PARA TUMORES MALIGNOS

Foram obtidos dados de estadiamento anatomopatolégico e prognostico com
base no tamanho do tumor (T), envolvimento neoplasico de linfonodos regionais (N) e
presenca de metastases a distancia (M), grau histoldgico e status de expressao dos
biomarcadores receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e
Receptor de Fator de Crescimento Epidérmico-2 (HER-2) de acordo com a oitava
edicdo do sistema TNM para neoplasias mamarias estabelecido pela American Joint
Commitee on Cancer (AJCC) (AMIN, et al. 2017). Os dados de tamanho, envolvimento
neoplasico de linfonodos regionais e presencga de metastase foram obtidos dos laudos
histopatoldgicos de cada paciente. O status de expressao dos biomarcadores RE, RP
e HER-2 foram obtidos posteriormente por imuno-histoquimica de acordo com os itens
46e4.6.1.
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4.3 HISTOPATOLOGIA

Apos a selegdo dos casos, os blocos de parafina foram encaminhados para
microtomia. Secg¢des histologicas de 4um foram obtidas dos fragmentos mamarios e
coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina. A reclassificagdo histopatolégica dos
casos foi realizada por um segundo patologista de acordo com a classificacdo da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para as neoplasias mamarias (WHO, 2019).
Os casos foram categorizados de acordo com o diagndstico histopatologico para a
realizacédo das analises. Os carcinomas ductais in situ (CDIS) puros corresponderam
ao Grupo 1 (G1), os carcinomas invasores sem outra especificagdo (CI-SOE) ao grupo
G2, os CI-SOE com areas in situ associadas correspondeu ao grupo G3. Outros
tumores foram reclassificados como papilar soélido, adendide cistico e tubular invasor

e corresponderam ao G4 nas analises.

4.4  GRAU HISTOLOGICO

Para classificar o grau histolégico quanto os critérios do Sistema de Nottingham
foram observados formacgao tubular, pleomorfismo nuclear e contagem mitética nas
areas de invasdo (ELSTON; ELLIS, 1998). As estruturas tubulares apresentam lumen
claro e visivel. Tumores com mais de 75% da area carcinomatosa formada por tubulos
correspondem ao escore 1 neste primeiro parametro; escore 2 entre 10% e 75% e
escore 3 entre 0 e 10%. O pleomorfismo nuclear corresponde ao tamanho e forma
dos nucleos das células tumorais e o parametro utilizado sdo as células normais
adjacentes ao tumor. Nucleos pequenos e regulares com cromatina uniforme foram
classificados como escore 1 para este segundo parametro, nucleos de tamanho maior
e com variabilidade na forma foram considerados escore 2 e células com grande
variagdo no tamanho e forma do nucleo (bizarros, e com multiplos nucléolos) foram
considerados escore 3. O terceiro parametro é o de contagem mitética e foi realizado
por dois patologistas de forma individualizada com o microscopio Nikon Eclipse E200
com ocular de 10x e objetiva de 40x com didmetro 0,49 mm que fornece area de 0,19
mm? visualizada em campo de maior aumento (CGA). As figuras mitéticas foram

contadas em 10 CGA, selecionados preferencialmente na periferia do tumor onde se
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observa maior atividade de proliferagédo celular (ELSTON; ELLIS, 1998). O escore da
contagem mitética foi dado pelo numero de figuras mitéticas contadas em 10 campos.
Quando encontradas de 0 a 8 mitoses o escore foi 1, de 9 a 16 mitoses o escore foi
escore 2 e acima de 17 mitoses o escore foi escore 3.

Para a obtencdo do grau histolégico do tumor, o escore de cada um dos
parametros foi somado e de acordo com o total que varia de 3 a 9 o grau tumoral é

dado baseado na tabela 1 a seguir:

Tabela 1. Grau Histopatoldgico de Nottingham.

Pontos Grau
3-5 grau | — baixo grau
6-7 grau Il — grau intermediario
8-9 grau lll — alto grau

Além disso, os carcinomas ductais in situ foram classificados quando ao grau
nuclear. Os CDISs de alto grau apresentam nucleos grau 3 e com mitoses frequentes,
os CDISs de grau intermediario apresentam nucleos e taxa mitética intermediaria
entre o alto e baixo grau, enquanto os CDISs de baixo grau apresentam nuclear de
grau 1 ou baixa taxa mitética (LAKHANI et al., 2012).

4.5 [NDICE PROGNOSTICO DE NOTTINGHAM (IPN)

O indice Prognéstico de Nottingham (IPN) é utilizado para predizer a sobrevida
de pacientes com cancer de mama primario em que seja possivel a exérese cirurgica
(ELSTON; ELLIS, 1998). No presente estudo, este indice foi calculado segundo o
tamanho do nédulo (cm), escore do linfonodo e graduacéo definido pelo sistema de

Nottingham de acordo com a seguinte equagao:

IPN = 0,2 x tamanho (cm) + escore de linfonodos (1-3 de acordo com o estadio
TNM) + grau (I - 11l)

Quanto maior for o IPN pior sera o prognéstico de acordo com a tabela 2
(ELSTON; ELLIS, 1998).
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Tabela 2. Valores de IPN e progndstico correspondente.

Pontos Grau
<34 | - Bom prognéstico
3,41-54 II- Progndéstico moderado
> 5,41 lIl - Progndstico ruim

4.6 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para a imunomarcacao, utilizou-se os anticorpos primarios listados na tabela 3.

Tabela 3. Lista de anticorpos com suas respectivas marcas e diluicdo adotada.

Anticorpo Clone Marca Diluicao
Versican 12C5 DSHB 1:50
Versikina  Policlonal ThermoFisher 1:500

Scientific

EGFR 31G7 LSbio 1:100
HER-2 Policlonal Dako 1:200
Ki-67 Mib-1 Dako 1:50
RE ER ID5 Dako 1:50
RP PgR636 Dako 1:50
CK5/6 D5/6B4 Dako 1:50
P63 4A4 Neomarkers 1:80

Para a realizagcdo da técnica, sec¢des de 4um foram obtidas de cada caso e
coletadas sobre Iaminas silanizadas (StarFrost). As laminas foram desparafinizadas,

re-hidratadas em uma série de alcoois progressivamente diluidos e submetidas a
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recuperagcao antigénica em calor umido (panela de pressao elétrica a 95° por 20
minutos) com tampao citrato (Target Retrieval Solution), pH 6.0, exceto as laminas
destinadas a marcagcdao de VCAN, VKIN e EGFR. Nestas, foram realizados
tratamentos enzimaticos por meio de condroitinase ABC, citrato-EDTA e proteinase
K, respectivamente. Posteriormente todas as laminas foram incubadas em peroéxido
de hidrogénio 3% em metanol para o bloqueio da atividade da peroxidase endégena
por 15 minutos. Apds o resfriamento, as laminas foram cobertas com soro normal de
coelho a 10% em PBS por 15 minutos.

As seccgbes histoldgicas foram incubadas com o anticorpo primario por 1 hora
a 25°C e na sequéncia aplicado o método de revelagao polimérica (Novolink™ Max
Polymer Detection System). Por ultimo, as secgbes foram expostas ao cromoégeno 3,3
— diaminobenzidina e contra-coradas com hematoxilina de Mayer’'s. Como controles
positivos foram usadas amostras de glandula mamaria previamente testadas.

Controles negativos foram obtidos pela substituicdo do anticorpo primario por PBS.

4.6.1 Avaliagao imuno-histoquimica

A reatividade para p63 foi indicada pela presenga de marcagao nuclear em
células mioepiteliais no intuito de confirmar as areas carcinomatosas in situ e auséncia
de marcacéo nas areas de invasao (BARBARESHI et al. 2001).

As avaliagbes das imunomarcagdes de VCAN e VKIN foram feitas no estroma
adjacente as areas carcinomatosas in situ e invasora, bem como no citoplasma destas
células malignas. As avaliagcbes destes marcadores foram feitas de forma
semiquantitativa baseado no sistema de escore proposto por Skandalis et al. (2011)
adaptado por Damasceno et al. (2012) o qual inclui a porcentagem total de tecido
marcado pelo anticorpo e evidenciado pela DAB (0-100%) e a intensidade de
marcacgao. Foi utilizada a escala, (1) quando negativo ou fracamente marcado, (2)
positivo fraco, (3) positivo moderado e (4) positivo forte (APENDICE A). Os niveis de
marcacao de VCAN e VKIN foram dados pela multiplicacdo da totalidade do tecido
marcado (0-100%) pela intensidade (1-4).

A atividade proliferativa das células foi determinada pelo percentual de nucleos
marcados com Ki-67 entre 1.000 células tumorais (DOWSETT et al., 2011). Para a
marcagdo de RE e RP, entre 1 a 100% dos nucleos tumorais marcados sao
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interpretados como positivo de acordo com a American Society of Clinical Oncology
and the College of American Pathologists (ASCO/CAP) (ALLISON et al., 2020).

