UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Gustavo Teixeira Barandas

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
TUMORES DE MAMA
INDUZIDOS POR 7,12-

DIMETILBENZANTRACENO NUM
MODELO EXPERIMENTAL

Dissertacao no ambito do Mestrado em Patologia Experimental,
orientada pelo Professor Doutor Eduardo Leitao Costa e pela
Professora Doutora Isabel
Vitoéria Neves de Figueiredo Santos Pereira e apresentada a
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

Setembro de 2022






Agradecimentos

Agradeco especialmente a minha familia. Agradeco aos orientadores
Professor Doutor Eduardo Costa e Professora Doutora Isabel Vitéria. A todos os
professores. A equipa técnica do Instituto de Anatomia Patolégica da FMUC,
nomeadamente ao Professor Vitor Sousa, a Dra. Ana Rodrigues e a Dra. Catarina
Vilas-Boas.

A vida.






Conteudo

) I N 1S - o LI =TT [P R 6
) I N1 - e [l - o 1< - TSP P TR OO TR 8
3)  LiSta de ADIeVIAtUIAS ..ueeiiiii it ee s e e e e e et e e e e e e e e e seaanraeeeeas 10
A)  RESUIMO ..uuutrieeeeeeeeeeeiitreeeeeeeeeesissusrsereeesessasittsasesseeseessstssessseeeesiassssseseseeessensassrsnenes 12
o) T Y o 13 4 = ot (PP 14
() I [0 6o Lo [¥Tot- o J0S SR 16
LI VT (o J =T = | USSR 16
6.2) A GlANAUIG IMAMATIA....iiiiiieiiiie et ste e s ae e e s e e s eaeessaneeenes 18
6.3) Definicdao e Etiologia do Cancro da Mama .........ccooveiveeeeiniieecciiee e 20
6.4) Avaliacdo e Classificagdo do Cancro da Mama........ccceeeecvieeeeiciiee e e 22
6.4.1) Avaliagdo HistopatolOgiCa ......ccocuvieiiiiiiie e 22
6.4.2) O GraU dO TUMIO  ..uuvveeiieieiiiiiiiereeeeeeeeiiiireeeeeeeeesesanrseeeeesessessssrsreeseeesessansnnes 24
6.4.3) O EStAdio dO TUMON .....eiiiiiiiiee ettt e e et e e sarre e e e eare e e e e anaeas 25
6.4.4) O Subtipo Molecular do TUMOT .......ccccviiiieiiieee e e 25

6.5) Tratamento do Cancro da Mamaa ........ccccuveeeeeciieeeeciieee e e e et aree e 28
B.5.1) CITUIZIA cocureeeeeeiieee et eectre e e et e e e etre e e e e sttae e e e e tbeeeeseabaeeeeensbaeesesanreeeeennnnees 29
LRI A N 2 - o [ o) A= -1 o - [ USSR 29
6.5.3) QUIMIOTEIAPIA .uvveeeieiiiie et e e e e et e e e e b e e e e s aae e e e eaneeas 29
6.5.4) Terapia HOrmMoNal........ooooiiiiie et 30
6.5.5) Terapia dir€CioNada........ccccuuiieeiiiiie et e 30
6.5.6) IMUNOTEIAPIA ... .vvieeieiiieeeectree ettt ettt eetre e e et e e e e etre e e e esabaeeeeenreeeeenareeas 30
6.5.7) NOVOS QVANGCOS ....eeieieiurieeeeitieeeeeiteeeeeeitreeeeestaeeeeeereeeeeeisseeessassaeeesassseeesessnes 31

6.6) Modelos Experimentais de Cancro de Mama ........cccveeeeeuveeeeecieeeeeeerreee v 31
6.6.1) MOAEIOS [N VIEIO .ottt et earee e e e aaaeas 32
6.6.2) MOAEIOS [N VIV ...uvvveeeiiii ittt e e 32
6.6.3) MOAEIOS [N SIlICO...uuveeeiiiiiiiieiiieiiii et eseaaaes 37
6.6.4) OULIOS IMOEIOS. ... vveeiiiieiiiee ettt et ae et e e s e e st e e sareeeenes 38

) @ L o 1] ¥ V7o 3SR RSR 40
8)  MaAterial @ METOUOS ..uveveiiii ettt e e e e e e e e e e e e seaaarreeeeas 42
9)  RESUITATOS oottt e et e e e e e e et b e e e e e e e e e anrraaees 48
T10)  DISCUSSE0 .uuurrrrereeeeeeeieiirreeeeeeeesiesietrereeeeeeesiastnrseeeeseessasissrrsseeeeessessasrsseesseeessennnes 58
1) O o o T [V Y- T TSRS 63
12)  REFEIENCIAS coueteeeiee e st e s e e sab e e sreeens 65






1) Lista de Figuras

Figura 1 - Incidéncia e mortalidade dos varios cancros a nivel mundial.

Figura 2 - Representacdo ilustrada da anatomia geral da mama na espécie humana.
Adapatado a partir de European Society of Oncology.

Figura 3 - Representacdo ilustrada da localizagdo das glandulas mamadrias em ratos.
Adaptado a partir de The Laboratory Rat: Handbook of Experimental Animals

Figura 4 - Representagdo esquematica da classificagdo do tumor de mama de acordo
com as caracteristicas histopatoldgicas, grau do tumor, estddio do tumor e subtipo
molecular. Fonte: Sci. Pharm. 2020, 88, 32; doi:10.3390/scipharm88030032

Figura 5 - Organograma representativo das abordagens de tratamentos sistémicos em
cancros de mama invasivo em fase inicia de acordo com a classificagdo molecular do
tumor. Adaptado a partir de: esmo.org/content/download/6593/114959/1/EN-Breast-
Cancer-Guide-for-Patients

Figura 6 - Organograma representativo das diversas abordagens terapéuticas do cancro
de mama.

Figura 7 - Organograma representativo dos varios tipos de modelo experimental
descritos neste trabalho.

Figura 8 - Representacdo esquematica do desenvolvimento da glandula mamaria de
ratos fémea durante a puberdade. A glandula mamadria é constiuida por diversos botoes
terminais (TEB) (A) que durante a puberdade se vado dividir em diversos alvéolos (AB)
(B). Alvarado et al. / Life Sciences 173 (2017) 116-134

Figura 9 - Representacdo, a esquerda do estrutura bidimensional do composto quimico
7,12-dimetilbenzatraceno, e a direita do rato da estirpe Sprague-Dawley.

Figura 10 - Esquema representativo dos passos-chave do protocolo F de IHC utilizado
neste trabalho.

Figura 11 - Organograma representativo do algoritmo de escolha de critérios de
classificagao de HER2.

Figura 12 - Imagens representativas de microscopia otica de tumores com coloragao

imunohistoquimica. A) marcagdo positiva de ER. B) Auséncia de marcagdo de PR. C)



Auséncia de marcac¢do de HER2. D) Marcacgao positiva de Ki-67. E) Marcac¢do negativa de
Ki-67. Todas as imagens tém uma amplia¢ao de 400X.

Figura 13 - Gréfico representativo da comparac¢do dos subtipos moleculares quanto a
distribuicao da média de marcagdo IHC dos biomarcadores ER e Ki-67 pela escala IxP.
Figura 14 - Grifico representativo da comparacdo dos graus do tumor quanto a
distribuicao da média de marcagdo IHC dos biomarcadores ER e Ki-67 pela escala IxP.
Figura 15 - Grafico representativo da comparagao dos subtipos moleculares quanto ao
grau tendo em conta a distribuicdo da média de marcacdo IHC do biomarcadore ER pela
escala IxP.

Figura 16 - Grafico representativo da comparacdo dos subtipos moleculares quanto ao
grau tendo em conta a distribuicdo da média de marcac¢ao IHC do biomarcadore Ki-67
pela escala IxP.

Figura 17 - Grafico representativo da distribui¢cdo dos tipos de padrao histolégico pela
escala IxP referente ao biomarcador ER.

Figura 18 - Grafico representativo da distribuicdo dos tipos de padrdo histoldgico pela

escala IxP referente ao biomarcador Ki-67.



2) Lista de Tabelas

Tabela 1 — Classificagdo molecular de tumores de cancro de mama conforme a presenca
de recetores de estrogénio (ER), recetores de progesterona (PR), fator de crescimento
epidermal humano (HER2) e Ki-67.

Tabela 2 - Correspondéncia de método de recuperacdo antigénica e anticorpo utilizado
para cada anticorpo-alvo.

Tabela 3 — Recomendac¢bes para a avaliacdo da percentagem de marcacao IHC dos
biomarcadores ER e PR.

Tabela 4 - Recomendac¢do para classificar tumores do tipo Luminal de acordo com a
percentagem de marcacgao IHC do biomarcador Ki-67.

Tabela 5 — Niveis da escala do produto da Intensidade de marcagdo pela percentagem
de marcagao imunohistoquimica.

Tabela 6 — Escalas de pontuagdo utilizadas para avaliar as caracteristicas
histopatolégicas, necrose, reacao estromal e infiltrado inflamatério.

Tabela 7 — Representacdao da amostra utilizada no estudo em que se discrimina a
malignidade, o grau e os padrdes histoldgicos dos tumores.

Tabela 8 - Distribuicdao dos casos Luminal A e Luminal B pelos niveis da escala IxP
referente ao biomarcador ER. Pode observar-se o nUmero de casos e percentagem
respetiva.

Tabela 9 - Distribuicdo dos casos Luminal A e Luminal B pelos niveis da escala IxP
referente ao biomarcador Ki-67. Pode observar-se o nimero de casos e percentagem
respetiva.

Tabela 10 — Distribuicdo dos casos e respetiva percentagem por grau e subtipo
molecular.

Tabela 11 — Distribuicdo dos varios tipos de padrao histolégico (nUmero de casos e
respetiva percentagem) em funcdo do grau do tumor.

Tabela 12 - Distribuicdao dos varios tipos de padrao histolégico (nimero de casos e

respetiva percentagem) em funcdo do subtipo molecular do tumor.



Tabela 13 - Distribuicdo dos casos Luminal A e Luminal B pela escala de pontuagao de
avaliacdo da carateristica histopatoldgica reagao estromal. Pode observar-se o numero
de casos e a respetiva percentagem

Tabela 14 - Distribui¢cdo dos casos Luminal A e Luminal B pela escala de pontuagao de
avaliacdo da carateristica histopatoldgica necrose. Pode observar-se o nimero de casos
e a respetiva percentagem.

Tabela 15 - Distribuicdo dos casos Luminal A e Luminal B pela escala de pontuagao de
avaliacdo da carateristica histopatolégica infiltrado inflamatdrio. Pode observar-se o

numero de casos e a respetiva percentagem.



3) Lista de Abreviaturas

AJCC — American Joint Committee on Cancer

ASCO-CAP — American Society of Clinical Oncologists — College of American Pathologist

BACR1 — Gene do cancro da mama 1

BACR2 — Gene do cancro da mama 2

DMBA - 7,12-dimetilbenzatraceno

DCI — Carcinoma ductal invasivo

DCIS — Carcinoma ductal in situ

ER — Recetores de estrogénio

FISH — Hibridiz¢do in situ fluorescente

GLOBOCAN — Observatodrio Global para o Cancro

HER2 — Recetor do fator de crescimento epidermal humano 2
IHC - imunohistoquimica

InfC — Carcinoma inflamatério

InfDC — Carcinoma ductal inflamatorio

InfLC — Carcinoma lobular inflamatdrio

IXP — multiplicacdo da intensidade pela percentagem de marcacao
Ki-67 — Proteina nuclear relacionada com proliferagao celular
LCl — Carcinoma Lobular invasivo

LCIS — Carcinoma lobular in situ

MC — Carcinoma Medulares

MNU — metilnitrosureia

OMS — Organiza¢dao Mundial da Saude

PARP - Poli-ADP ribose polimerase

PAH’s — Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

PR — Recetores de progesterona

SqC — Carcinoma escamoso

TEB - Botdes terminais

TMN — formacao tubular, mitoses, alteragdes nucleares

10



11



4) Resumo

De acordo com GLOBOCAN, no ano 2020, o cancro da mama foi a neoplasia mais
diagnosticada e a quarta com maior taxa de mortalidade, afetando principalmente
individuos do sexo feminino.