As expressdes HER-2 e EGFR foram analisadas segundo American Society of
Clinical Oncology and the College of American Pathologists (ASCO/CAP), no qual
somente sdo considerados positivos casos em que possuem marcacao membranar
completa e intensa em pelo menos 10% das células epiteliais malignas (escore 3+)
(WOLFF et al., 2018). CK-5/6 foi considerado positivo quando observada coloragao
citoplasmatica e/ou membranar (fraca a forte) (NIELSEN et al. 2004; ABDELRAHMAN
et al. 2017). Para a classificagao do perfil molecular dos casos, foram utilizados os
critérios de classificagdo adotados por Tang et al. (2016) em que no subtipo luminal
A, os receptores de estrégeno (RE) e/ou de progesterona (RP) séo positivos, HER-2
negativo e indice de proliferagao (Ki-67) € inferior a 20%; o luminal B distingue-se do
luminal A pelo indice proliferativo Ki-67 220%. O cut-off de Ki-67 para diferenciar os
subtipos luminal A e B foi o mesmo utilizado por BULBUL e colaboradores (2019).
Além disso, foi classificado um subgrupo do luminal B que se diferencia do anterior
pela presenca de HER-2. O subtipo de superexpressdao de HER-2 foi dado pela
negatividade para RE e RP e positividade apenas para HER-2; os tumores triplo-
negativos foram considerados quando ndo houve expressdo dos receptores
hormonais nem de HER-2. Neste foram incorporados os marcadores para
citoqueratina 5/6 (Ck-5/6) e o EGFR, expressos em células basais/mioepiteliais, e
assim o subtipo foi segregado em basal-like, os que possuem Ck-5/6 e EGFR e n&o

basal que ndo expressam esses genes (tabela 4).

4.7 AVALIAGAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO

Ap0s a analise imuno-histoquimica de VCAN e VKIN, foi observado um extenso
infiltrado inflamatério proximo as areas in situ dos carcinomas ductais in situ. No intuito
de avaliar uma possivel correlacdo entre a protedlise e o infiltrado linfécitico, foi
realizada uma analise semi-quantitativa desse infiltrado nos CDIS de acordo com Dieci
et al. (2018).
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Tabela 4. Classificacdo dos subtipos moleculares de acordo com o padrdo de
marcagao imuno-histoquimico.

SUBTIPO MOLECULAR PADRAO DE IMUNOMARCAGAO

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <20%

Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 220%
RE+ e /ou RP+, HER2+ (Luminal HER2)

Superexpressao de HER-2 RE-, RP-, HER2+

Basal-like RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+

Triplo-negativo n&o basal RE-, RP-, HER2-, CK5- e/ou EGFR-

4.8 AVALIACAO MORFOLOGICA DA MATRIZ EXTRACELULAR

Foram realizadas coloragbes especiais como Tricromico de Masson para
visualizagao das fibras colagenas em azul (SUN et al., 2018) e Picrosirius Red que
pela birrefringéncia das fibras de colageno permite a visualizagédo das fibras do tipo |
(cor vermelha) e tipo Il (cor verde) (DRAFKA et al. 2016).

Foram capturados 10 campos das areas adjacentes a proliferagdo maligna in
situ e 10 campos de areas invasoras a partir das laminas coradas com Tricromico de
Masson e Picrosirius Red. Para a coloracao Picrosirius Red foi utilizado o microscopio
optico invertido DMi8 Leica com objetiva de 10x, em campo claro e luz polarizada.
Para a coloracéo Tricrdmico de Masson foi utilizado o microscopio 6ptico LMD 6500
Leica com objetiva 10x. Os dados foram obtidos a partir da quantificacdo da area e
intensidade de colageno com o auxilio do software Imaged, versao Fiji. Dessa forma,
foi possivel selecionar as areas de colageno pela definigdo de um pixel padrdo que
representasse a cor da coloragdo em cada fotomicrografia. Tendo como base o pixel
padrao definido, a ferramenta seleciona todos os outros pixels similares respeitando
um valor de tolerancia previamente configurado. Uma vez selecionada a area de

colageno, para as imagens de Tricromico de Masson foram obtidos os valores de area
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da regido marcada em micrdmetros e a intensidade de coloragdo, em uma escala de
0 a 255. Para Picrosirius Red foram obtidos somente os valores de area do colageno

tipo | e tipo Il em micrémetros como exemplificado na Figura 4.

F;Ie Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Ojolalo| AN Ala| 0|00 ofsfu] 7| 4] o[ >
(Fiji |s Just) ImageJ 2.0.0-rc-69/1.52p; Java 1.8.0_172 [64-bit] 2 to searc

Valug Tolerance  «| | i
Color Gray only - Std- lgnore Brightness | 1 o

Gradient Tolerance (0=of) [0.00  (Gray Valuefinch)

[~ Eyedropper Coler (instead of pixel color)

Connectedness |non-contiguous =

I™ Include Holes

ok | cancel | Help |

Figura 5. Selegcao de area de colageno tipo I. Coloragao Picrosirius Red em luz polarizada.

48 ASPECTOSETICOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
FIOCRUZ/IGM (CAAE 65210017.9.0000.0040). A presente proposta consiste num
estudo retrospectivo, sendo assim os meétodos utilizados para as avaliagcbes nao
causaram prejuizos as pacientes, além daqueles inerentes aos procedimentos usuais

para o diagnéstico da doencga.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados quantitativos obtidos que apresentarem distribuicdo normal
foram submetidos a analise de variancia a 5% de probabilidade, seguido de teste de
meédias. Possiveis correlagdes foram avaliadas pelo Teste de Spearman ou Pearson,
além da analise de regressao linear. Para avaliar diferengas entre a mama normal,
areas in situ e invasoras e os grupos morfolégicos dos carcinomas mamarios, foram

utilizados os testes t ou Ordinary one-way ANOVA.
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Foram consideradas como significativas as associagdes e concordancias cuja
probabilidade de significancia do teste for p<0,05. As analises foram realizadas com
auxilio do software de estatistica Grap Pad Instat v. 7.0 (GraphPad, San Diego, CA,
USA).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO DE ESTUDO

A média das idades entre as mulheres foi de 53,5 anos, variando entre 32 e 85
anos. De acordo com os prontuarios médicos, a cor autorreferida mais frequente foi
parda (24/37; 64,9%). A cirurgia mais frequente foi a mastectomia (24/37; 65,5%) e a
maioria dos tumores eram >2,0 e 5,0 cm (15/32; 46,9%). Esses dados nao revelaram
correlacdo com a presenga de VCAN e VKIN (APENDICE B).

Tabela 5. Caracteristicas da populacéo de estudo.

CARACTERISTICAS DA POPULAGAO DE N/total (%)

ESTUDO

Idade (média) 53,5 anos

COR

Parda 24/37 (64,9)
Negra 7/37 (18,9)
Branca 1137 (2,7)

Nao declarada 5/37 (13,5)
Cirurgia

Mastectomia 24/37 (65,5)
Setorectomia 3/37 (8,1)

Quadrantectomia 10/37 (2,7)

5.2 CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

Entre os casos diagnosticados como carcinomas invasores, 56,25% tiveram
metastase para linfonodo (18/32), sendo que 46,9% (15/32) dos casos tiveram entre
1-3 linfonodos acometidos. Em nenhum dos casos foi reportada metastase a distancia.

A realizagcdo do estadiamento anatdémico dos casos invasores (n=32) revelou
que o estadio Il foi o mais frequente (18/32; 56,25%), seguido pelos estadio Il (10/32;
31,25%) e estadio | (4/32; 12,5%). De forma semelhante, a analise do estadiamento

prognostico revelou que o estadio Il foi o mais frequente (13/32; 40,6%), seguido do
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estadio lll (11/32; 34,4%) e estadio | (8/32; 25%). Dessa forma, quatro casos passaram
de estadio anatémico Il para estadiamento progndstico | e um caso passou de estadio
anatomico Il para estadio prognostico lll.

Na graduagao histologica de Nottingham dos casos invasores, 71,9% (23/32)
dos casos foram classificados como grau lll (considerados pouco diferenciados),
seguido do grau Il (moderadamente diferenciados) (7/32; 21,9%) e grau | (bem
diferenciados) (2/32; 6,2%). Quanto aos casos puramente in situ, observou-se que
80% (4/5) dos casos apresentaram alto grau e 20% (1/5) apresentaram baixo grau.

No indice Prognéstico de Nottingham (IPN) dos casos invasores foi observado
que 59,4% (19/32) dos casos tinham indice progndstico intermediario (IPN II: 3,41-
5,4), 25% (8/32) bom indice progndstico (IPN I: < 3,4), e 15,6% (5/32) apresentaram
um indice prognostico ruim (IPN 11I: > 5,41).

Quanto a presencga ou auséncia de necrose, na analise geral dos casos foi
observado que 46% (17/32) dos casos apresentaram necrose. Enquanto na analise
dos carcinomas invasores foi observado que 37,5% (12/32) dos casos apresentaram
invasdo vascular linfatica.

Ap0s a reclassificagdo dos casos e agrupamento, levando em consideragao os
grupos histologicos, os CDIS (grupo G1) corresponderam a 13,5% (5/37) (Figura 6a);
CI-SOE (grupo G2) 54,1% (20/37) dos casos (Figura 6b); CI-SOE associado a CDIS
(grupo G3) com 21,6% (8/37); e por fim tumores diagnosticados como papilar sélido,
adenoide cistico e tubular invasor (grupo G4) com 10,8% (4/37).

Os casos que apresentavam invasao carcinomatosa foram classificados quanto
ao subtipo molecular de acordo com os marcadores RE, RP, Ki-67, HER-2, CK5/6 e
EGFR listados na tabela 5. A maioria foi classificada como Luminal A (40,6%; 13/32),
seguido do Luminal B HER-2+ e Triplo Negativo (ambos 18,8%; 6/32), Luminal B
(12,5%; 4/32) e por fim superexpressao de HER-2 (9,4%; 3/32). Os casos Triplo-
negativos foram segregados em basal, representando 6,2% (2/32) e ndo basal com
12,5% (4/32) dos casos.

Todos os dados descritos acima estdo detalhados na Tabela 5. As analises de
correlagdo entre os fatores patoldgicos e a expressdao de VCAN e VKIN estéo
apresentadas no APENDICE B.
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Tabela 6. Caracteristicas patolégicas dos casos analisados.

N/total (%)

Tamanho do tumor
<2,0cm

pT2 (> 2,0 x 5,0 cm)
pT3 (> 5,0 cm)

pT4 (parede toracica e/ou extenséo da pele)

Metastase para linfonodos
pNO (nenhuma)

pN1mi (micro metastases)
pN1a (1-3 linfonodos)

pN2a (4-9 linfonodos)

pN3a (10 ou mais linfonodos)

Metastase a distancia
MO
M1

Estadio anatomopatoldégico

Grau histoldgico de Nottingham
I

Il

I

indice prognéstico de Nottingham
|

I

I

Grau nuclear dos CDIS
Alto

Intermediario

Baixo

Diagnéstico histopatolégico

Carcinoma ductal in situ

Carcinoma invasor sem outra especificagao
Carcinoma papilar solido in situ e invasor
Carcinoma adendide cistico

Carcinoma tubular invasor

7/32 (21,9)
15/32 (46,9)
8/32 (25)
2/32 (6,2)

14/32 (43,75)
0/32 (0)
15/32 (46,9)
1/32 (3,1)
2/32 (6,25)

32/32 (100)
0/32 (0)

3/32 (9,4)

19/32 (59,4)

10/32 (31,2)
0/32 (0)

9/32 (28,1)

12/32 (37,5)

11/32 (34,4)
0/32 (0)

2/32 (6,2)
7132 (21,9)
23/32 (71,9)

8/32 (25)
19/32 (59,4)
5/32 (15,6)

4/5 (80)
0/5 (0)
1/5 (20)

5/37 (13,5)
28/37 (75,7)
2/37 (5,4)
1/37 (2,7)
1/37 (2,7)
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Grupos histolégicos

G1 (CDIS)

G2 (SOE)

G3 (SOE + CDIS)

G4 (outros carcinomas invasivos)

Necrose
Positivo
Negativo

Invasao vascular linfatica
Positivo
Negativo

Receptor de estrogénio

Positivo
Negativo

Receptor de progesterona
Positivo
Negativo

Ki-67
<20%
220%

HER-2
Positivo
Negativo

EGFR
Positivo
Negativo

CK-5/6
Positivo
Negativo

Subtipos moleculares
Luminal A

Luminal B

Luminal B HER-2+
Superexpressédo de HER-2
Triple-negativo

5/37 (13,5)
20/37 (54,1)
8/37 (21,6)
4/37 (10,8)

17/37 (46)
20/37 (54)

12/32 (37,5)
20/32 (62,5)

19/32 (59,4)
13/32 (40,6)

21/32 (65,6)
11/32 (34,4)

21/32 (65,6)
11/32 (34,4)

9/32 (28,1)
23/32 (71,9)

5/32 (15,6)
31/37 (84,4)

0/32 (0)
32/32 (100)

13/32 (40,6)
4/32 (12,5)
6/32 (18,75)
3/32 (9,4)
6/32 (18,75)
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5.3 AVALIACAO DA PROTEOLISE DE VCAN EM ESTROMA DA MAMA NORMAL
E ADJACENTE AS AREAS CARCINOMATOSAS IN SITU E INVASORAS DOS
CARCINOMAS MAMARIOS

Na analise da expressao de VCAN em mama normal (n=5) (Figura 7c),
foi observada expressao discreta em estroma adjacente as glandulas (Tabela 7;
Figura 6a e 7d). A expressdo de VKIN foi encontrada apenas no citoplasma de
algumas células epiteliais normais (Figura 7g) e foi fraca na maioria dos casos. A
presenca de versikina foi negativa no estroma da mama normal.

Na analise geral dos casos, foi observada maior expressdo de VCAN em
estroma adjacente as areas invasoras (Figura 7f) quando comparadas ao estroma
adjacente a glandula mamaria normal (p=0,0091) (Tabela 7; Figura 6a). Quanto a
presencga de VKIN, foi observada maior presenga no estroma adjacente as areas in
situ (Figura 7h) (p=0,0005) e invasoras (Figura 7i) (p<0,0001) quando comparadas ao
estroma da mama normal (Figura 7g) (Tabela 7; Figura 6b).

A expressao de VCAN em estroma adjacente as areas carcinomatosas in situ
foi correlacionada positivamente com a presenca de VKIN no citoplasma das células
neoplasicas (r=0,6536; p=0,0249) e em estroma nas areas in situ (r=0,8735;
p=0,0009) (Figura 8), assim como com sua expressdo em estroma nas areas de
invasdo (r=0,7444; p=0,0405). Além disso, foi observada uma correlagdo negativa
moderada entre a expressao de VCAN no estroma das areas in situ e invaséo linfatica
(r=-0,6168; p= 0,026) (Tabela 9).

A presenca de VKIN em estroma adjacente as areas carcinomatosas in situ
apresentou correlagao positiva forte entre areas de invasao (r=0,8222; p= 0,0167),
bem como com a expressdo citoplasmatica em células invasoras (r= 0,8933; p=
0,0333). Além disso, a presenca de VKIN no citoplasma das células carcinomatosas
invasoras apresentou correlagao positivamente moderada com a presenca de EGFR
(r=0,5243; 0,0147) e correlagao positiva fraca com necrose (r=0,4997; p=0,0179). Os
dados também revelaram uma correlagdo negativa fraca entre VKIN em estroma e
mitose (r=-0,4177; p=0,0337) (Tabela 10).

Foi observado um extenso infiltrado inflamatoério associado as areas in situ dos
CDIS e, diante disso, foi feita a contagem do infiltrado nessas areas, porém o teste de
correlagdo de Sperman nao revelou correlagdes entre esse infiltrado e a presenca de
VCAN e VKIN nessas areas (APENDICE C).
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Tabela 7. Expressao de versican (VCAN) e versikina (VKIN) no estroma e citoplasma
da mama normal (N) nas areas in situ (IS) e areas invasoras (IN) dos carcinomas
mamarios.