O cancro é um processo que esta associado a alteragGes genéticas geralmente
provocadas por fatores ambientais, entre eles o tabagismo. Varios estudos estabelecem
a relacdo entre a incidéncia do cancro de mama e a exposicdo ao fumo do tabaco em
mulheres jovens. O tabagismo expde esses individuos a um potente carcinogénico, o
7,12-dimetilbenzatraceno (DMBA), que também é utilizado para induzir o cancro de
mama em modelos experimentais com ratos.

O cancro da mama é uma patologia amplamente estudada através de modelos
experimentais, por isso, existe uma grande demanda de otimizacdo e consequente
caracterizagdao de forma que se possam utilizar em estudos que pretendam avaliar o
desenvolvimento da patologia bem como estudos de possiveis terapéuticas.

Este trabalho propds-se fazer uma caracterizagdo do subtipo molecular de
tumores de mama induzidos por 7,12-dimetilbenzatraceno num modelo experimental
in vivo de ratos Sprague-Dawley. Esta avaliagdo molecular consistiu em caracterizar a
expressdo de recetores de estrogénio (ER), de progesterona (PR), do recetor do fator de
crescimento epidermal humano 2 (HER2) e da proteina nuclear Ki-67 em células
tumorais através de técnicas de imunohistoquimica em tumores resultantes de um
trabalho anterior do nosso grupo de trabalho.

Os resultados revelam que os tumores pertencem ao subtipo molecular Luminal
A e B (30% e 70%, respetivamente) pois sdo tumores dependentes de recetores
hormonais, e no caso dos Luminal B apresentam expressao intensa de Ki-67.

Este trabalho permitiu concluir que este modelo poderd ter utilidade para testar
terapias hormonais ou para estudar o desenvolvimento de tumores dependentes de

hormonas.

Palavras-chave: cancro da mama; modelo experimental; DMBA; caracterizacdo;

subtipo molecular.
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5) Abstract

Accordingly to GLOBOCAN, In 2020, breast cancer was the most diagnosed neoplasm
and the fourth with the highest mortality rate, affecting mainly female individuals.

Cancer is a process that is associated with genetic changes usually caused by
environmental factors, including smoking. Several studies establish the relationship
between the incidence of breast cancer and exposure to tobacco smoke in young
women. Cigarette smoking exposes these individuals to a potent carcinogen, 7,12-
dimethylbenzatracene (DMBA), which is also used to induce breast cancer in
experimental mouse models.

Breast cancer is a pathology widely studied through experimental models, so there
is a great demand for optimization and consequent characterization so that they can be
used in studies that intend to evaluate the development of the pathology as well as
studies of possible therapies.

This work aimed to characterize the molecular subtype of breast tumors induced
by 7,12-dimethylbenzatracene (DMBA) in an in vivo experimental model of Sprague-
Dawley rats. This molecular evaluation consisted of characterizing the expression of
estrogen receptors (ER), progesterone (PR), human epidermal growth factor receptor 2
(HER2) and the nuclear protein Ki-67 in tumor cells through immunohistochemical
techniques in resulting tumors from a previous work of our working group.

The results reveal that the tumors subject to evaluation belong to the Luminal
A and B molecular subtype (30% and 70%, respectively) as they are hormone receptor-
dependent tumors, and in the case of Luminal B they present intense expression of Ki-
67.

This work allowed us to conclude that this model may be useful to test hormone

therapies or to study the development of hormone-dependent tumors.

Keywords: breast cancer; experimental model; DMBA; characterization; molecular

subtype.
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6) Introducao

6.1) Visao Geral

O cancro é uma patologia que lidera as principais causas de morte e que limita o
aumento da esperanga média de vida em todo o mundo (1).

De acordo com o Observatdrio Global para o Cancro (GLOBOCAN), estima-se que
em 2020 ocorreram 19.3 milhdes de novos casos de cancro e 10 milhdes de casos que,
infelizmente, resultaram na morte dos pacientes. Globalmente, o cancro e a
mortalidade a ele associada estdo a crescer de forma acelerada e este facto deve-se ao
envelhecimento e crescimento da populacdo assim como as mudancas na distribuicdo e
prevaléncia nos fatores de risco, nomeadamente, os relacionados com o
desenvolvimento socioecondmico (2)(3).

Analisando os dados recolhidos a nivel mundial, sabemos que a regido mais
afetada pelo cancro - combinados os resultados de ambos os sexos - é a Asia, onde
ocorreram 50% dos casos e 58,3% das mortes. Na Europa ocorreram 22,8% dos casos e
19,6% de mortes, seguindo-se a América com 20.9% e 14,2%, respetivamente (3).

Os tipos de cancro mais diagnosticados, em ambos os sexos, sdo o cancro da
mama (11,7%), seguindo-se os cancros do pulmado (11,4%) e colorretal (10,0%).
Contudo, os que provocam mais mortalidade sdo os cancros do pulmdo (18,0%),
colorretal (9.4%) e figado (8,3%). O cancro da mama embora seja o mais diagnosticado

em ambos os sexos, provoca a morte em 6,9% dos individuos diagnosticados (52

— Mama
Bl 2 261 419 (11.79)

r?

Pulmic
1796 144 (18%)

Ealmen Cutros cancros

220677 (11.4%) 3557 464 (35.7%)
Qutroz cancros -
8 275743 (42.9%) r Colorrectal fﬂlﬂrEft_E'
1631590 (10%) 435 173 (9.4
Prostata Prostata Figado
1414 259 (7.3%) 375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Estfagn Estdmago: Pancreas Estomago
604 100 {3.1%) 1089 103 {5.6%) 466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)
Cérvix utering Figado Esofazo — Mama
604 127 (3.1%) 505 677 (4.7%) 544 076 {5.5%) £84 996 6.0%)
Total: 19 292 789 casos Total: 9 958 133 mortes

Figura 1 - Incidéncia e mortalidade dos vdrios cancros a nivel mundial.
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posicdo). No entanto, em individuos do sexo feminino é o cancro com maior taxa de
mortalidade (15,5%) seguindo-se os cancros do pulmao e o colorretal (3).

Conforme os resultados obtidos em 2020 pelo GLOBACAN, o cancro da mama é
0 que apresenta maior incidéncia e é a quinta causa de morte, tendo sido diagnosticados
aproximadamente 2,3 milhdes de novos casos e 680000 mortes. Os resultados
demonstram que entre individuos de ambos os sexos é na Asia onde se fazem mais
diagndsticos de cancro da mama (45,4%) e onde, em termos globais, mais individuos
morrem (50,5%), seguindo-se a Europa (23,5% e 20,7%, respetivamente) e a América
(21,8% e 15,6%, respetivamente).

Nos paises com alto e muito alto indice de desenvolvimento humano, o cancro
da mama em mulheres é diagnosticado em 55,9%, em que 12,8% dos casos culminam
com a morte das pacientes. Nos paises com baixo e muito baixo indice de
desenvolvimento humano nao se diagnosticam tantos casos (29,7%) no entanto a
mortalidade é mais alta (15%) (3)(4).

Os elevados niveis de incidéncia nos paises com alto indice de desenvolvimento
humano refletem a prevaléncia duradoura de fatores de risco associados ao ciclo
hormonal e reprodutivo (menarca precoce, menopausa tardia, idade do primeiro
nascimento, numero reduzido de filhos, amamentacdao limitada, uso de terapia
hormonal na menopausa e uso de contracetivos orais) e fatores de risco associados ao
estilo de vida (ingestdo de alcool, obesidade e sedentarismo), assim como o aumento
do detecdo através de programas de rastreio ou diagndstico oportunista através de
mamografia (5).

Nos paises com baixos niveis de desenvolvimento humano hd uma menor
incidéncia, no entanto a mortalidade aumenta como acontece no caso dos paises da
Africa Ocidental (incidéncia de 41,5% e mortalidade de 22,3%) e da Melanésia
(incidéncia de 50,5% e mortalidade de 27,5).(3) A elevada mortalidade reflete-se na
guantidade e qualidade das infraestruturas de saldde disponiveis. De acordo com
diversos estudos, outro fator importante é que os pacientes quando sao diagnosticados
ja se encontram em fases avancadas da doenca (6).

Um estudo realizado nos Estados Unidos da América, em individuos do sexo

feminino, indica que 82% dos cancros foram diagnosticados em mulheres acima dos 50
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anos de idade (mediana de 62 anos de idade) e 90% das mortes previstas deverdo

ocorrer neste grupo etario (mediana de 68 anos de idade) (7).

6.2) A Glandula Mamaria
.I ..I\

i
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Figura 2 - Representagdo ilustrada da anatomia geral da mama na espécie
humana. Adapatado a partir de European Society of Oncology.

A glandula mamaria feminina em humanos (figura 2) é constituida por 15 a 25
I6bulos de glandula composta, cuja funcdo é secretar leite de forma a nutrir os recém-
nascidos. Este processo é regulado pelo sistema enddcrino. Cada I6bulo é separado dos
contiguos por uma camada de tecido conjuntivo denso e muito tecido adiposo. No
tecido extra glandular podem encontrar-se vasos sanguineos, linfaticos e nervos. Os
I6bulos sdo considerados glandulas individualizadas pois apresentam o seu préprio
ducto excretor. Na extremidade de cada ducto encontram-se estruturas tubulo-
alveolares revestidas por um epitélio cubico simples com fung¢bes secretoras. O
desenvolvimento da glandula mamaria durante a puberdade deve-se ao aumento do
estrogénio circulante e compreende o aumento de volume, desenvolvimento de um
mamilo proeminente e proliferagdo de ductos galactéforos(8). As alteragdes hormonais
em cada ciclo menstrual induzem ondas de proliferacao no epitélio mamario, enquanto

a gravidez leva a uma extensa ramificagdo ductal e alveologénese(9).
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A estrutura histolégica da glandula mamaria varia de acordo com idade, sexo e

estado fisioldgico do individuo (8)(10).

Inguino-abdominais

Toraxicas

Figura 3 - Representagdo ilustrada da localizagdo das gldndulas mamdrias em ratos. Adaptado
a partir de The Laboratory Rat: Handbook of Experimental Animals

A glandulas mamarias de ratos do sexo feminino sdo compostas por seis pares
de glandulas mamarias com um mamilo, localizadas simetricamente nos dois lados do
corpo, trés em cada lado na regido tordcica e 3 em cada lado na regido inguinal, como
se pode observar na figura 3. Ao contrario do que acontece nas mulheres, a glandula
mamdria em ratos fémea é pouco desenvolvida e apenas pode ser identificada através
da presenca de mamilo. A glandula mamaria é constituida por dois tipos de tecido:
parénquima e estroma (tecido conjuntivo, adiposo e vascular) e o seu crescimento é
dependente de hormonas como estrogénio e progesterona, assim como em mulheres.
Cada glandula tem uma organizacao tubulo-alveolar e ramifica-se em ductos e alvéolos
secretores nas zonas terminais. Estas porgdes terminais estdo ligadas a ductos lactiferos
principais que por sua vez drenam para um seio e cada seio no mamilo. Os alvéolos sdo
constituidos por um epitélio cubico ou colunar secretor e esta rodeado por células
mioepiteliais. As estruturas distais de cada porg¢do secretora formam botdes — botdes
terminas (TEB) - contendo varias camadas de células indiferenciadas. Os animais do sexo
masculino tém pequenas quantidades de tecido mamario glandular, no entanto pouco

desenvolvido e sem mamilo (11)(12).
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6.3) Definicdo e Etiologia do Cancro da Mama

Cancro é a denominacdo que se aplica aos tumores malignos ou a uma neoplasia
maligna(13). Uma neoplasia caracteriza-se pela formagdao de uma massa de tecido
anormal, cujo crescimento ultrapassa e ndo é coordenada com o dos tecidos normais
persistindo depois da remoc¢do do estimulo que iniciou a alteragdo. Esta persisténcia
deve-se a alteragBes genéticas hereditdrias ou induzidas, que permitiram o
desenvolvimento das primeiras células tumorais que se tornam auténomas embora que
dependentes nutricionalmente do organismo (14).