Estroma Citoplasma
N IS IN N IS IN
VCAN
(médiatDP) 54+18  153%140 214196 - - -
VKIN
(médiatDP) 0 128+67 139+64 116149 10389 97165

DP= Desvio patrdo. Escore de 0 a 400 para VCAN e VKIN. Teste Ordinary One Way ANOVA.
As diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p* <0.05.

a.
VCAN Estroma b. VKIN Estroma
500 o 300+ ——
w 400+ AA w AAAAA
14 EEER AA
S 400 & 200- . A
($] - A |
D Adga 2 um ala
Z 200-
< A AA = 100 AA“AA
S Fu g X Lt
> 1004
100 [ ] - AA‘ L] A
-&‘- = A =
0 T L T jgl—oo0p0e— -
N IS IN N IS IN

Figura 6. Diferengas na imunomarcagao de versican (VCAN) e versikina (VKIN) no
estroma das areas in situ (IS) e invasoras (IN) dos carcinomas mamarios e mama normal
(N). (a) Maior expressédo de VCAN nas areas invasivas em relagcdo a mama normal. (b) Maior
expressao de VKIN no estroma contendo células invasoras e in situ comparado ao estroma
da mama normal. Teste Ordinary One Way ANOVA . Escore de 0 a 400 para VCAN e VKIN.
As diferengas estatisticas foram consideradas significativas quando *p<0,05. ** p<0,01;
***p<0,001; ****p<.0001.
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Figura 7. Imunomarcacao de versican e versikina nas areas in situ e invasoras dos
carcinomas mamarios (a) Glandula mamaria normal. HE, 10x. (b) Carcinoma ductal in situ.
HE, 10x. (¢) Carcinoma invasor (SOE). HE, 20x. (d) Imunomarcagao discreta e focal de
versican no estroma adjacente as células epiteliais normais da mama. Contra-coloragao com
Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (e) Carcinoma ductal in situ com forte expressao focal de
versican no estroma adjacente. Contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (f)
Expressao forte e difusa de versican em estroma adjacente células carcinomatosas invasoras.
Contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer's. 10x. (g) Imunomarcagdao negativa de
versikina no estroma adjacente as células epiteliais normais da mama e positiva no citoplasma
dessas células. Contra-coloragcdo com Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (h) Forte e focal
expressao de versikina em estroma adjacente a células carcinomatosas in situ. Contra-
coloragao com Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (i) Expressao discreta e difusa de versikina no
estroma adjacente as células invasoras de carcinoma invasor (SOE). Contra-coloragao com
Hematoxilina de Mayer’s. 10x. Escore de 0 a 400 para VCAN e VKIN.
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Figura 8. Versican e versikina apresentaram forte correlagao positiva no estroma
adjacente as proliferagdes carcinomatosas in situ.

54 RELAGCAO ENTRE OS GRUPOS HISTOLOGICOS E A PRESENGCA DE
VERSICAN E VERSIKINA

Nos grupos histologicos com areas in situ avaliados, foi observada maior
expressao de VCAN em estroma adjacente as areas carcinomatosas in situ no grupo
G1 quando comparado com mama normal (p=0,0070) (Figura 9a), vale ressaltar que
houve uma forte expressdo de VCAN limitada as proximidades da membrana basal
das areas de proliferacdo in situ no grupo G1. As imunomarcagdes de VKIN em
estroma das areas in situ nos grupos G1 e G3 também foram maiores quando
comparadas a mama normal (p<0,0001 e p=0,0016, respectivamente) (Figura 9b).
Além disso, foram observadas maior presenca de VCAN e VKIN quando estroma
adjacente as areas in situ do grupo G1 foi comparado as areas in situ do grupo G3
(p=0,0215 e p=0,0446, respectivamente) (Figura 9a e 9c). G1 também mostrou maior
expressao de VCAN e VKIN quando comparado as areas in situ do G4 (p=0,0403 e
p=0,0072, respectivamente) (Figura 9a e 9b).

A expressao de VCAN e a presenga de VKIN em estroma contendo células de
invasdo também foi maior na maioria dos grupos em relagdo a mama normal. Essa
diferenga foi significativa entre a imunomarcagcédo de VCAN no estroma da mama
normal e G2 (p=0,096) e G3 (p=0,0111) (Figura 10a). Quanto a imunomarcagao de
VKIN nessas mesmas areas, foi observada diferenca entre mama normal e G2
(p=0,0020), G3 (p<0,0001) e G4 (p=0,0037) (Figura 10b). Quando os grupos G2 e G3
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foram comparados quanto a expressdo de VCAN e VKIN, foi observada maior
expressao de VKIN no grupo G3 (p=0,0148) (Figura 10c) e ndo houve diferenca
quanto a expresséo de VCAN nesses grupos. As médias da imunomarcagéo em cada

um dos grupos estédo na tabela 8.

Tabela 8. Expresséo de versican (VCAN) e presenca de versikina (VKIN) estroma e
citoplasma das areas in situ (IS) e invasoras (IN) dos grupos histoldgicos.

VCAN IS
MédiatDP
(N/total)
208+98
G1 (5/5)
G2 ;
102490
G3 (7/8)
50
G4 o

Estroma
VCAN IN VKIN IS
MédiaxDP MédiaxDP
(N/total) (N/total)
) 18518
(5/5)
211+£100
(20/20)
230+£106 114457
(8/8) (7/8)
197466 20

(4/4) (1/4)

VKIN IN

MédiazDP

(N/total)

156465
(16/20)

18070
(8/8)

153+90
(3/4)

Citoplasma
VKIN IS VKIN IN
MédiatDP MédiazDP
(N/total) (N/total)
106175 )
(5/5)
) 105175
(15/20)
111195 81+38
(7/8) (6/8)
20 85180

(1/4) (3/4)

DP = desvio padrao. Escore de 0 a 400 para VCAN e VKIN.

CI-SOE com areas in situ; G4 = outros carcinomas.

G1=CDIS; G2 = CI-SOE; G3 =
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Figura 9. Expressao de versican (VCAN) e presenca de versikina (VKIN) no estroma da
mama normal (N) e das areas in situ (IS) dos grupos histolégicos. (a) Expressdo de VCAN
no estroma da mama normal (N) e adjacente ao estroma de areas de proliferacao in situ do
G1 (CDIS), G3 (CI-SOE com areas in situ associadas) e G4 (outros carcinomas da mama).
Teste Ordinary one-way ANOVA. (b) VKIN no estroma adjacente as areas in situ do G1, G3 e
G4. Teste Ordinary one-way ANOVA. (c) VKIN no estroma adjacente as areas in situ do G1 e
G3. Teste t ndo pareado. Escore de 0 a 400 para VCAN e VKIN. As diferengas estatisticas
foram consideradas quando *p <0,05. ** p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Figura 10. Expressao de versican (VCAN) e presenca de versikina (VKIN) no estroma da
mama normal (N) e das areas invasoras (IS) dos grupos histolégicos. (a) VCAN no
estroma da mama normal e no estroma de areas contendo invasao no G2 (CI-SOE), G3 and
G4. Teste Ordinary one-way ANOVA. (b) VKIN no estroma da mama normal e no estroma de
areas contendo invasdo do G2, G3 e G4. Teste Ordinary one-way ANOVA. (c) VKIN no
estroma de areas contendo invasao do G2 e G3. Teste t ndo pareado. Escore de 0 a 400
para VCAN e VKIN. As diferencas estatisticas foram consideradas quando *p <0,05. ** p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.
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Na analise isolada do grupo G3, foi possivel observar maior expressao de
VCAN (p=0,0497) (Figura 11a) no estroma contendo células carcinomatosas
invasoras quando comparado com o estroma adjacente as areas in situ. A presenca
de versikina nessas areas aparentemente também foi maior, porém nao revelou

diferenga estatisticamente significativas (Figura 11b).
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Figura 11. Analise de versican (VCAN) e versikina (VKIN) no estroma adjacente as areas
in situ (IS) invasoras (IN) dos carcinomas invasivos sem outra especificagdo com areas
in situ associadas (grupo G3). (a) Maior expressdo de VCAN nas areas invasoras em
relagdo as areas in situ do G3. Teste t ndo pareado. (b) Maior expressao de VKIN em areas
invasivas em comparagao com areas in situ do grupo G3. Teste t ndo pareado. Escore de 0 a
400 para VCAN e VKIN. As diferencgas estatisticas foram consideradas significativas quando
*p <0,05.
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5.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DA MATRIZ EXTRACELULAR NOS
CARCINOMAS MAMARIOS E SUA RELAGAO COM EXPRESSAO DE VERSICAN E
VERSIKINA EM ESTROMA E GRUPOS HISTOLOGICOS

A avaliacdo morfolégica da matriz extracelular em hematoxilina e eosina
revelou que a desmoplasia estava presente na maioria dos casos analisados (67,6%;
25/37). A coloragédo especial Tricromico de Masson foi realizada por quantificar a
deposi¢cao de colageno total pela intensidade densitométrica. Foi observado a
presenga de colageno total em mama normal (média = 99+13) (Figura 13a), em
estroma adjacente as areas in situ (média = 124+28) (Figura 13b) e as areas de
invasdo (meédia = 130+£19) (Figura 13c) dos carcinomas analisados. Apenas foi
observada diferenga estatistica quanto a intensidade de colageno total entre as areas
de estroma adjacente as células epiteliais normais e de células carcinomatosas
invasoras (p=0,0476) (Figura 12).

A expressdo de VCAN em estroma adjacente as areas in situ revelou
correlagdo negativa forte com desmoplasia (r=-0,7084; p=0,0087) e negativa
moderada com a presencga de colageno total também nas areas in situ (p=0,0405; r=-
0,5727) (Tabela 9). Além disso, a presenga de colageno total nas areas in situ
apresentaram correlagdo negativa forte com VKIN nessas areas (r=-0,7317;
p=0,0197) (Tabela 10).