O cancro é uma doenca complexa que se desenvolve em varias etapas em que
as células vao perdendo as suas fung¢des biolégicas normais, e manifesta-se de forma
diferente consoante a diversidade dos individuos. Durante estas etapas o organismo
perde a capacidade de resolver os danos causados através de mecanismos proprios do
sistema imunitdrio e as células tumorais vao proliferando e resistindo, podendo invadir
tecidos e desenvolver metastases, e em Ultimo caso provocar a morte do individuo(15).
Este processo de varias etapas de desenvolvimento do cancro denomina-se
carcinogénese e tem as seguintes fases: iniciacdo, promocdo, malignizacdo e
progressao(16).

A ocorréncia de cancro estd associada a mutacOes genéticas e alteracdes
epigenéticas, principalmente causadas por exposicdo a fatores ambientais, como
guimicos ou radiacdo, ou mais raramente hereditarias(17).

As mutacgbes genéticas ocorrem em genes do DNA que codificam proteinas. As
células em que os seus genes adquirem mutacdes vdo passar a sintetizar proteinas em
excesso, ou a ndo sintetizar, e vao tornar-se disfuncionais. As células que adquirem estas
transformacgdes. Estas alteragcdes podem levar a inativagdo de genes supressores de
tumores, a ativacdo de oncogenes ou genes relacionados com a morte celular
programada(18, 19).

As alteragdes epigenéticas nao sao mutagdes no DNA, mas interagdes casuais
entre genes e os respetivos fenétipos(20). Sao alteracdes hereditarias do fendtipo das
células independentemente de existirem mutagdes na sequéncia de DNA. Normalmente
refere-se a epigenética o estudo da cromatina e DNA envolvidos na modificacdo pods-
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translacional das histonas. Um dos principais mecanismos epigenéticos denomina-se de
metilacdo e pode desempenhar um papel desadequado quer na ativacdo, quer na
inibicdo de diversas vias de sinalizacdo, que possam estar envolvidas em processos
tumorais(21-23). A perda de capacidade de metilagdo de DNA estd relacionada com a
carcinogénese(24). Este facto foi verificado, por um trabalho inovador realizado pelo
nosso grupo de investigacao, revelando que num modelo experimental de indugdo de
tumores de mama com 7,12-dimetilbenzatraceno (DMBA) em ratos existe reducao da

metilagdo de DNA nos tumores com maior grau(25).

Como outros cancros, os cancros da mama sdo coldnias celulares que derivam
de células com multiplas alteragdes genéticas, adquiridas através da influéncia da
exposicdo hormonal, suscetibilidades genéticas inerentes ou exposicdo a fatores
ambientais. Estes cancros podem ser hereditarios aparecendo em mulheres com
mutacdes em genes supressores de tumores como o BRCA1 e BRCA2, p53 ou CHEK2
(26)(13)(27)(28). A maioria destes genes desempenha papéis complexos e
interrelacionados na manutencdo da integridade gendmica. Assim que uma célula
apresentar danos no DNA deve ocorrer uma paragem no ciclo celular para que haja
repara¢ao ou morte por apoptose. Uma vez detetado o dano no DNA os genes p53 e
CHEK2 induzem a paragem do ciclo celular, enquanto os genes BRCA1 e BRCA2
promovem a sua reparacao. Se algumas destas fungdes forem prejudicadas aumenta a
probabilidade do dano no DNA se manter e a mutacdo ser transmitida a novas células
(13). Os genes BRCA1 e BRCA2 aumentam o risco de desenvolver cancro da mama até
3% em mulheres com idade inferior a 30 anos e de 50 a 80% de mais risco em mulheres
com idade superior a 70 anos(29). As mutagdes no gene p53 aparecem em 25% de todos
os tumores, em 80% dos tumores de mama do tipo basal e 40 a 50% em tumores de
mama do tipo triplo negativo(28).

O desenvolvimento de cancro da mama estd também associado a fatores
ambientais como a exposi¢ao a radiagao ou quimicos que induzem efeito semelhante
ao estrogénio (13). A maioria destes cancros aparece em mulheres pds-menopausa e
apresentam uma expressao aumentada de recetores de estrogénio. Os metabolitos de

estrogénio desempenham um papel crucial neste processo pois provocam mutac¢des no
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DNA(30). Outro motivo para o aparecimento de cancros esporddicos sdo os fatores
ambientais, nomeadamente exposicdo a produtos quimicos como os derivados do tipo
de regime alimentar, o consumo de alcool, ou o tabagismo. De acordo com alguns
estudos existe um aumento de 9% de risco de ocorréncia de cancro da mama em antigos
fumadores comparados com nao fumadores e de 16% em fumadores comparados com
ndo fumadores(31). Outros estudos indicam que o risco de desenvolver cancro da mama
€ maior em fumadores que tenham iniciado este habito por volta dos 17 anos de idade
ou antes(32), ou durante a puberdade (33).

O tabagismo e a consequente exposicdo a compostos quimicos presentes no
fumo do tabaco sdo amplamente estudados para se tentar entender o potencial de
desenvolvimento de cancro da mama. Neste campo, diversos estudos destacam a
importancia na carcinogénese de compostos como os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAH’s) — como o caso do 7,12-dimetilbenzantraceno, presente no fumo do
tabaco(34)(35) -, aminas aromaticas e N-nitrosaminas(36), devido ao seu potencial de

induzirem adug¢des no DNA e mutagdes no gene p53 (37) (38)(39).

6.4) Avaliacdo e Classificacdo do Cancro da Mama

Os sistemas de classificagdo do cancro da mama visam diferenciar os diversos
tipos de cancro de mama com base nas suas caracteristicas morfolédgicas e moleculares,
permitindo selecionar o melhor método de tratamento e prever com maior eficdcia os
resultados espectaveis (40). Os cancros de mama podem ser caracterizados através do
tipo histopatolégico, grau do tumor, estadio do tumor e subtipos moleculares, conforme

se representa esquematicamente na Figura 4 e desenvolvido adiante.

6.4.1) Avaliacdo Histopatoldgica

A avaliacao histopatoldgica permite a caracterizacdo de tumores quanto a sua

localizagdo e morfologia com base numa avaliagdo microscépica do tipo celular,
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Figura 4 - Representagdo esquemdtica da classificagdo do tumor de mama de acordo com as
caracteristicas histopatoldgicas, grau do tumor, estddio do tumor e subtipo molecular. Fonte: Sci.
Pharm. 2020, 88, 32; doi:10.3390/scipharm88030032

fornecendo informacgdes acerca do volume do tumor, presenca ou auséncia de massas
ou margens, textura, tipo histolégico e arquitetura. De acordo com a localizagdo dos
tumores, eles podem ser classificados como lobulares ou ductais, se se encontrarem nos
I6bulos ou nos ductos mamadrios, respetivamente. Para além desta classificacdo os
tumores também podem ser divididos em in situ e invasivos, dependendo da morfologia
das células. Os tumores in situ, também denominados de carcinomas nao invasivos. No
entanto, também podem evoluir para cancros invasivos, sendo fundamental o
diagndstico adequado e a terapia apropriada para essa condicdo. Estes tumores de
mama nao invasivos podem ser divididos em duas categorias: o Carcinoma Lobular In
Situ (LCIS) e o Carcinoma Ductal /n Situ (DCIS). Os DCIS estdo limitados aos ductos e
I6bulos pela membrana basal, ndo invadem os linfaticos e vasos sanguineos e ndo
podem produzir metdstases, como tal tém geralmente melhor progndstico. Os tumores
LCIS sao frequentemente multicéntricos e bilaterais (ambas as mamas) e as suas células
apresentam semelhancas morfoldgicas as do carcinoma lobular invasivo e tém auséncia
de expressao de e-caderina — proteina transmembranar responsdvel pela adesdo
epitelial(41) podendo ser, por vezes, o percursor do carcinoma invasivo. Segundo a
guarta edicao do documento de Classificagdo de Tumores da Mama da Organizagao
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Mundial da Saude (OMS)(42), existem mais de vinte tipos de cancro da mama invasivos,
sendo os mais frequentes o Carcinoma Ductal Invasivo (DCl) e o Carcinoma Lobular
Invasivo (LCl). Existem casos raros de DCI - os Carcinomas Medulares (MC) -, que
normalmente ndao metastizam, tém crescimento lento, podem apresentar algumas
células imunitdrias nos limites dos tumores e sdo mais comuns em mulheres com a
mutag¢dao BRCAL. Os Carcinomas Metapldsicos sao um tipo outro tipo muito raro de DCI
onde se podem encontrar tipos celulares, que normalmente ndo seriam encontradas na
mama - células fusiformes, dsseas e escamosas - apresentando um desenvolvimento
clinico agressivo e um mau progndstico. Um tipo especifico de carcinoma metaplasico é
o Carcinoma Escamoso (SqC), que apresenta células escamosas. Outro tipo de cancro de
mama invasivo é o Carcinoma Inflamatdrio (InfC), que se subdivide em Carcinoma
Inflamatdrio Ductal (InfDC) e Carcinoma Inflamatério Lobular (InfLC). Este caracteriza-se
pelo seu potencial de metastizar os ganglios linfaticos da pele e do peito. O InfC é um
carcinoma muito agressivo com progressao rapida, diagnéstico dificil e tardio e com mau
progndstico quando comparado a outros tipos de cancro de mama(13)(43).

Para ser feita uma avaliacdo de malignidade do tumor sdo utilizados critérios
como atipias celulares, perda do padrao tubulo-alveolar, auséncia de células, invasao do
estroma, angiogénese e integridade da membrana basal (44). Apesar de existirem
diferencas estruturais entre os carcinomas de mama em humanos e ratos, estes
partilham bastantes semelhangcas morfolédgicas, por isso foi estabelecida uma
padronizacdo que permite uma utilizacdo comparativa em patologia experimental
recorrendo ao uso da terminologia descritiva e modificadores
convencionais(45)(46)(34). A caracterizacdo histopatologica dos tumores permite
categorizar as proliferacdes celulares considerando o seu comportamento e padrao
histoldgico entre: ndo neopldsicas, neoplasica benignas e malignas, e estas ultimas em
malignas in situ e malignas invasivas. Relativamente ao tipo de padrao histoldgico estas
dividem-se em: papilar, escamoso, glandular, tubular, comedo ou cribiforme

(45)(47)(48).

6.4.2) O Grau do Tumor
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O grau do tumor é determinado pelo Nottingham Grading System (NGS) ou
Elston and Elis Scarff-Bloom Richardson em que é atribuida uma classificacdo numérica
de 0a9, onde o grau | corresponde de 3 a 5 pontos, grau Il de 6 e 7 pontos e grau lll de
8 e 9 pontos. Para obter esta classificagdo avaliam-se trés caracteristicas celulares
distintas — formacdo de padrdo tubular/glandular, pleomorfismo nuclear e contagem
mitética — de forma a cada um dos parametros possa ser classificado de 0 a 3 pontos.
Os tumores com pior progndstico serdao os que se encontram em grau I11(13)(48). Para
melhorar a comparagdo de modelos experimentais de carcinogénese com tumores
humanos utiliza-se adicionalmente a avaliagdo de caracteristicas baseadas na patologia
humana (46) como a percentagem de tipo histoldgico cribiforme, microcalcificacao,
invasdo e reacdo estromal, secre¢des, necrose, hemorragia, apoptose e infiltrado

inflamatorio (45)(44)(48).

6.4.3) O Estadio do Tumor

O estadio dos tumores é frequentemente avaliado segundo o Sistema TMN -
desenvolvido pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC). Este sistema de
avaliacdo permite categorizar os tumores em quatro estadios: O, I, II, lll e IV. Conforme
o Sistema TMN o estddio | tem um progndstico melhor que o estadio IV — pior
prognéstico. No estddio 0 um encontram-se os tumores in situ. No estadio enquadram-
se os tumores invasivos de pequenas dimensdes (aproximadamente 2 cm). No estadio
II, os tumores tém dimensGes de aproximadamente 5 cm ou menores e poderdo
apresentar nddulos axilares. Os tumores de com maiores dimensdes, maior quantidade
de ganglios e fixacdo na parede tordcica sdo classificados como tumores de estadio .

Os tumores com metdastases sdo tumores de estadio 1V(13)(48).

6.4.4) O Subtipo Molecular do Tumor

A classificagdo do tipo molecular nos cancros da mama é feita através da

avaliacdo da expressao de determinados genes, proteinas ou recetores de membrana
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celular como os recetores de estrogénio (ER), recetores de progesterona (PR), recetor
do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2) e a proteina Ki67 (49)(50)(51).