Os dados também revelaram uma correlagéo negativa fraca entre a expressao
de VCAN e presenca de colageno total em estroma adjacente as células

carcinomatosas invasoras (r=-0,4595; p=0,0106) (Tabela 9).
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Figura 12. Colageno total evidenciado pela coloragao especial Tricromico de Masson
no estroma da mama normal (N), adjacente as areas contendo células invasoras (IN) e
in situ (IS) dos carcinomas mamarios. Teste Ordinary one-way. As diferengas estatisticas
foram consideradas significativas quando *p <0,05.
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Figura 13. Colageno total em azul evidenciado pela coloragao Tricromico de Masson.
(a) Colageno total em azul no estroma da mama normal. Tricbmico de Masson, 10x. (b)
Colageno total no estroma adjacente a proliferagao carcinomatosa in situ. Tricdmico de
Masson, 10x. (c) Colageno total no estroma adjacente a células carcinomatosas invasoras.

Tricbmico de Masson, 10x.
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Na analise da coloragdo especial Picrosirius Red (PR), com intuito de
quantificar a deposigdo de colageno tipo | (vermelho) e tipo Ill (verde) em luz
polarizada, foi observado que a intensidade de colageno tipo | foi discretamente maior
nas areas de invasdo em relagcdo as areas in situ e a mama normal apresentou
predominio do colageno tipo I, mas esse dado nao foi estatisticamente significativo
(Figura 14a). Ja o colageno tipo Ill foi maior nas areas in situ em relagéo as areas de
invasao (p=0,0398) (Figura 14b). A Figura 15 mostra as marcagdes dos colagenos | e
Il

a. Colageno tipo | b. Colageno tipo Il
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Figura 14. Colageno tipo | e lll evidenciados pela coloragao Picrosirius Red (PR) no
estroma da mama normal e adjacente as areas in situ e que continham células invasoras
dos carcinomas mamarios. (a) Presenca de colageno tipo | na mama normal (N) e nas areas
in situ (IS) e invasoras (IN) dos carcinomas de mamarios. Teste Ordinary one-way ANOVA.
(b) Presenca de colageno tipo Ill na mama normal e nas areas in situ (IS) e invasoras (IN) dos
carcinomas de mamarios. Teste Ordinary one-way ANOVA. As diferencas estatisticas foram
consideradas significativas quando *p<0,05.



62

Figura 15. Co
polarizada. (a) Coloragao Picrosirius Red na mama normal em campo claro.10x. (b) Colageno
tipo | (vermelho) no estroma da mama normal em luz polarizada. Picrosirius Red, 10x. (c)
Coloragéo Picrosirius Red no estroma adjacente a proliferagdo carcinomatosa in situ da
mama,10x. (d) Predominio de Colageno tipo Ill (verde) no estroma adjacente a proliferagao
carcinomatosa in situ da mama. Picrosirius Red, 10x. (e) Coloragdo Picrosirius Red no
estroma adjacente a células carcinomatosas invasoras da mama,10x. (f) Predominio de
Colageno tipo | (vermelho) no estroma adjacente as células carcinomatosas invasoras da
mama. Picrosirius Red, 10x.
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Além disso, foi observado uma correlagao negativa forte entre a presencga de
colageno tipo | e VCAN em estroma adjacente as areas in situ (r=-0,7669; p=0,0137)
(Tabela 9). Isso também foi observado entre colageno tipo | e VKIN nas areas in situ
(r=-1; p=0,0167) e nas areas invasoras (r=-0,9747; p= 0,0333) (Tabela 10).

Com relagao aos grupos histolégicos em estudo, foi observada maior presenca
de colageno total nas areas de invasao dos grupos G2 (p=0,0341) e G3 (p=0,0467)
quando comparados a mama normal (Figura 16a), essas diferengcas n&o foram
observadas diferengas entre mama normal e as areas in situ. Ja o colageno tipo | foi
maior em mama normal quando comparada com as areas in situ dos grupos G1
(p=0,0043) e G3 (p=0,0330) (Figura 16b), bem como entre mama normal e as areas
de invasao do grupo G2 (p=0,0083) (Figura 16¢). Quanto ao colageno tipo Il nas areas
de invasado, foram observada maior deposicdo no grupo G3 em relagdo a mama
normal (p=0,0444) e G2 (p=0,0444) (Figura 16d). As areas in situ do grupo G1
obtiveram maior presenca de colageno tipo Ill em relagdo a mama normal e as areas

in situ de G3, porém essas diferengas n&do foram estatisticamente significativas.
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Tabela 9. Correlagbes entre versican (VCAN) no estroma adjacente as areas in situ
(IS) e invasoras (IN) e versikina (VKIN), deposi¢ao de colageno e invasao vascular.

VCAN IS VCAN IN
(estroma) (estroma)
VKIN IS (citoplasma) r=0,6536 r=0,3735
p= 0,0249 p=0,3615
VKIN IS (estroma) r=0,8735 r=0,5749
p=0,0009 p= 0,1433
VKIN IN (estroma) r= 0,7444 r=0,3069
p= 0,0405 p=0,1272
Colageno total IS r=-0,5727 r=-0,2008
p= 0,0442 p= 0,6034
Colageno total IN r=-0,4051 r= -0,4595
p= 0,2797 p= 0,0106
Colageno tipo | IS r=-0,7669 r=-0,2052
p= 0,0137 p= 0,7667
Invasao vascular r=-0,6168 r=0,03574
p= 0,026 p= 0,844

Correlagao de Spearman. O valor de p foi considerado significativo quando p <0,05.

Tabela 10. Correlagdes entre versican (VCAN) no estroma e citoplasma de células
das areas in situ (IS) e invasoras (IN) e versikina (VKIN), colageno, EGFR, mitose e

necrose.

VKIN IS VKIN IN VKIN IS VKIN IN
(estroma) (estroma) (citoplasma) (citoplasma)
VKIN IS (estroma) - r=0,8222 r=0,4346 r=0,8933
- p=0,0167 p= 0,1577 p=0,0333
Colageno total IS =.-0,7317 r=-0,5006 r=-0,1876 r=-0,0303
p=0,0197 p=0,2179 p=0,5781 p >0,9999
Colageno tipo | r=-1 r=-0,9747 r=-0,8721 r=0,00588
p=0,0167 p=0,0333 p= 0,1000 p=0,9798
EGFR r=0,3014 r=-0,2228 r=0 r=0,5243
p= 0,5455 p= 0,2845 p >0,9999 p=0,0147
Mitose r=0,05488 r=-0,4177 r=-0,3865 r=0,3466
p=0,9714 p=0,0337 p= 0,4000 p=0,1140
Necrose 0,2522 r=-0,0106 r=-0,3807 r= 0,4997
0,4591 p= 0,9589 p=0,2084 p=0,0179

Correlagao de Spearman. O valor de p foi considerado significativo quando p <0,05.
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Figura 16. Colageno total evidenciado pela coloragao Tricromico de Masson e colageno
tipo | e lll por Picrosirius Red em estroma da mama normal e adjacente as areas in situ
e invasoras dos grupos histologicos. (a) Colageno total na mama normal (N) e no estroma
adjacente as areas in situ do G1 (CDIS) e G3 (CI-SOE associado as areas in situ). Teste
Ordinary one-way ANOVA. (b) Colageno tipo | no estroma da mama normal e nas areas in
situ do G1 e G3. Teste Ordinary one-way ANOVA. (c) Colageno tipo | no estroma da mama
normal e nas areas invasoras do G2 e G3. Teste Ordinary one-way ANOVA. (d) Colageno tipo
Il no estroma da mama normal e nas areas invasoras do G2 e G3. Teste Ordinary one-way
ANOVA. As diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando *p <0,05. **
p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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5.6 SUBTIPOS MOLECULARES DOS CARCINOMAS MAMARIOS E SUA
RELACAO COM EXPRESSAO DE VERSICAN E VERSIKINA

As médias da expressdo de VCAN no estroma contendo células
carcinomatosas invasoras revelou uma fraca imunomarcacao nos subtipos Luminal A,
Luminal B HER-2+ e superexpressao de HER-2. Os subtipos Luminal B e Triplo-
negativo apresentaram uma imunomarcacdo de VCAN moderada. Além disso foi
observada maior expressdo de VCAN no subtipo triplo-negativo, mostrando diferenca
estatisticamente significativa apenas quando comparada a expressdao na mama
normal (p=0,0195) (Figura 17a).