O estrogénio e a progesterona estdo sequencialmente envolvidos no
desenvolvimento da glandula mamdria, principalmente através de um mecanismo
paracrino (52). Tanto em tecidos normais como em tumores, as células que apresentam
estes recetores estimulam a secre¢do de fatores que influenciam a divisao celular nas
células que nio os apresentam. E importante ter em conta que as fun¢des de PR e ER
estdo interligadas, nomeadamente a transcri¢cdo do PR que depende de mecanismos de
transcricdo mediados pelo ER. Os carcinomas de mama evidenciam aproximadamente
85% de recetores estrogénio (13)(53).

O recetor do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2) é uma
glicoproteina transmembranar que estd envolvida no controle do crescimento celular e
atua como co-recetor de varios fatores de crescimento(54). O HER2 encontra-se sobre-
expresso em aproximadamente 20% dos cancros da mama (55).

O Ki-67 é uma proteina nuclear ndo-histénicas e um marcador de proliferagdo
celular expresso nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular. Tem funcdes de regulacdo do
ciclo celular processamento de RNA ribossdmico e organizacdo do DNA (56). Os tumores

com alta taxa de proliferagdo tém um progndstico pior (13)(48).

Tabela 1 — Classificagdo molecular de tumores de cancro de mama conforme a presencga de recetores de estrogénio
(ER), recetores de progesterona (PR), fator de crescimento epidermal humano (HER2) e Ki-67.

ER PR HER2 Ki-67
+ +/- - Baixo
Luminal A
+/- +
+ +/- - Algum/ Alto
Luminal B
+/- + +
Sobrexpressdo de HER2 - - + Alto
Triplo negativo A — Tipo
- - - Alto
Basal
Triplo negativo B — Tipo
- - - Baixo
Normal
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Baseado em analises de imunoihistoquimica (IHC) o cancro da mama é
classificado em 5 grupos distintos: 1)Luminal A; 2)Luminal B, 3) sobrexpressdo de HER2,
4)Triplo Negativo A ou Tipo Basal e 5)Triplo Negativo B ou Tipo Normal (57), conforme
se pode observar na tabela 1 no capitulo dos materiais e métodos . Os 5 subtipos
moleculares serdo descritos de seguida: 1)Luminal A: normalmente apresenta
positividade de ER e PR, negatividade de HER2 e baixa positividade de KI-67, tendo um
grau inferior e melhor progndstico; 2) Luminal B: normalmente apresenta positividade
de ER e PR, negatividade de HER2, podendo alguns casos serem positivos, e alguma ou
muita positividade de KI-67, tendo um pior progndstico que o Luminal A; 3) Rico em
HER2: apresenta negatividade de ER e PR, positividade de HER2 e de KI-67, tendo um
pior progndstico que os descritos anteriormente; 4) Triplo negativo A ou Tipo Basal:
apresenta negatividade de ER, PR e HER2 e alta positividade de KI-67, sendo comum em
mulheres com mutag¢des do gene BRCA1, esta associado a metastases e tem um pior
progndstico que os descritos anteriormente; 5) Triplo negativo B ou Tipo Normal:
apresenta negatividade de ER, PR e HER2 e baixa positividade de KI-67, pouca presenca
de claudina (proteina relacionada com adesao celular(58)) e tém o pior progndstico de

todos os ja descritos(48)(50)(51) (59)(60).

Cancro invasivo em
fase inicial

Cirurgia e/ou
radioterapia

Tratamento
Adjuvante
—
N I 1 _____ 1 ______
Positivo ao ER Positivo ao HER2 Triplo Negativo
1 I B
| ] | | —
Alto risco Baixo risco Positivo ao ER Negativo ao ER ‘ Quimioterapia

— -~ | — —

Quimioterapia + . Rt Tera|?|a‘ant| HFRZ Terapia anti-HER2

. g Terapia enddcrina + Quimioterapia + . .

Terapia enddcrina . + Quimioterapia
Terapia Hormonal

Figura 5 - Organograma representativo das abordagens de tratamentos sistémicos em cancros de mama invasivo
em fase inicia de acordo com a classificagdo molecular do tumor. Adaptado a partir de:
esmo.org/content/download/6593/114959/1/EN-Breast-Cancer-Guide-for-Patients
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O consenso alargado na adocdo da classificagdo imunoihistoquimica (IHC) dos
subtipos moleculares do cancro da mama permitem ao mesmo tempo recolher
informacdes sobre terapéutica e progndstico (61)(62)(63). Mediante o subtipo da
doenga e as amostras e linfonodos recolhidos em cirurgia é escolhida uma via
terapéutica, conforme se observa na figura 5 (64). O triplo negativo é o subtipo de tumor
mais dificil e desafiante de tratar, no entanto, novas terapias direcionadas estao a
tornar-se disponiveis, por exemplo os inibidores PARP nos pacientes com mutagdes do
gene BRCA. Terapias com anticorpos monoclonais tém sido efetivos no tratamento de
pacientes com tumores ricos em HER2 e pacientes com tumores do tipo Luminal A e B

tém beneficiado de terapias hormonais(65).

6.5) Tratamento do Cancro da Mama

O estudo do cancro da mama durante os ultimos anos permitiu desenvolver uma
pandplia de terapéuticas para o seu tratamento (Figura 6). Estas terapéuticas podem
dividir-se em terapias localizadas — cirurgia e radioterapia — e terapias sistémicas —

guimioterapia, terapia hormonal, terapia direcionada e imunoterapia.

terapias de

cancro da
mama
|

Sistémicas

|
Terapia Cirurgia Radioterapia
Hormonal - ‘

Terapia
Direcionada

Imunoterapia

Quimioterapia

Figura 6 - Organograma representativo das diversas abordagens terapéuticas do cancro de mama.
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6.5.1) Cirurgia

Os tratamentos localizados sdo usados para tratar os tumores de forma a
minimizar o impacte nos tecidos sauddveis do organismo através de cirurgia —
tratamento preferencial nas primeiras fases de desenvolvimento do tumor — ou de
radioterapia(66)(67). Para o tumor ser removido podem ser desempenhados dois tipos
de cirurgia: a lumpectomia ou cirurgia conservativa da mama — na qual se remove o
tumor e uma porc¢do de tecido envolvente podendo também ser aplicada radiacdo

posteriormente — e a mastectomia — na qual se remove a totalidade da mama(66).

6.5.2) Radioterapia

A utilizacdo de radiacdo como forma de terapéutica é caracterizada pela
aplicagdo raios-x de alta energia na drea do tumor com a finalidade de destruir as células
cancerigenas que sdao mais sensiveis a este tipo de radiacdo(67). A dosagem de radiacado
aplicada depende da idade dos pacientes, estadio do tumor, se fez cirurgias
anteriormente ou outro tipo de terapias(68). Podem ser utilizados dois métodos para
realizar a radioterapia: radia¢do interna ou braquiterapia e radia¢do externa.

A técnica de radiacdo externa consiste em aplicar diretamente na zona tumoral
uma fonte emissora de radiacdo e é a forma mais comum de tratamento(69). Na
braquiterapia é introduzida a fonte de radiacdo no tecido mamadrio, podendo ela ser

liguida (radiois6topo) ou um dipositivo sélido(70).

6.5.3) Quimioterapia

Na aplicacdo de tratamentos sistémicos utilizam-se farmacos que vao entrar no
sistema circulatério(66). Um desses tipos de tratamento é a quimioterapia e caracteriza-
se pela administracdo de farmacos que vao destruir as células cancerigenas e limitar o
seu crescimento. Este tipo de tratamento é preferencialmente aplicado em cancro do
tipo triplo negativo(71). Segundo as diretivas da American Cancer Society a
guimioterapia é recomendada antes (tratamento neoadjuvante) e depois da cirurgia
(tratamento adjuvante). A sua aplicacdo depende do estadio do tumor e envolve

moléculas como os taxanos, antraciclinas ou agentes alquilantes, em fases inicias do
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cancro, e para além das referidas anteriormente, antibidticos citotdxicos, andlogos de
piramidinas, e outros, em fases avancadas, por exemplo quando existe metdastases,

podendo serem combinados vdrios destes agentes(59).

6.5.4) Terapia Hormonal

A terapia hormonal ou enddcrina é aplicada em tumores que apresentam
recetores hormonais de estrogénio e progesterona nas suas células. Estas terapias
podem bloquear recetores hormonais ou reduzir os niveis circulantes de estrogénio e
progesterona impedindo o crescimento e proliferacdo de células tumorais(72). O
farmaco mais utilizado neste tipo de terapia é o Tamoxifen e atua como modulador dos

recetores de estrogénio(73).

6.5.5) Terapia direcionada

Outro tipo de terapéutica sistémica é a direcionada como é o exemplo da terapia
com anticorpos monoclonais conjugados com agentes citotdxicos(74). Esta terapia é
semelhante a quimioterapia, no entanto, menos agressiva, pois é direcionada as células
tumorais, ndo provocando danos na células normais. A aplicacdo da terapia direcionada
consiste em produzir anticorpos que sdo especificos para proteinas membranares como
é o caso do HER2 ou proteinas quinases, que estao relacionadas com o crescimento e
proliferacdo celular, respetivamente(75)(13). Os farmacos mais utilizados sdo o
Trastuzumab para cancro positivos para HER2 e o Lapatinib que é um inibidor de

quinases, utilizado em cancros em estddios avangados(70).

6.5.6) Imunoterapia

Existe ainda outra forma de terapéutica sistémica que é a imunoterapia. A
imunoterapia consiste em administrar nas pacientes fadrmacos que estimulam o sistema
imunitdrio a destruir a células cancerigenas. Estes farmacos vao ligar-se a estruturas
celulares especificas tornando as células tumorais acessiveis ao agentes do sistema

imunitdrio, permitindo que estes possam combater o desenvolvimento do tumor(76).
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6.5.7) Novos avancos

Embora existam diversos tipos de terapéuticas disponiveis é importante que se
continue a estudar de forma a melhorar o nosso conhecimento acerca do cancro da
mama permitindo o aparecimento de novos tratamentos e se melhore a eficdcia dos ja
existentes. Recentemente, tem-se desenvolvido novas estratégias de administrar e
entregar fdrmacos aos tumores, como é o exemplo das nanoparticulas(77). Num destes
trabalhos desenvolveram-se nanoparticulas revestidas a ouro com afinidade ao recetor
de membrana EGFR, que foram estimuladas por fonte térmica, induzindo a destruigao

do tumor(25).

6.6) Modelos Experimentais de Cancro de Mama

Modelos
Experimentais
L
[ | | |
Geneticamente Transplante de o o Physical
—

Figura 7 - Organograma representativo dos vdrios tipos de modelo experimental descritos neste trabalho.

Anos de estudos acerca do cancro da mama culminaram com avangos no
entendimento das suas bases patoldgicas, da sua progressao, e que nos permitem
compreender a sua etiologia e desenvolver ferramentas de diagndstico e terapéutica.

Para se melhorar e aprofundar o conhecimento e otimizar processo investigativo deve-
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se recorrer a modelos de experimenta¢do que permitam mimetizar as propriedades e
ambiente dos tumores de forma eficaz(78).

Atualmente existem vdrios tipos de modelos, nomeadamente, os modelos in
vitro, in vivo, in silico e outros modelos onde se incluem modelos tridimensionais ndo
biolégicos, como se pode observar na figura 7(79). Os diversos tipos de modelos

experimentais serdo descritos de seguida.

6.6.1) Modelos In Vitro

Nos modelos de experimentagdo in vitro vao ser utilizadas uma ou varias linhas
celulares em meio de cultura, em modelos bidimensionais ou tridimensionais. Estes
modelos permitem o estudo de vdarios mecanismos intracelulares, bem como
intercelulares, tais como mecanismos de sinalizacdo celular, metabolismo, absorcdo e
excrecdo de substancias, metastases e proliferacdo celular, sempre em ambiente
controlado. A necessidade de estudar mecanismos mais complexos como a interacdo
celular com a matriz extracelular levou a necessidade de desenvolver modelos in vitro
tridimensionais. A utilizacdo in vitro modelos é vantajosa porque sdo baratos e de facil
manutencado, existe uma grande variedade de linhas celulares e estdo sujeitos a menos
constrangimentos éticos. No entanto, ndo simulam adequadamente o microambiente
tumoral e ao fim de algumas geracbes comecam a aparecer mutacdes

indesejaveis(78)(79).