O subtipo luminal A obteve maior média de marcagdo de VKIN em estroma
quando comparado aos demais subtipos, porém nao foram encontradas diferenca
estatistica entre eles (Figura 17b). Quanto a presenca de VKIN no citoplasma das
células, nao foram encontradas diferengas entre os subtipos (Figura 17c). A tabela 10
mostra esses dados detalhadamente e a Figura 18 mostra o padrdo de
imunomarcacdo dos marcadores utilizados para a classificagdo dos subtipos

moleculares.
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Figura 17. Expressao de versican (VCAN) e presenca de versikina (VKIN) nos subtipos
moleculares de carcinomas mamarios. (a) Expressdo de VCAN no estroma da mama
normal e nos subtipos moleculares dos carcinomas de mamarios. Teste Ordinary one-way
ANOVA. (b) Presenca de VKIN no estroma da mama normal e nos subtipos moleculares dos
carcinomas de mamarios. Teste Ordinary one-way ANOVA. (c) Presenca de VKIN no
citoplasma de células epiteliais de mama normal e em células carcinomatosas dos subtipos
moleculares. Teste Ordinary one-way ANOVA. As diferencas estatisticas foram consideradas
significativas quando *p <0,05.
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Tabela 11. Expressado de versican (VCAN) e versikina (VKIN) em relagdo aos
diferentes marcadores preditivos e subtipos moleculares do cancer de mama.

Receptor de estrogénio
Positivo
Negativo

Receptor de progesterona
Positivo
Negativo

Ki-67
<20%
220%

HER-2
Positivo
Negativo

EGFR
Positivo
Negativo

CK-5/6
Positivo
Negativo

Subtipos moleculares
Luminal A

Luminal B

Luminal B HER+
HER-2 +
Triplo-negativos

VCAN estroma
(n=32)

VKIN
estroma
(n=26)

VKIN
Citoplasma
(n=22)

MédiaxDP n/total

MédiaxDP n/total

MédiaxDP n/total

195£102 (20/32)
20699 (12/32)

199496 (20/31)
234+98 (11/31)

1954102 (20/31)
242+80 (11/31)

192494 (9/32)
224+100 (23/32)

203+107 (6/32)
21496 (26/32)

21496 (32/32)

190£94 (13/32)
232487 (4/32)
2204102 (6/32)

200+111 (3/32)
253110 (6/32)

15169 (15/26)
123453 (11/26)

152469 (17/26)
125458 (9/26)

147467 (17/26)
125£59 (9/26)

10133 (6/26)
155+66 (19/26)

120481 (4/26)
145162 (21/26)

139464 (26/26)

160+68 (11/26)
127475 (4/26)
11059 (5/26)
10020 (3/26)
136465 (3/26

68144 (12/22)
132472 (10/22)

92469 (13/22)
10061 (9/22)

102454 (14/22)
60488 (6/22)

87470 (6/22)
101467 (16/22)

145£17 (4/22)
86168 (18/22)

96165 (22/22)

81250 (8/22)
1074110 (4/22)
13070 (5/22)

80+78 (3/22)
135421 (2/22)

DP = desvio padrao.
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Figura 18. Painel de imunomarcagao para classificagcdao dos subtipos moleculares do
cancer de mama. (a) Imunomarcagao nuclear de receptor de estrogeno (RE) em células
carcinomatosas invasoras. Contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (b)
Imunomarcagéo nuclear de receptor de progesterona (RP) em células carcinomatosas
invasoras. Contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (¢) Imunomarcag¢ao nuclear
de Ki-67 em células carcinomatosas invasoras. Contra-coloragdo com Hematoxilina de
Mayer’s, 10x. (e) Expressdo de HER-2 membranar completa em células invasoras (escore 3).
Contra-coloragao com Hematoxilina de Mayer’s, 40x. (e) Expressao de EGFR em membrana
incompleta em células invasoras (escore 3). Contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer’s,
40x. (f) Imunomarcacao negativa de CK-5/6. Contra-coloragédo com Hematoxilina de Mayer’s,
10x.
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6 DISCUSSAO

O cancer de mama é uma das principais doengas que acomete as mulheres no
mundo (BRAY et al.,, 2018) e apesar dos inumeros avancos no diagnostico e
tratamento, ainda existem casos especiais, tais como os tumores triplo-negativos, que
muitas vezes nao sao tratados de forma eficiente ou ndo possuem previsdes
progndsticas mais precisas diante dos biomarcadores disponiveis hoje (XIPING, et al.,
2017). Nesse sentido, a fim de buscar novas formas de tratamento, estudos
envolvendo a participacédo e a importancia da MEC no processo de progressao do
cancer de mama vém sendo cada vez mais explorados na literatura (CONKLIN et al.
2011; DRIFKA et al, 2016; NATAL et al., 2019; HOANG et al., 2020).0 proteoglicano
VCAN, superexpresso na MEC tumoral, desempenha diversos papeis bem descritos,
relacionados a imunomodulacdo e eventos que culminam no desenvolvimento de
metastases, como na perda de adesdao, motilidade, invasdo e angiogénese
(RICCIARDELLI et al., 2009; WIGHT et al., 2020). Além disso, VCAN esta sujeito a
acao de metaloproteinases, que estdo superexpressas no cancer, e sofre clivagem
em regides especificas, dando origem a matriquinas, entre elas a VKIN (HOPE et al.,
2016; 2017; ASANO et al., 2017; DHAKAL et al., 2019).

No presente estudo, a andlise da expressao do proteoglicano VCAN e seu
protedlito VKIN mostraram diferengas de acordo com os grupos histologicos
abordados, além de um desbalangco entre VCAN, VKIN e colageno nos casos
analisados. A analise de VCAN e VKIN em todos os casos revelou maior expressao
em estroma adjacente as células invasoras em relagio mama normal. Esses
resultados reforcam o papel de VCAN inibindo a adesao, contribuindo com a
motilidade, favorecendo assim a invasao e metastases (WIGHT, 2002; WU, 2004; WU
et al., 2005; SUWIWAT et al. 2004; YEE et al., 2007). Achados anteriores pelo nosso
grupo de pesquisa, em modelo canino, também mostraram resultados semelhantes
em relagdo a expressao de VCAN nas areas invasoras (DAMASCENO et al., 2012,
2016). Em mulheres, Skandalis e colaboradores (2011) mostraram que VCAN foi mais
expresso nas areas invasoras quando comparada as areas in situ (SKANDALIS et
al.,2011).

Quanto a analise de VKIN, este estudo € o primeiro a mostrar a presenga deste
protedlito em estroma adjacente as areas in situ e invasora em carcinomas mamarios.

Outros trabalhos avaliaram sua relacdo com microambiente pré-inflamatério, atuando
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como um DAMP e recrutando células T CD8 + em mieloma e carcinoma colorretal
(HOPE et al., 2017;2018; DHAKAL et al., 2018). Além disso, no carcinoma mamario
em modelo in vitro, Asano e colaboradores (2017) observaram que VKIN estava
localizado nas células endoteliais, enquanto VCAN estava localizado ao redor dos
vasos de tumores, sugerindo um papel de VKIN na angiogénese.

As neoplasias mamarias podem ser classificadas em subgrupos de acordo com
o tipo histoldgico, o que implica nas caracteristicas bioldgicas e clinicas das pacientes
(ELLIS et al., 1992). Com prop0dsito de explorar as diferengas na expressao de VCAN
e VKIN nesses subtipos, foi avaliada a expressao destas moléculas no estroma
adjacente as areas normais e epiteliais malignas da mama. As analises revelaram que
a presencga de ambas as moléculas foi maior quando comparado a mama normal. Os
CDIS (G1) revelaram forte expressdo de VCAN e moderada de VKIN em estroma nas
proximidades da membrana basal, além da expressao citoplasmatica em células
epiteliais basais e mioepiteliais associada a um extenso infiltrado inflamatério
periductal. Skandalis e colaboradores (2011) também observaram essa forte
expressao de VCAN em estroma préximo da membrana basal nas areas in situ, além
de Canavese e colaboradores (2011) que também encontrou forte marcacéo de VCAN
no estroma periductal de CDIS relacionada ao alto grau nuclear comedonecrose,
sugerindo que VCAN esta expresso nas fases que antecedem a invasao.

Quando foram comparadas areas in situ de CDIS puro (G1) as areas in situ de
CI-SOE (G3) ou de carcinomas especiais (G4), VCAN e VKIN notou-se mais presentes
no estroma do grupo G1 comparadas ao grupo G3 e G4. Em todos estes grupos, a
maioria das areas in situ foram classificadas como de alto grau e exibiram um notavel
infiltrado inflamatério associado. Esses achados podem estar relacionados aos
estagios iniciais da progressao dos CDIS, favorecendo o processo de invaséo.
Estudos mais robustos que explorem esses mecanismos envolvidos nas etapas
iniciais de malignidade sdo extremamente relevantes para o entendimento de como
CDISs podem progredir para carcinomas invasores, uma vez que a progressdo nao
ocorre em todos os casos. Este campo do conhecimento podera também contribuir
para que as terapias sejam cada vez mais individualizadas e minimizar os efeitos
colaterais causados pelos tratamentos excessivos (COWELL et al.,, 2013;
CASASENT; EDGERTON; NAVIN, 2017; SHAH et al., 2015; COLEMAN, 2019; VAN
SEIJEN et al., 2019).
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Os CI-SOEs sao tumores bastante heterogéneos do ponto de vista morfolégico
e molecular (NATAL et al., 2019). No presente trabalho, quando avaliado somente as
areas de invaséo, o grupo de CI-SOE (G3) apresentou maior expressao de VKIN em
relagdo ao G2, contudo essa diferenca ndo foi observada em relacdo a VCAN.
Aparentemente, a protedlise de VCAN tem uma relagdo direta com tumores que
apresentam areas de proliferacao epitelial in situ, sejam associadas as areas de
invasao ou puras, mas seu papel nado esta elucidado. A maior expressdo de VKIN
nestes tumores pode estar associada ao processo de recrutamento de células T CD8+
induzindo um microambiente inflamatério (HOPE et al., 2016; 2017; ASANO et al.,
2017; DHAKAL et al., 2019) ou até mesmo estar relacionado aos estagios iniciais da
progressao e assim contribuindo para invasao das células neoplasicas no estroma. A
analise isolada do grupo G3 também mostrou maior expressao de VCAN em estroma
adjacente as areas de invasao em relagao as areas in situ, corroborando com outros
achados da literatura e reforcando o papel destas moléculas na progressao tumoral
(SUWIWAT et al. 2004; YEE et al., 2007; SKANDALIS et al., 2011).

A investigacao sobre a possivel relagao entre protedlise de VCAN, necrose e
reducdo da proliferacdo celular pode ser importante para compreensao do
remodelamento das MEC no cancer de mama, pois esses eventos podem estar
relacionados a contencgao do tumor. Nossos dados mostraram uma correlagao positiva
entre VKIN em citoplasma de células carcinomatosas invasoras e necrose, bem como
uma correlagdo negativa entre VKIN em estroma e mitose, sugerindo uma relagao
contraria ao crescimento tumoral. Contudo, VKIN parece ter um papel contraditério a
depender do contexto que esta inserida. Silver e colaboradores (2008) mostraram que
a reduzida protedlise de VCAN, causada pela enzima ADAMTS-20 mutada na pele de
embrides de camundongos, aumentou as taxas de apoptose nessas areas, enquanto
McCulloch e colaboradores (2009) mostraram que VKIN é necessaria para a
regressao interdigital, em embrides de camundongos, também mediada por apoptose.

Também observamos que a presenca de VKIN no citoplasma das células
carcinomatosas invasoras apresentou correlagao positiva com a expressao de EGFR,
importante receptor ligado a proliferagao celular. Previamente, foi observado que
durante o desenvolvimento embrionario de camundongos, a protedlise de VCAN é
importante para a proliferagcdo mesenquimal durante o fechamento do palato. Porém
nao essencial, pois quando o protedlito foi introduzido, a proliferacdo celular nessa

regidao nao foi afetada. Além disso, o dominio G3 de VCAN que contém o motivo de
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ligacao para EGFR, é que pode estar relacionado com o processo de proliferagao
nessas areas (ENOMOTO et al., 2010).

No presente trabalho, VCAN e seu protedlito ndo apresentaram relagédo com os
dados clinico-patolégicos obtidos neste trabalho, como grau histologico, IPN,
estadiamentos anatomopatoldgico e progndstico, tamanho do tumor e metastase para
linfonodo, e isso pode estar relacionado ao tamanho da amostra utilizada. Suwiwat e
colaboradores (2004) relacionaram a superexpressdo de VCAN ao alto grau
histologico e um fator preditivo de recidiva. Enquanto, Canavese e colaboradores
(2011) observaram relagado entre a superexpressdo de VCAN e o alto grau nuclear
nos CDIS. Dados sobre a relagao entre VKIN e dados clinico-patoldgicos de pacientes
com cancer de mama ainda n&o foram documentados na literatura.

Outro elemento importante para avaliagdo do remodelamento da MEC, é o
colageno, o qual além de ser abundante na matriz tumoral também é considerado
promotor ou inibidor da progressao dos carcinomas mamarios, sendo considerado até
como biomarcador prognostico (CONKLIN et al. 2011). Além disso, a alta densidade
da mama foi relacionada ao aumento da deposi¢ao e organizagao de colageno, bem
como diminuigao de macrofagos ativados no estroma peritumoral, sendo considerada
um fator de risco para o cancer de mama (HUO et al., 2015).

Observamos que ao comparar com areas normais, as areas de invasiao exibem
um aumento de colageno total, indicando regides de desmoplasia peritumoral. A
relacdo entre a deposicdo de colageno e expressdo de VCAN e VKIN no
microambiente tumoral também foi investigada neste trabalho. Foi observada uma
relacdo inversa entre a densidade de colageno, analisada pela coloragdo de
Tricrdmico de Masson, e expressao de VCAN no estroma adjacente tanto nas as areas
in situ quanto de invasdo. Apesar da relagdo entre VCAN e colageno ser pouco
explorada, um trabalho recente mostrou que os proteoglicanos podem regular a
fibrilogénese e a reorganizagdo do colageno tanto in vitro quanto in vivo. Foi
demonstrado que VCAN regula a fibrilogénese e a compactagdo, condensagdo e
contragdo do colageno mediada por células (CHEN et al., 2020), o que pode explicar
relacéo inversa encontrada neste trabalho entre VCAN e colageno, uma vez que foram
analisadas aqui apenas a intensidade densitométrica do colageno por software.
Contrariando os achados do presente trabalho, Bukong e colaboradores (2016)
observaram que o aumento de VCAN estava relacionado a fibrose hepatica, e sua

diminuicdo foi associada ao remodelamento da MEC pela acdo de enzimas
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proteoliticas chamadas ADAMTS, o que levaria a diminuicdo do colageno e redugao
da fibrose. Ja Wight (2017) considera que a MEC sofre alteragbes durante o
desenvolvimento tumoral, com aumento dos niveis de VCAN e AH iniciais e posterior
aumento de colageno. Ao defender a ideia de que o tumor € uma ferida que n&o
cicatriza, Dvorak (1986) apontou que a matriz ndo se transforma para uma MEC
madura, fibrosa e reticulada. Podendo, dessa forma, favorecer constante producao de
VCAN durante a progresséo tumoral.

O colageno tipo | e tipo Il nas areas in situ e invasoras dos carcinomas
mamarios foram evidenciados pela coloracido especial Picrosirius Red em luz
polarizada, a qual pode fornecer informagdes sobre o colageno tipo | e Illl de forma
barata e pratica para rotina em laboratorios de patologia (DRIFKA et al., 2016). Os
dados sobre colageno tipo | aqui apresentados n&o revelaram diferengas entre a
mama normal, areas in situ e invadidas dos tumores. Contudo, Kakkad e
colaboradores (2012) sugerem que a alta densidade do colageno tipo | esta associada
a metastase no cancer de mama primario, apontando essa molécula como possivel
biomarcador. Além disso, nossos dados revelaram uma correlagcido inversa entre a
presenca de colageno tipo | e VCAN nas areas in situ, bem como com VKIN tanto nas
areas in situ quanto nas areas de invasao, o que pode estar relacionado a regulagéo
da fibrilogénese por VCAN na sua forma integra (CHEN et al. 2020) nos estagios mais
avangados da progressdo. Além disso, sabe-se que VCAN se liga a fibronectina e
colageno tipo | limitando a ligagao das células a essas estruturas, diminuindo a ades&o
celular, como demonstrado em melanoma (TOUAB et al., 2002; HERNANDEZ et al.,
2011b).

Outro resultado que chamou atengéo foi maior densidade de colageno tipo Il
nas areas in situ em relagdo as areas de invasdo. Segundo Volk e colaboradores
(2011), o colageno tipo lll esta relacionado a regeneragao e cicatrizagao de feridas
apos lesao cutanea. Voltando a ideia de que o tumor € uma ferida que ndo cicatriza
(DVORAK, 1986), Brisson e colaboradores (2015) mostraram in vitro e in vivo
evidéncias de que o colageno tipo Il esta relacionado a supressao do crescimento do
tumor e metastase do cancer de mama em modelo murino de cancer de mama triplo-
negativo metastatico (4T1), porém o aumento do colageno tipo Il pode estar
relacionado ao aumento dos fibroblastos em resposta aos estimulos durante a

progressao do cancer.
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Na avaliagdo dos grupos histoldgicos, as areas de invasdo do grupo G3
apresentaram maior densidade de colageno tipo Ill em relagdo a mama normal e a
G2, o que pode ser explicado pela presenca de areas in situ no grupo G3 (CI-SOE
associado a areas in situ). Apesar de nao revelar diferengcas estatisticamente
significativas, os CDIS também apresentaram maior presenga de colageno tipo Ill em
relacdo a mama normal e as areas in situ de G3. Provavelmente, o aumento de
colageno tipo Ill em lesdes in situ puras ou associadas sugere uma reagao antitumoral
nas fases iniciais.