6.6.2) Modelos In Vivo

Modelos in vivo, sdo modelos em que se utilizam organismos vivos, ou seja, um
sistema fisioldgico no qual se pode explorar a iniciagao, invasdao e metdstases do cancro
e que represente um passo adicional aos estudos in vitro e clinicos(80). Estes modelos
devem permitir a analise de fenédmenos bioldgicos e genéticos, devem apresentar uma
histologia e histopatologia semelhantes as dos animais em estudo, permitir a indugao
de tumores através de agentes ambientais e poderem desempenhar programas
terapéuticos inovadores de forma a obterem resultados preditivos em ensaios clinicos

com humanos e animais(81)(79).
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Para se fazer investigacdo sobre cancro da mama através de modelos animais
pode-se recorrer preferencialmente a animais como canideos, felideos e roedores(82).
Os modelos de cdes e gatos sdo interessantes pois desenvolvem espontaneamente
tumores malignos semelhantes aos humanos. Os gatos sdao bons modelos para estudar
a incidéncia e padrao de metastases(83). Os modelos utilizando cdes tém vantagens em
avaliar comportamento bioldgico e tipo histoldgico dos tumores(84). Apesar do descrito
anteriormente, os modelos de roedores, nomeadamente, ratos — Rattus novergicus — e
murganhos — Mus musculus — sdo os mais utilizados na unido europeia para fazer
investigacdo experimental(12)(85). Existe em cada espécie diversas coldnias que
apresentam diferencas na sua variabilidade genética, podendo esta ser importante para
a escolha do modelo. Dependendo da uniformidade genética destas estirpes elas podem
ser divididas em inbred ou outbred. As estirpes inbred tém uma grande uniformidade
genética, o que permite reduzir os animais em estudo, melhorar a uniformidade
estatistica, e tém como os principais estirpes os Fischer nos ratos ou os BALB/c nos
murganhos. As estirpes outbred apresentam grande variabilidade genética que é o que
se sucede nas populacdes humanas. As principais estirpes sdo os ratos Wistar ou
Sprague-Dawley ou os murganhos Black Swiss(86, 87). A utilizacdo de modelos de
roedores é vantajosa pois estes animais sdo baratos, pequenos, faceis de alojar e de
manipular. Outra caracteristica importante é que apresentam 90% de homologia do
genoma com humanos(88) e no caso de utilizacdo de ratos, permitem desenvolver
tumores com alta dependéncia hormonal(89).

Existem varios modelos in vivo para investigar o cancero da mama, como s3o o
caso dos modelos ambientais. Estes modelos sdo os de inducdo quimica, de transplante
de tumores, de radiacdo e geneticamente modificados(79).

Os modelos in vivo de indugdo quimica sdao modelos que consistem na indugdo
de tumores através do contacto com compostos quimicos que as pessoas podem
contactar diariamente, nomeadamente, 7,12-dimetilbenzatraceno (DMBA) e N-metil-
N-nitrosureia (MNU) que podem induzir tumores em ratos semelhantes
histologicamente e geneticamente aos descritos em humanos(90)(12).

O DMBA é um hidrocarboneto aromatico policiclico pouco soldvel em agua e

altamente lipofilico e facilmente distribuido e absorvido pelo organismo(35)(91). Sao
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conhecidos efeitos adversos provocados por este composto a toxicidade que condiciona
a atividade do sistema imunitdrio, efeitos mutagénicos, teratogénicos e
carcinogénicos(91). O DMBA esta presente no fumo dos cigarro, no carvao, no petréleo,
na combustdo de motores e na carne grelhada e assados. Este composto pode ser
absorvido pela pele, pelo sistema respiratério e gastrointestinal. A inalacdo do fumo do
tabaco pode ser um dos exemplos da exposicdo ao DMBA(92)(93)(91)(94)(95). Este
composto de agao carcinogénica indireta que necessita de ser previamente ativado pelo
citocromo p-450 localizado no figado, e que pode fazer aducdes no DNA(96)(97). O
DMBA liga-se ao recetor de hidrocarbonetos do citosol, tornando-se ativo e dirigindo-
se para o nucleo, onde se vai associar a uma proteina ligando-se a sitios especificos do
DNA, induzindo mutagdes(98)(99).

O DMBA é um carcinogénico que desenvolve um elevado numero de tumores
semelhantes ao que se encontram em humanos em termos de histologia (25). Em
termos moleculares os tumores sdo maioritariamente dependentes de hormonas (12),
0 que os assemelha bastante aos observado em humanos (até 85% apresentam
recetores de estrogénio) (13). Para além do mais, este composto permite simular os
efeitos nocivos do tabagismo, pois esta presente no fumo do tabaco (100). Este facto
torna a utilizagdo do modelo pertinente, pois existem estudos que argumentam que o
desenvolvimento de cancro de mama esta relacionado com o habito de consumo de
tabaco durante a puberdade e adolescéncia(32)(31), idade em que os TEB estdo em
desenvolvimento(8)(96). Este carcinogénico permite o estudo de tumores que nao
metastizam, de perfil invasivo e maioritariamente de grau I. No que diz respeito ao bem
estar animal, estes tumores ndo apresentam grande severidade(25).

Varios estudos demonstram que a utilizagdo de modelos de indugdo cancro da
mama em ratos utilizando DMBA estimula o desenvolvimento de carcinomas in situ e

invasivos nos botdes terminais (TEB) e proliferacao dos ductos(101)(102).
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Figura 8 - Representagdo esquemdtica do desenvolvimento da gldndula mamadria ratos fémea durante a puberdade.
A gldandula mamdria é constiuida por diversos botées terminais (TEB) (A) que durante a puberdade se vdo dividir em
diversos alvéolos (AB) (B). Alvarado et al. / Life Sciences 173 (2017) 116—134

A rapida expansdo do epitélio glandular que ocorre durante a puberdade — em
ratos corresponde ao periodo entre os 45 e os 55 dias de idade - tem uma importancia
fundamental na iniciacdo da carcinogénese (figura 8). Este facto deve-se a alta taxa
proliferativa (o ciclo de replicagao celular é de aproximadamente 13 horas) de células
pluripotentes que permite a alongamento ductal e ramificacdo (103). As células
pluripotentes, ou estaminais, tém um ciclo replicativo curto, que consequentemente
limita o tempo de reparacdo do DNA, contribuindo para maior susceptibilidade dos TEB
(104). Estas células tém elevada passibilidade de sofrer alteracdes do DNA que podem
resultar na formacéao células neopldsicas que poderdo desenvolver o tumor primario ou
uma geracdo de células potencialmente metasticas. Todos os motivos referidos
anteriormente fazem dos TEB o local mais comum para a iniciacdo
carcinogénica(103)(12).

A maioria dos tumores de mama em ratos e murganho causados por DMBA s3o
carcinomas dependentes de hormonas e sdo o resultado de uma troca dos nucleétidos

adenina por timina no 612 cédao do gene Ha-ras(98)(105)(106)(102).
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O DMBA sendo administrado entre 50 e os 56 dias de idade por gavagem, com
uma dose Unica de 50 a 100 mg/kg pode induzir um elevado nimero de tumores
mamadrios com 100% de incidéncia em ratos Sprague -Dawley. Em ratos Wistar o DMBA
induz muitos tumores, no entanto, em menor quantidade comparando com os Sprague-

Dawley.

. ;..#
&
o)

CHj b

Figura 9 - Representacdo, a esquerda do estrutura bidimensional do composto quimico 7,12-dimetilbenzatraceno, e
a direita do rato da estirpe Sprague-Dawley.

Por sua vez, o MNU é um agente alquilante direto que provoca mutacées no DNA
promovendo a troca do nucleétido guanina por adenina no 122 céddo do gene Ha-
ras(107) e ndo necessita de bioativacdo prévia(12)(79). Uma unica injecdo
intraperitoneal de metilnitrosureia (MNU), por volta dos 50 dias de idade, com uma dose
de 50 mg/kg, é suficiente para induzir tumores mamarios com uma incidéncia de 100%
em Ratos Sprague-Dawley(12)(79)(102)(108). O composto MNU pode também ser
administrado por outras vias, nomeadamente, subcutanea, intravenosa ou gavagem, no
entanto, o numero de tumores é mais elevado por administragdo intraperitoneal(107).

Comparando os tumores induzidos com DMBA e MNU, os induzidos por DMBA
sd0 menos agressivos, menos invasivos e sem metdstases em o6rgdos distantes,
enquanto que os induzidos por MNU tendem a ser mais agressivos e
metastizantes(102)(109).

Estes modelos sdo vantajosos pois ja estdo bem descritos, permitem controlar

fatores ambientais e estudar a carcinogénese mamaria desde a iniciagao, a promogao e
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progressdo. No entanto, sdo modelos que demoram muito tempo a serem aplicados até

se obterem os resultados expectdveis(79).

Também é possivel induzir tumores da mama através de radia¢do. Neste modelo
0s animais sdo expostos a um tipo de radiacdo, sendo que a glandula mamaria é um dos
tecidos mais sensiveis. Sao estudos muito recomendados para estudar efeitos de
radiacdo, no entanto, ainda s3ao necessdrios mais estudos para clarificar
protocolos(79)(89).

Os modelos in vivo de transplante de tumores consistem em transplantar células
vivas de um tumor ou um tumor sélido obtido a partir de um dador. Estes tumores
podem ser aplicados em espécies distintas (modelos Xenograft) ou em individuos da
mesma espécie (modelos Allograft). Estes modelos estdo bem estabelecidos neste
campo de estudo e sdo utilizados principalmente para novos farmacos e terapéuticas. A
utilizagao deste tipo de modelo tem a vantagem de normalmente viabilizar o estudo de
metastase apesar dos elevados custos de tempo e monetdrios que lhes estdo
inerentes(110)(111).

Por ultimo, serdo abordados os modelos in vivo geneticamente modificados.
Nestes modelos utilizam-se estirpes de animais que foram geneticamente modificados,
guer através de modificacdo, adicdo ou remocao de sequéncias de DNA. As principais
alteracGes envolvem a expressdao aumentada de oncogenes ou a perda de genes
supressores de tumores(112).Estes modelos sdo valiosos para estudar mutacGes de uma
forma muito especifica, bem como aspetos bioldgicos e fisiopatolégicos do cancro da
mama. Um dos pontos contra, para a escolha deste modelo, é que as mutacdes sdo
induzidas em todas as células do animal e por outro lado, o padrdo metastico é diferente

do que o que acontece humanos(79).

6.6.3) Modelos In Silico

Para além dos modelos anteriormente descritos, existem também os modelos in
silico. Estes modelos foram criados para desempenhar estudos bioldgicos sem usar

entidades bioldgicas, permitindo alto controlo sobre a experiéncia, aumentando o
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numero de varidveis e eliminando preocupacdes éticas. Os modelos in silico utilizam
equacOes matematicas através de recursos computacionais de elevado desempenho,
podendo recolher e analisar dados em estudos prévios e aplica-los de forma preditiva.
Permitem identificar fatores que influenciam o surgimento do cancro, avaliagao
metabdlica, diagndstico e tratamento ou criar modelos 3D dos tecidos. Os modelos in

silico podem ser muito Uteis para auxiliar na tomada de decisao (79, 113, 114).

6.6.4) Outros Modelos

Existem mais dois modelos de interesse para além dos ja mencionados, que sdo
os casos dos modelos sdao os physical phantoms e os 3D microfluidic.

Os modelos physical phantoms sdo estruturas fisicas criadas para mimetizar
propriedades bioldgicas da estrutura tumoral e dos tecidos. Sdo principalmente
utilizados otimizar técnicas de diagndstico através de imagem, como por exemplo, de
raio-x, micro-ondas ou espectroscopia. Tém um valor acrescentado pois permitem
avaliar o impacte da radiacdao nos tumores e tecidos envolventes em casos de exposicdo
a radioterapia(115)(116)(117). No entanto, estes modelos sao dificeis de contruir tendo
em conta a estrutura bioldgica e a precisdo de mimetizaras suas propriedades.