Na analise da expressao de VCAN e VKIN nos diferentes subtipos moleculares
dos carcinomas em estudo, a expressao de VCAN foi maior no subtipo triplo negativo
em relagdo aos demais, mas s6 houve diferenga estatisticamente significativa quando
comparada a expressdao na mama normal, o que reforca mais uma vez a maior
presenca de VCAN nos tumores de pior prognostico. Ja VKIN foi maior no subtipo
luminal A, porém também nao observamos diferencas expressivas ente os subtipos
quanto a presenga de VKIN. Investigagdes mais robustas poderdo ser importantes
para elucidar o verdadeiro papel de VKIN no cancer de mama, pois poderao trazer
novas perspectivas prognédsticas, especialmente devido ao seu possivel papel

imunomodulador.
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7 CONCLUSAO

Os dados apresentados aqui demonstram que:

- A maior expressdo de VCAN no estroma adjacente as células neoplasicas
invasoras comparado ao estroma mamario normal refor¢a o papel deste proteoglicano

na invasividade de células neoplasicas na matriz extracelular peritumoral.

- VCAN e seu protedlito ndo mostraram relagdo com os dados clinico-
patolégicos aqui apresentados, o que pode estar relacionado ao limitado numero de

casos e a heterogeneidade dos tumores estudados;

- A presenca de VKIN nos grupos histolégicos sugerem que esses fragmentos
podem estar relacionados aos processos iniciais de progressao dos tumores, uma vez
que parece estar mais presente nas lesées CDIS quando comparadas aos carcinomas
invasores, contudo estudos futuros serdo necessarios para esclarecer o papel desses

elementos para melhor entendimento da progressao tumoral;

- A maior detecgao de colageno tipo Il nas areas in situ sugere uma reagao
antitumoral, uma vez que essa molécula apresenta fungao supressora do crescimento

tumoral e de metastase dos carcinomas mamarios;

- A correlagao linear inversa entre colageno tipo | e VKIN sugere possivel

protedlise e remodelamento da MEC peritumoral,

- A aparente maior expressao de VCAN nos carcinomas triplo-negativos em
relagdo aos demais, pode ser indicativo de que existem diferencas entre a presenca
dessa molécula nos subtipos moleculares do cancer de mama, entretanto maiores

estudos sao necessarios para elucidar o papel de VCAN e VKIN nestes tumores.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho foi delineado no intuido de investigar as modificagbes
apresentadas na MEC nos diferentes estagios de progressdo dos carcinomas
mamarios e entdo contribuir para a descobertas de novos biomarcadores e alvos
terapéuticos para o cancer de mama. Os dados aqui apresentados sugerem que
VCAN e seu protedlito podem trazer novas perspectivas quanto ao entendimento da
progressdo dos CDIS. Para explorar melhor este potencial, estudos futuros serao
necessarios no intuido de demonstrar a funcdo dessas moléculas no processo de
progressao desses tumores.

Apesar de existir um aumento da expressao de VCAN nos tumores de mama,
acreditamos que nos tumores triplo-negativos, tumores imunogénicos e de pior
progndstico, podem apresentar uma expressao diferencial desse proteoglicano e de
VKIN em relacdo aos subtipos luminais e HER-2 superexpressos. Portanto, dados
mais robustos, com maior numero de casos de cancer de mama se fazem
necessarios.

Quanto a caracterizagdo morfolégica da MEC, técnicas como Geracao de
segundo harmdnico, padréo ouro para a analise morfométrica do colageno, podera
auxiliar trazendo conclusées mais elucidativas sobre a relagdo entre o colageno e a
protedlise de VCAN. Devido as limitagcdes em relagdo a coleta dos dados clinico-
patologicos, como a sobrevida das pacientes e rastreamento de metastase a
distancia, nao foi possivel compreender melhor o papel biolégico das moléculas, além

do significado clinico dos nossos resultados.
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APENDICE A - Intensidade de versican e versikina na avaliagdo imuno-
histoquimica.

Figura 19. Graus de intensidade utilizados na analise imuno-histoquimica de versican.
(a) Intensidade (1) quando negativo ou fracamente marcado. Contra-coloragdo com
Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (b) Intensidade (2) quando positivo fraco. Contra-coloragéo
com Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (¢) Intensidade (3) quando positivo moderado. Contra-
coloragédo com Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (d) Intensidade (4) positivo forte. Contra-
coloragdo com Hematoxilina de Mayer’s, 10x.
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Figura 20. Graus de intensidade utilizados na analise imuno-histoquimica de versikina.
(a) Intensidade (1) quando negativo ou fracamente marcado. Contra-coloragdo com
Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (b) Intensidade (2) quando positivo fraco. Contra-coloragéo
com Hematoxilina de Mayer’s, 10x. (¢) Intensidade (3) quando positivo moderado. Contra-
coloragdo com Hematoxilina de Mayer’s, 10x.
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APENDICE B - Resultados da analise de correlagdo da presenga de versican
(VCAN) e versikina (VKIN) no estroma adjacente as areas in situ (IS) e invasoras
(IN) e citoplasma das células carcinomatosas com os dados clinico-patolégicos.

Estroma Citoplasma
VCAN IS VCAN IN VKIN IS VKIN IN VKIN IS VKIN IN

Idade

r 0,4984 0,1562 0,6602 0,09455 0,1466 0,07463
p 0,0716 0,3931 0,0223 0,6459 0,6286 0,2187
Cor

r 0,2803 -0,1232 0,02102 0,195 0,393 0,00199
p 0,3357 0,5016 0,9515 0,3397 0,1821 0,8437
Tamanho do tumor

r -0,3922 -0,1005 -0,06337 -0,1114 -0,255 0,2186
p 0,328 0,6041 0,9286 0,6041 0,5714 0,0377
Mestastase para linfonodo

r -0,1212 0,01323 -0,3017 -0,05221 0,0726 0,07106
p 0,7671 0,9437 0,4679 0,8 0,8714 0,2304
Estadio anatomopatolégico

r -0,2436 0,07742 0,03457 0,01994 0,01391 0,0003363
p 0,5246 0,6789 0,9226 0,9992 0,9583 0,9354
Estadio prognéstico

r -0,4894 0,1249 -0,5445 -0,155 -0,2838 0,1061
p 0,1822 0,5033 0,1714 0,4497 0,4857 0,1392
Grau histolégico de Nottingham

r -0,178 0,09055 0,1387 -0,3147 -0,2225 0,03702
p 0,5439 0,6221 0,663 0,173 0,4676 0,391
indice prognéstico de Nottigham

r 0,09924 0,1224 0,4657 0,03815 0,5016 0,08976
p 0,7984 0,5044 0,2286 0,8532 0,1929 0,1755
Invasao linfatica

r -0,6168 -0,03574 -0,3089 -0,06519 -0,3807 0,01111
p 0,026 0,846 0,3576 0,7517 0,2084 0,6406
Necrose

r 0,4179 0,2178 0,2522 -0,01062 0,2687 0,2722
p 0,1518 0,2312 0,4591 0,9589 0,3958 0,0128
Receptor de estrogénio

r 0,06893 0,107 -0,1403 0,3003 -0,009749 0,09095
p 0,8127 0,5599 0,6596 0,136 0,9761 0,1726
Receptor de progesterona

r -0,1198 0,1009 -0,4803 0,3326 -0,3114 0,00774
p 0,6796 0,5827 0,1149 0,0969 0,2962 0,969
Ki-67

r -0,3006 0,3423 -0,3511 0,02489 -0,1168 0,0979

p 0,292 0,0551 0,2598 0,9039 0,7004 0,1563



0,2502
0,4043

0,1745
0,7143

0,1504
0,4275

0,02291
0,9043

0,1143
0,7571

0,3014
0,5455

-0,1886
0,3665

-0,2228
0,2845

-0,01539
0,9636

>0,9999

0,02996
0,453

0,5243
0,0147

92



93

APENDICE C - Resultado das correlagdes entre o infiltrado inflamatério e
versican (VCAN) e versikina (VKIN) nas areas in situ dos carcinomas mamarios.

Estroma Citoplasma
VCAN  VKIN VKIN RE RP Ki-67 HER-2 EGFR
r 0,3542 -0,00612 -0,2339 -0,5479 -0,1697 -0,1131 0,6809 0,1005
p 0,2807 0,9896 0,4836 0,068 0,5941 10,7252 0,0389 0,8182




APENDICE D - Resumo grafico dos resultados
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