Os modelos 3D microfluidic sao sistemas tridimensionais de canais de dimensdes
da ordem do micrémetro que podem ser abastecidos perifericamente através de
sistemas de bombagem com células e fluidos. Uma vez que o sistema tem células pode
ser considerado um modelo in vitro, no entanto, como podem ser adicionados fluidos
permite que este se aproxime a um modelo in vivo. Estes modelos apresentam potencial
para mimetizar o microambiente tumoral o que o torna um excelente modelo para
investigacao farmacolégica, de modelagdo de doengas ou metastizagao tumoral. A sua
concegdo, producdo e manipulagdo, bem como material especifico dos sistemas sdo

elementos que desencorajam a sua utilizagao(79)(118).

N3do existe um modelo ideal que se aplique a todas as questbes e temas de

estudo, sendo necessario ter em conta todas as vantagens e desvantagens dos modelos
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disponives. Para a escolha de um modelo devera ser feito um estudo prévio, tendo em
conta o tema de estudo, os recursos disponiveis, preferéncias dos investigadores e

questdes éticas.
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7) Objetivos

Existe a necessidade de desenvolver modelos experimentais de cancro da mama
gue estejam estudados aprofundadamente nos vdrios ramos cientificos (119). O
conhecimento alargado sobre caracteristicas bioquimicas, genéticas, clinicas ou
histopatoldgicas serdo muito importantes para auxiliar a tomada de decisdo na escolha
de um modelo experimental para estudo da doenga quer em relagdo ao
desenvolvimento tumoral, diagndstico ou a terapéutica. Neste sentido este trabalho
tem como objetivo a caracterizagdo do subtipo molecular de tumores de mama
induzidos por 7,12-dimetilbenzatraceno em ratos Sprague-Dawley. Esta caracterizacdo
consiste em avaliar a presenca ou auséncia de diferentes estruturas moleculares
presentes nas células tumorais através de técnicas de imunohistoquimica. As estruturas
gue pretendemos estudar sdo os recetores de estrogénio (ER), de progesterona (PR), do

fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2) e a proteina nuclear Ki-67.
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8) Material e Métodos

O material utilizado foi obtido a partir de um projeto anteriormente
desenvolvido e aprovado que utilizou um modelo experimental in vivo com ratos (Rattus
novergicus) da estirpe Sprague Dawley onde se induziram quimicamente tumores
mamarios através da administracdo do composto quimico 7,12-dimetilbenzantraceno.

A utilizacdo de ratos fémea neste modelo de carcinogénese em glandulas
mamarias garantiu que houvesse bastantes semelhancas ao comportamento tumoral
observado em humanos em termos genéticos, bioquimicos e
histolpatologicos(120)(121).

A administracdo foi feita através de gavagem, numa Unica dose de 65 mg/kg, aos
50 dias de idade, de acordo com o protocolo estabelecido pelo nosso grupo de trabalho
(25, 34). As 27 semanas os animais foram sacrificados e sujeitos a necrépsia sendo
recolhidos varias 6rgdaos e tumores para andlise posterior. Esses tumores foram
preservados em formol tamponado a 10% e impregnados em blocos de parafina. Os
tumores obtidos foram classificados histologicamente de acordo com o seu
comportamento e padrao histolégico sendo que foram identificados os padroes
histolégicos predominantes, bem como o grau de cada tumor, de acordo com o descrito
no capitulo da introducdo. A partir destes resultados foram selecionadas 33 amostras
de tumores malignos invasivos, com diferentes padrdes histoldgicos predominantes e
diferentes graus.

A utilizacdo do material resultante deste projeto permite respeitar a regra dos
3R’s, favorecendo a redugao do nimero de animais sujeitos a experimentacgao.

A partir das amostras obtidas foram feitos cortes histolégicos de
aproximadamente 3 um com um micrétomo Leica RM2255, de forma a serem aplicadas
técnicas imunohistoquimica através da utilizagdo do aparelho Leica Bond-Max. Os
anticorpos e respetivos tampdes de recuperacdo antigénica utilizados formam os

seguintes:
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Tabela 2 - Correspondéncia do método de recuperagdo antigénica e anticorpo utilizado para cada anticorpo-alvo.

Recuperagao
Anticorpo Alvo Anticorpo utilizado
antigénica
Recetor de Tampao Primary Mouse Monoclonal Estrogen Receptor,
Estrogénio citrato Clone 6F11, REF: PA0151, Leica Biosystems
Recetor de Primary Mouse Monoclonal Progesterone Receptor,
Tampado EDTA
Progesterona Clone 16, REF: PA0312, Leica Biosystems
Recetor Epidermal Primary Mouse Monoclonal C-erbB-2, Oncoprotein,
Tampado EDTA
Humano 2 Clone CB11, REF: PA0983, Leica Biosystems
Primary Mouse Monoclonal Ki67, Clone MM1, REF:
Ki-67 Tampado EDTA

PA0118, Leica Biosystems

A técnica de coloracdo de imunohistoquimica utilizada compreende os passos-
chave descritos no esquema da figura 10 e corresponde ao Protocolo F de IHC do
dispositivo Leica Bond-Max utilizado no Instituto de Anatomia Patoldgica da Faculdade

de Medicina da Universidade de Coimbra.

Recuperagao Bloqueio da
Antigénica peroxidase enddgena

© 20 minutos ¢ 5 minutos

Cromogénio DAB Polimero localizador Tratamento apds

do anticorpo anticorpo primario
primario * 8 minutos

* 8 minutos

* 10 minutos

Hematoxilina

¢ 5 minutos

Figura 10 - Esquema representativo dos passos-chave do protocolo F de IHC utilizado neste trabalho.

Posteriormente utilizou-se o digitalizador Aperio CS2-LEICA de laminas
histopatoldgicas. Para se fazerem estudos qualitativos e quantitativos das imagens

obtidas utilizou-se o sofware Aperio eSlide Manager concebido pela LEICA, que permite
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determinar a intensidade da coloragdo numa escala numérica de 0 a 3 e a percentagem
de marcacdo efetiva do anticorpo numa escala numérica percentual de 0 a 100%.

Para se realizar a avaliacdo da expressdo dos quatro biomarcadores utilizados -
ER, PR, HER2 e Ki-67 — e classificar os tumores de acordo com um subtipo molecular
utilizaram-se recomendacdes (49, 122) que estdo descritas na tabela 1 no capitulo da
introdugao deste trabalho. A classificagao do subtipo molecular dos tumores de mama
foi feita utilizando as guidelines mais recomendadas internacionalmente. As
recomendacdes de avaliacdo sdo descritas de seguida.

Os painéis de especialistas da American Society of Clinical Oncology—College of
American Pathologists (ASCO-CAP) e da European Society for Medical Oncology
recomendam a testagem de ER e PR em tumores invasivos. Estas duas sociedades
médicas recomendam que em caso de haver imunomarcagao de 1 a 100% os tumores
sejam considerados positivos. Neste trabalho, os tumores sao considerados pouco
positivos com uma imunomarcacao positiva de 1 a 10% e negativos no limite de 0 e 1%
(tabela 3). Os mesmos principios foram aplicados na testagem do biomarcador PR

(123)(124).

Tabela 3 — Recomendagdes para a avaliagdo da percentagem de marcagéo IHC dos biomarcadores ER e PR.

ER/PR
Negativo Pouco Positivo Positivo
>1% <1% <10%

Na avaliacdo da expressao da proteina HER2 recorreu-se as recomendacoes da
ASCO-CAP (123). Segundo a ASCO-CAP, recomenda-se o uso de um algoritmo que define
valores positivos, ambiguos e negativos consoante a expressdo da proteina HER2 e do
respetivo gene: um resultado positivo de HER2 é a coloragdo IHC de 3+ que corresponde
a uma coloracdo uniforme e intensa da membrana de mais de 30% das células tumorais
invasivas , ou uma coloragdo de fluorescéncia de hibridizagdo situ (FISH) com o resultado
de mais de seis copias do gene HER2 por nucleo ou um resultado FISH com a razao (sinais
do gene HER2 por sinais do cromossoma 17) de mais de 2,2; um resultado negativo é

uma coloracdo IHC de 0 ou 1+, ou seja, uma coloracao fraca ou incompleta da membrana
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celular, um resultado FISH de menos de 4,0 cépias do gene HER2 por nucleo ou resultado
FISH com a razao de HER2 por cromossoma 17 inferior a 1,8. Os resultados ambiguos ,
sdo os 2+, e correspondem a uma coloracdo uniforme ou nao, de pelo menos 10% das
células. Estes casos determinam a realizagdo dos testes FISH(125)(126). Na figura 11

pode visualizar a informacdo anterior de forma esquematizada.

Necessario

Realizar Teste

FISH

1+ se 3+se
FISH de menos‘ FISH de mais
de 4 cépias de 6 copias
HER2 por HER2 por
nucleo oy nucleo
ou
FiSH: FiSH:
HER2/cromossoma HER2/cromossoma
17<1,8 17522

Figura 11 - Organograma representativo do algoritmo de escolha de critérios de classificagdo de HER2.

Embora existam problemas na determinagdo do valor de Ki67, o European Group
on Tumor Markers e o grupo de trabalho internacional sobre Ki67 recomendam que o
biomarcador seja usado para determinar o progndstico, considerando valores baixos
quando menos de 10% das células estiverem coradas e valores altos quando mais de
25% de células coradas(127-129). Os valores seguros para estratificar os pacientes de
alto risco com cancro do tipo Luminal sdao os maiores ou iguais a 20% de marcagao
IHC(130). Conforme se pode ler na tabela 4 os tumores Luminal A apresentam uma
marcagao inferior a 20 % enquanto os tumores Luminal B apresentam uma marcagao

maior ou igual a 20%.
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Tabela 4 — Recomendagdo para classificar tumores do tipo Luminal de acordo com a percentagem de marcagdo IHC
do biomarcador Ki-67.

% Ki67
<20% =>20%
Luminal A Luminal B
Os resultados obtidos foram trabalhados aplicando-se uma escala numérica
continua. Esta escala numérica compreende valores de 0 a 300 que sdo provenientes do
produto da intensidade pela percentagem de marcagdo (IxP). Os valores obtidos sdo
distribuidos pelos seguintes niveis: de 0 a 10, nivel I; 11 a 100, nivel Il; 101 a 200, nivel

Ill e de 201 a 300, nivel IV, como se pode ver na tabela seguinte:

Tabela 5 — Niveis da escala do produto da Intensidade de marcagdo pela percentagem de marcagéo
imunohistoquimica.

Nivel | Nivel Il Nivel 111 Nivel IV
0al0 11a100 101 3 200 201 a 300

Para complementar os resultados avaliaram-se os seguintes parametros
histopatolégicos: reacdo estromal, necrose e infiltrado inflamatdrio. Estes parametros
foram avaliados aplicando-se uma escala numérica progressiva. Através da observagao
microscopica atribuiu-se uma pontuacdo de 0 a 3 a cada carateristica histopatoldgica

conforme se pode ler na tabela 6.

Tabela 6 — Escalas de pontuagdo utilizadas para avaliar as caracteristicas histopatoldgicas, necrose, reagdo estromal
e infiltrado inflamatdrio.

Necrose Reacao estromal Infiltrado inflamatdrio
0 — Ausente 0 - Ausente 0 - Ausente
1 —Focal (10%) 1 - Ligeiro 1 - Ligeiro
2- Moderado (20-70%) 2 — Moderado 2 — Moderado
3 — Extensivo (>80%) 3 - Elevado 3 - Elevado

Os dados foram editados e categorizados no Microsoft® Excel e foi realizada uma

analise descritiva inicial. Posteriormente, foi realizada analise estatistica por meio do
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Programa GraphPad Prism 9®. Todos os valores apresentados foram expressos em
percentagem ou em valor médio + erro padrdao da média. Foram aplicados testes ndao
paramétricos para comparar amostras independentes. O teste de Kruskal-Wallis foi
usado para fazer comparagdes entre mais de 2 grupos e o teste de Mann-Whitney foi
usado para fazer comparagcdes apenas entre dois grupos. Na aplicacdo dos testes

estatisticos foi considerado o valor de p < 0,05.
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9) Resultados

Como ponto de partida para se realizar este trabalho utilizaram-se 33 tumores
malignos invasivos, em que 20 sdo de grau |, 6 sdo de grau |l e 7 de grau lll. Nestes
tumores podemos observar diversos padrdes histoldgicos, tais como o tubular, o
papilar, o cribiforme e o comedo, conforme se pode observar na tabela seguinte.

Tabela 7 — Representa¢do da amostra utilizada no estudo em que se discrimina a malignidade, o grau e os padroes
histoldgicos dos tumores.

33 Tumores Malignos Invasivos

20 de Grau | 6 de Grau I 7 de Grau lll
3 17 1 4 1 5 2
Tubular Papilar | Tubular @ Papilar = Cribiforme | Cribiforme Comedo

Estes tumores formam sujeitos a técnicas de imunohistoquimica (IHC) de forma
a avaliar os biomarcadores recetores de estrogénio (ER), recetores de progesterona
(PR), recetor do fator de crescimento epidermal humano Il (HER2) a proteina de
prolifera¢do Ki-67. Os resultados obtidos demonstram que os tumores expressam ER em
todos os casos. Quanto a expressdo de PR todos os casos sdo negativos. As amostras em
gue se utilizaram anticorpos para identificar HER2 mostram que todos os tumores sdo
negativos para este recetor. Quanto proteina de proliferacdo Ki-67 a marcacdo IHC
revela que todos os casos sdo positivos. Na figura seguinte podem-se observar os

resultados da aplicacdo das técnicas de IHC.
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Figura 12 - Imagens de microscopia otica representativas de tumores com coloragdo imunohistoquimica. A)
marcagdo positiva de ER. B) Auséncia de marcagdo de PR. C) Auséncia de marcagdo de HER2. D) Marcagdo positiva
(65%) de Ki-67. E) marcagdo positiva (15%) de Ki-67. Todas as imagens tém uma amplia¢do de 400X.

Mediante esta avaliacdo em que se utilizaram os critérios e algoritmos referidos
nos materiais e métodos foi possivel classificar os tumores de acordo com os subtipos
moleculares descritos na Tabela 1. Os tumores estudados foram classificados como
pertencendo aos subtipos moleculares Luminal A e Luminal B. A maioria dos tumores -
70% que correspondem a 23 casos - foram classificados com Luminal B, e os restantes

foram classificados como Luminal A —30% que correspondem a 10 casos.
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Tabela 8 - distribuicdo dos casos Luminal A e Luminal B pelos niveis da escala IxP referente ao biomarcador ER. Pode
observar-se o nimero de casos e percentagem respetiva.

IxP de ER
Luminal A Luminal B
Nivel I~ Nivel Il Nivel Il Nivel IV | Nivell Nivel Il Nivel Il Nivel IV
0 7 3 0 2 16 4 1
(70,0%) (30,0%) (8,8%) (69,5%) (17,4%) (4,3%)

A anadlise da distribuicdo dos tumores Luminal A e Luminal B pela escala IxP
referente ao marcador ER (Tabela 8) mostrou que os tumores Luminal A estdo
distribuidos em 70,0% no nivel Il e 30,0% no nivel lll. Nao existem tumores Lumina A nos
niveis | e IV. Os tumores Luminal B estdo distribuidos em 69,5% no nivel Il, 17,4% no

nivel lll, 8,8% no nivel | e 4,3% no nivel IV.

Tabela 9 — distribui¢do dos casos Luminal A e Luminal B pelos niveis da escala IxP referente ao biomarcador Ki-67.
Pode observar-se o numero de casos e percentagem respetiva.

IXP de Ki-67
Luminal A Luminal B
Nivel I | Nivel Il | Nivellll | Nivel IV | Nivell Nivel Il Nivel Il | Nivel IV
7 3 0 0 0 16 5 2
(70,0%) | (30,0%) (69,5%) (26,2%) (4,3%)

A distribuicdo da percentagem de casos com subtipo molecular A e B pela escala
IxP referente ao marcador Ki-67 (Tabela 9) demonstra que 70,0% do tumores Luminal A
encontram-se no nivel | e 30,0% no nivel Il. Ndo existem tumores Luminal B distribuidos
pelo nivel I. 69,5% dos tumores Luminal B estdo distribuidos pelo nivel 11, 26,2% no nivel

Il e 4,3% no nivel IV.

Tabela 10 — Distribuigcdo dos casos e respetiva percentagem por grau e subtipo molecular.

Grau l Grau ll Grau lll
Luminal A 6 (60,0%) 3 (30,0%) 1(10,0%)
Luminal B 14 (61,0%) 3(13,0%) 6 (26,0%)
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Os resultados que se observam na Tabela 10 indicam que a 60,0% dos tumores
Luminal A sao de grau |, 30,0% grau Il e 10,0 % de grau Ill. Os tumores Luminal B sao

61,0% de grau |, 13,0% de grau Il e 26,0% de grau lll.

Tabela 11 — Distribui¢do dos vdrios tipos de padrdo histolégico (nimero de casos e respetiva percentagem) em
fung¢do do grau do tumor.

Grau l Grau ll Grau lll
Tubular 4 (19,0%) 1(16,7%) 0
Papilar 17 (81,0%) 4 (66,7%) 0
Cribiforme 0 1(16,7%) 5(71,4%)
Comedo 0 0 2 (28,6%)

Através da leitura da Tabela 11 pode-se ver a distribuicdo dos tipos de padrao
histoldgico pelos graus do tumor. Os tumores de grau | apresentam 81,0% dos tumores
com padrao histolégico tubular e 19,0% com padrdo tubular. Os tumores de grau Il
apresentam 16,7% dos tumores com padrdo histolégico tubular, 66,7% com padrao
tubular e 16,7% com padrao cribiforme. Os tumores de grau Il apresentam 71,4% dos

tumores com padrao histolégico cribiforme e 28,6% com padrdo comedo.

Tabela 12 - Distribuigdo dos vdrios tipos de padrdo histolégico (nimero de casos e respetiva percentagem) em
fungdo do subtipo molecular do tumor.

Luminal A Luminal B

Tubular 1(10,0%) 3 (13,2%)

Papilar 8 (80,0%) 13 (56,2%)
Cribiforme 1(10,0%) 5(21,8%)
Comedo 0 2 (8,8%)

Os dados obtidos que se podem observar na Tabela 12 mostram que os tumores
Luminal A apresentam 80,0% de tumores com padrdo histolégico papilar, 10,0% com
padrdo tubular e 10,0% com padrdo cribiforme. Os tumores Luminal B apresentam
56,1% dos tumores com padrao papilar, 21,7% com padrdo cribiforme, 13,1% com

padrao tubular e 8,7% dos tumores com padrao comedo.
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Para se estudar os tumores Luminal A e B na forma como estes se comportam
em relacdo a algumas carateristicas histopatoldgicas (rea¢do estromal, infiltrado

inflamatdrio e necrose) aplicaram-se os critérios descritos na tabela 5.

Tabela 16 - Distribui¢do dos casos Luminal A e Luminal B pela escala de pontuagdo de avaliagdo da carateristica
histopatoldgica reagdio estromal. Pode observar-se o nimero de casos e a respetiva percentagem.

Reagdo Estromal

Luminal A Luminal B
Ausente Ligeiro Moderado Elevado | Ausente Ligeiro Moderado Elevado
0 0 6 4 0 4 13 6
(60,0%)  (40,0%) (17,4%) (56,5%) (21,6%)

Na Tabela 13 podem-se observar os resultados referentes a rea¢do estromal
presente nos tumores Luminal A e B. De acordo com os dados obtidos, 60,0% do
tumores Luminal A apresentam uma reagdo estromal moderada e 40,0% apresentam
reagdo estromal elevada. Nao existem tumores Luminal A com reagdo estromal ausente
ou ligeira. Os tumores Luminal B apresentam 56,5% de reagdo estromal elevada, 21,6%

elevada e 17,4% ligeira. Ndo existem tumores Luminal B sem reacdo estromal.

Tabela 17 - Distribuicdo dos casos Luminal A e Luminal B pela escala de pontuagdo de avaliagdo da carateristica
histopatoldgica necrose. Pode observar-se o numero de casos e a respetiva percentagem.

Necrose

Luminal A Luminal B

Ausente  Focal | Moderado Extensivo | Ausente  Focal Moderado Extensivo

7 3 0 0 11 6 0 6
(70,0%) (30,0%) (47,8%) (26,1%) (26,1%)

Relativamente a caracteristica histopatolégica necrose (Tabela 14) podemos
verificar que 70,0% dos tumores Luminal A ndo apresentam necrose e 30,0%
apresentam necrose focal. Os tumores Luminal A ndo apresentam necrose moderada
ou extensa. Em 47,8% dos tumores Luminal B ndo se observa necrose, enquanto que
nos restantes casos, observa-se 26,1% de necrose focal e 26,1% de necrose extensiva.

Os tumores Luminal B ndo apresentam necrose moderada.
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Tabela 18 - Distribuicdo dos casos Luminal A e Luminal B pela escala de pontuagdo de avaliagdo da carateristica
histopatoldgica infiltrado inflamatdrio. Pode observar-se o numero de casos e a respetiva percentagem.

Infiltrado Inflamatério

Luminal A Luminal B
Ausente Ligeiro Moderado Elevado | Ausente Ligeiro Moderado Elevado
0 1 5 4 0 5 11 7
(10,0%)  (50,0%)  (40,0%) (21,8%) (47,8) (30,4%)

Conforme se pode observar na Tabela 15 todos os tumores Luminal A e B
apresentam infiltrado inflamatério. Os tumores Luminal A apresentam infiltrado
inflamatorio ligeiro em 10,0% dos casos, moderado em 50,0% dos casos e elevado em
40,0% dos casos. Por sua vez tumores Luminal B apresentam infiltrado inflamatério

ligeiro em 21,8% dos casos, moderado em 47,8% dos casos e elevado em 30,4% dos

Casos.
150
- Il Luminal A
| :
1 Luminal B
100 T
o
= 1
50=
o .
ER Ki-67

Figura 13 — Grdfico representativo da comparagdo dos subtipos moleculares Luminal A e Luminal B quanto a
distribuicdo da média de marcagdo IHC dos biomarcadores ER e Ki-67 pela escala IxP. (**** - P<0.05)

Na Figura 13 verifica-se que o biomarcador ER apresenta uma marcacdo média
de coloragdo imunohistoquimica (IHC) de 73,0+18,1 em tumores Luminal A e de
64,1+11,3 em tumores Luminal B. Quanto ao biomarcador Ki-67, este apresenta uma

marcacdo média de 13,0+3,0 em tumores Luminal A e de 94,8+13,8 em tumores
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Luminal B. Existe uma diferenca estaticamente significativa quando se compara a

marcacdo média de IHC de Ki-67 em tumores Luminal A e B (P<0.0001).

T Il Graul

= Graull

T —‘7 1 Graulll

150

100+

50+ T

IxP

ER Ki-67

Figura 14 - Grdfico representativo da comparagdo dos graus do tumor quanto a distribui¢cdo da média de marcagdo
IHC dos biomarcadores ER e Ki-67 pela escala IxP.

Na Figura 14 verifica-se que o biomarcador ER apresenta uma marca¢ao média
de colora¢do imunohistoquimica (IHC) de 78,8+11,5 em tumores grau |, de 47,5+20,7
em tumores grau Il e de 49,3+ 23,9 em tumores de grau lll. Quanto ao biomarcador Ki-
67, este apresenta uma marcacdo média de 59,0+11,5 em tumores grau |, de 61,8+35,8

em tumores grau |l e de 108,6+31,5 em tumores de grau lll.
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so-jl | | |
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Luminal A Luminal B

Figura 15 - Grdfico representativo da comparagdo dos subtipos quanto ao grau tendo em conta a distribuicdo da
média de marcagdo IHC do biomarcadores ER pela escala IxP.

Os resultados da Figura 15 demonstram a marca¢do média do biomarcador ER
em tumores do subtipo molecular Luminal A de grau | apresentam uma marca¢do média
de IHC de 76,7+20,3, de 30,01+5,8 em tumores grau |l e de 180,0+0 em tumores de grau

[ll. Os tumores do subtipo Luminal B de grau | apresentam uma marcacdao média de
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79,6+14,4 em tumores grau |, de 65,0+42,5 em tumores grau Il e de 27,5+11,8 em
tumores de grau lll. Existe uma diferenca estaticamente significativa quando se compara

a marcacdo média de IHC de ER em tumores Luminal B de grau | e grau Il (P de 0,355).
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Figura 16 - Grdfico representativo da comparagdo dos subtipos moleculares quanto ao grau tendo em conta a
distribuicdo da média de marcagdo IHC do biomarcadores ER pela escala IxP.

Na Figura 16 os resultados demonstram que a marcacdo média do biomarcador
Ki-67 em tumores do subtipo molecular Luminal A de grau | apresentam uma marcagao
média de IHC de 12,54+3,8, de 8,3+1,6 em tumores grau Il e de 30,0+6,0 em tumores
de grau lll. Quanto aos tumores do subtipo Luminal B de grau | apresentam uma
marcacao média de 78,91+13,2 em tumores grau |, de 115,0+59,6 em tumores grau ll e

de 121,7433,8 em tumores de grau lll.

ER
150
100~
E: -
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Figura 17 — Grdfico representativo da distribuigdo dos tipos de padréo histoldgico pela escala IxP referente ao
biomarcador ER.
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Os resultados da figura 17 mostram que os tumores com padrdo
predominantemente tubular apresentam uma marcacdo média IHC de recetores de
estrogénio 92,5+45,7, os tumores de padrdo papilar apresentam uma média de
70,019,5, os tumores de padrdo cribiforme apresentam uma média de 57,5+26,6 e os

tumores de padrdao comedo apresentam uma média de 10,0+10,0.

Ki-67
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Figura 18 — Grdfico representativo da distribuigdo dos tipos de padrdo histoldgico pela escala IxP referente ao
biomarcador Ki-67.

Na figura 18 verifica-se que os tumores com padrdo predominantemente tubular
apresentam uma marcagdao média IHC de ki-67 de 58,74+31,5, os tumores de padrado
papilar apresentam uma média 57,9+13,40, os tumores de padrdao cribiforme
apresentam uma média de 107,5+26,6 e os tumores de padrdao comedo apresentam

uma média de 107,5+87,5.
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10) Discussao

Este estudo pretendeu caracterizar o subtipo molecular de tumores de mama
induzidos por 7,12-dimetilbenzatraceno em ratos Sprague-Dawley. A caracterizagdo
consistiu em avaliar a presen¢a ou auséncia de diferentes estruturas moleculares
presentes nas células tumorais através de técnicas de imunohistoquimica. As estruturas
que foram alvo de estudo foram os recetores de estrogénio (ER), de progesterona (PR),
do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2) e a proteina nuclear Ki-67. Através
da utilizacdo de critérios recomendados(122) foi possivel determinar que os tumores
induzidos neste modelo experimental podem ser classificados como tumores do subtipo
molecular Luminal A em 30 % dos casos e Luminal B em 70 % dos casos. A classificagao
- Luminal - deve-se ao facto de os tumores serem positivos para recetores de hormonais,
neste caso positivos para recetor de estrogénio e negativos para recetor de
progesterona (ER+/PR-). A distingdo entre tumores Luminal A e B é determinada pela
avaliacdo da percentagem de marcacgao da proteina de prolifera¢do Ki-67. Tumores com
marcacao de Ki-67 inferior a 20% serdo Luminal do tipo A, e os tumores com marcagao
igual ou superior a 20% serao do tipo B. Os resultados que permitiram a classificagdo do
subtipo molecular dos tumores encontram-se representados na Figura 12.

Quando se analisa a distribuicdo dos tumores pela escala de IxP (produto da
intensidade pela percentagem de marcacdo IHC) referente ao ER percebemos que a
maioria dos casos, tanto sejam Luminal A ou B, se distribuem principalmente pelos niveis
| e Il, ndo podendo afirmar que a quantidade de expressao de ER seja muito diferente
entre os dois subtipos moleculares nem que este facto determine o pior progndstico
(Tabela 8).

No entanto, quando se faz o mesmo exercicio, mas para o marcador Ki-67
percebe-se que os tumores Luminal A distribuem-se mais nos niveis | e Il e os do tipo B
mais nos niveis Il, Il e IV (Tabela 9). Pode-se entdo verificar que os tumores Luminal B
estdo mais distribuidos nos niveis mais altos da escala IxP e os Luminal A nos niveis mais
baixos. Este facto parecer estar de acordo com o que é expectavel nos tumores em
humanos em que os tumores com pior progndstico apresentam mais percentagem de

marcacao de Ki-67 (122, 131).
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Quando se analisaram os dados obtidos neste trabalho quanto a relagao do
subtipo molecular e o grau do tumor (Tabela 10) percebeu-se que a os tumores Luminal
A, sdo maioritariamente de grau | e que a percentagem de casos vai diminuindo a
medida que o grau do tumor aumenta. Nos tumores Luminal B a distribuicdo por grau
ndo é uniforme, sendo que a maioria dos tumores sdo de grau |. No entanto, a tendéncia
€ que haja um aumento dos tumores Luminal B de grau Ill. Comparando os dois subtipos
moleculares podemos ver que as percentagens de tumores de grau | sdo idénticas. Estes
dois subtipos moleculares apresentaram diferengas nos graus Il e Ill. Os Luminal A vao
ter maior percentagem de casos no grau Il enquanto que os tumores Luminal B vdo ter
mais percentagem no grau lll. Em resumo, pode-se perceber que a maioria dos tumores
desenvolvidos sdo do tipo Luminal B e que tém um pior progndstico. Um aspeto
relevante é que embora estes tumores sejam maioritariamente de Grau | (60.8%), 26%
sdo de grau lll. Comparando tumores Luminal A e B, os segundos tendem a desenvolver
mais tumores de grau lll.

Conforme se pode observar na Figura 14 os tumores de Grau | apresentam maior
valor médio de IxP referente ao biomarcador ER enquanto que os tumores de Grau ll e
[ll apresentam um valor médio de IxP inferior, embora que aproximado. Relativamente
aos valores médio de IxP referente ao biomarcador Ki-67 existe uma aumento a medida
gue o Grau do tumor aumenta.

Comparando os graus dos tumores Luminal A e Luminal B quanto aos valores
médios de IXP do biomarcador ER (Figura 15) percebemos que existe uma distribuicao
heterogénea dos pelos Graus |, Il e lll em tumores do subtipo Luminal A. No entanto,
nos tumores Luminal B existe uma diminui¢ao dos valores médios de IxP de ER a medida
gue o Grau do tumor aumenta, sendo que existe uma diferenga estatisticamente
significativa neste grupo (P de 0,335).

Quando se fez a comparagdo dos graus dos tumores Luminal A e Luminal B
guanto aos valores médios de IxP do biomarcador Ki-67 (Figura 16) percebeu-se que
existe uma distribuicdo heterogénea dos pelos Graus |, Il e Ill com valores médios
reduzidos em tumores do subtipo Luminal A. Nos tumores Luminal B existe um aumento

acentuado dos valores médios de IxP de Ki-67 a medida que o Grau do tumor aumenta.
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A andlise dos resultados obtidos na Tabela 11 mostra que a maioria dos tumores
de Grau | apresentam um padrao histoldgico papilar tal como os tumores de Grau Il. Os
tumores de Grau |l apresentam na maioria casos com padrdo cribiforme. E possivel
perceber que a medida que o grau do tumor aumenta o tipo de padrdo histoldgico
desenvolvido é mais agressivo.

Os dados acerca dos padrdes histoldgicos desenvolvidos por tumores Luminal A
e Luminal B (Tabela 12) revelam que a maioria dos tumores Luminal A apresentam um
padrao histolégico papilar, bem como os Luminal B, no entanto os Luminal B
apresentam tendéncia a desenvolver padrdes histolégicos mais agressivos, como os
cribiforme (21,8%) e comedo (8,8%) comparando com os Luminal A.

Durante a avaliacdo dos tipos de padrao histoldgico é importante considerar que
os valores médios de IxP (escala do produto da intensidade pelo percentagem de
marcacdo IHC) referentes ao biomarcador ER (Figura 17) diminuem a medida que os
padrdes sdao mais agressivos (de tubular para comedo). Os valores médios de IxP
referentes ao biomarcador Ki-67 (Figura 18) aumentam a medida que os padrdes sdo
mais agressivos (de tubular para comedo). Estes dois resultados permitem-nos afirmar
gue os tumores desenvolvidos neste modelo com padrao histoldgico tubuluar, papilar,
cribiforme ou comedo serdo mais dependentes de hormonas conforme a ordem
descrita (sendo o padrao tubular o mais dependente de hormona) e que se tornam mais
invasivos pela ordem descrita (sendo o padrdo comedo o mais invasivo).

Na figura 13 podemos observar que os tumores Luminal A e Luminal B tém um
valor média do valor IxP de ER aproximado. No entanto quando observamos os dados
referentes a média IxP de Ki-67 verificamos que existe uma diferenca estatisticamente
significativa (P<0.0001) entre os tumores Luminal A e Luminal B. Os tumores Luminal B
apresentam maior média de IxP de Ki-67. Podemos concluir que os tumores Luminal B
tém um perfil muito mais invasivo e proliferativo.

Avaliando as carateristicas histopatoldgicas podemos verificar que tanto os
tumores Luminal A como os Luminal B apresentam uma reagdo estromal (Tabela 13)
moderada ou elevada, factos que sao expectdveis, tendo em conta que sao tumores

malignos invasivos. Quanto a necrose (Tabela 14) destaca-se que 26% dos tumores
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Luminal B apresentam necrose extensiva e os tumores Luminal A e B apresentam
infiltrado inflamatério (Tabela 15) distribuido de forma moderada e intensa.

Através da andlise dos varios resultados é possivel depreender que os tumores
desenvolvidos neste modelo experimental tém semelhangas com os tumores que
ocorrem em humanos e que este € um modelo que permite mimetizar varios aspetos
da patologia.

Uma vez que todos os tumores obtidos sdo dependentes de hormonas, é possivel
conjeturar que este tipo de modelo serd adequado para realizar estudos relacionados o
desenvolvimento tumoral e terapéuticas hormonais. O uso deste modelo torna-se ainda
mais importante pois sabemos que aproximadamente 70% dos cancros da mama
femininos em humanos sdo dependentes de recetores hormonais (132) e que 80% dos
tumores com recetores de estrogénio e progesterona respondem a terapia hormonal,
ainda que apenas 40% dos tumores com apenas um destes tipos de recetor reagem a
terapia hormonal (13).

Partindo desta ultima premissa deparamo-nos com o seguinte problema: neste
trabalho todos os tumores tiveram um resultado negativo aos recetores de
progesterona ao contrario do que descreve um estudo realizado anteriormente (102).
Sabemos também que os recetores de estrogénio induzem a expressao de recetores de
progesterona (133). A falta de marcacdo IHC dos recetores de progesterona pode dever-
se a varias causas. Uma das causas é que os tumores podem efetivamente ter auséncia
de recetores de progesterona, pois estudos (133, 134) desenvolvidos em ratos indicam
gue os ER apenas induzem a expressao de PR se estiver presente Fator de Crescimento
Epidermal (EGF) sugerindo a existéncia de uma relacdo importante entre recetores de
EGF e/ou membros da familia HER2 com os dois recetores hormonais. Como referido
anteriormente, neste trabalho os tumores sdao negativos ao HER2. No entanto, esta
hipétese parece ser pouco provavel, pois estudos anteriores obtiveram resultados
positivos para estes recetores(102). A repeticdo da técnica tentando variar alguns
aspetos desta, como a recuperagao antigénica amplificadores de sinal podem ser
considerados na tentativa de resolucdo deste problema. Futuramente sera pertinente
testar novos anticorpos anti PR no sentido de perceber a questdo relacionados com a

sua auséncia.
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11) Conclusao

Este trabalho veio contribuir para a caracterizacdao de um modelo experimental
in vivo de indugdo quimica de tumores de mama através de 7,12-dimetilbenzatraceno.
Podemos concluir que este trabalho permite desenvolver tumores de mama
dependentes de recetores hormonais classificados com o subtipo molecular Luminal A
e B. Os resultados obtidos neste trabalho acabam por ir ao encontro ao encontro da
falta de modelos experimentais para se estudar este tipo de cancro de mama que tém
uma da ocorréncia de aproximadamente de 70% (119).

Parece ser um modelo adequado a estudar a estudar o desenvolvimento tumoral

em tumores dependentes de hormonas bem como para testar terapias hormonais.
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