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Resumo

Introdugdo: O cancer de mama acomete milhares de mulheres no Brasil e no mundo, o que estimula pesquisas nesse campo. Os
mastdcitos (MCs) sdo células inflamatorias relacionadas ao microambiente tumoral e que podem variar de acordo com o tipo e o
estadiamento dos tumores. Objetivo: Por essas razdes, buscou-se analisar o comportamento dos MCs em bidpsias de tumores de mama
benignos, os fibroadenomas, e malignos, os carcinomas de graus 1, 2 e 3 metastaticos ou ndo. Material e Método: Estudo realizado
por meio da quantificacdo dessas células, avaliacdo do seu estado de ativagdo, apos coloracdo com Azul de Toluidina bem como, da
heterogeneidade, pela imuno-histoquimica para as proteases triptase e quimase. Resultados: Modulagdo no nimero de MCs e do estado
de ativagdo nos fibroadenomas e carcinomas de graus 1, 2 e 3, com e sem metastases. Conclusdo: Evidenciou-se a participacdo ativa
dessas células no desenvolvimento tumoral.

Palavras-chave: Cancer de mama. Mastdcitos. Triptase. Quimase. Fibroadenoma. Imuno-histoquimica.

Abstract

Introduction: Breast cancer affects thousands of women in Brazil and over around the world, and this fact stimulates research in this field.
Mast cells (MCs) are inflammatory cells related to the tumoral microenvironment and they may vary according to the type and staging of
tumors. Objective: For these reasons, we looked for analyzing the profile of MCs in biopsies of benign breast tumors, the fibroadenomas,
as well as of malignant ones, the carcinomas of 1, 2 and 3 degree, metastatic or not. Materials and method: The study was carried
out by quantifying these cells, evaluating their activation state, after staining with Toluidine Blue, as well as their heterogeneity, by
immunohistochemistry for the proteases tryptase and kinase. Results: Modulation in the MCs number and activation state in both
fibroadenomas and carcinomas of 1, 2 and 3degree, with and without metastases. Conclusion: we demonstrated the active participation
of these cells in tumor development.

Keywords: Breast neoplasms. Mast cells. Tryptase. Chymase. Fibroadenoma. Immunohistochemistry.

Resumen

Introduccion: El cancer de mama afecta a miles de mujeres en Brasil y en el mundo, lo que estimula las investigaciones en este campo.
Los mastocitos (MCs) son células inflamatorias relacionadas con el microambiente tumoral y que pueden variar de acuerdo con el tipo
y la estadificacion de los tumores. Objetivo: Por estas razones, se buscé analizar el comportamiento de los MCs en biopsias de tumores
de mama benignos, los fibroadenomas, y los malignos, los carcinomas de grados 1, 2 y 3 metastaticos o no. Material y Método: Estudio
realizado por medio de la cuantificacién de esas células, evaluacion de su estado de activacion, después de la coloracion con Azul de
Toluidina asi como de la heterogeneidad, por la inmuno-histoquimica para las proteasas, triptasa y quimase. Resultados: Modulacion en
el nimero de MCs y del estado de activacion en los fibroadenomas y carcinomas de grados 1, 2 y 3, con y sin metastasis. Conclusion: Se
evidencid la participacion activa de estas células en el desarrollo tumoral.

Palabras clave: Neoplasias de la mama. Mastocitos. Triptasa. Quimasa. Fibroadenoma. Inmuno-histoquimica.
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INTRODUCAO

O cancer de mama acomete milhares de mulheres
no Brasil e no mundo, sendo a segunda neoplasia mais
frequente dentre as outras, ficando atrds do cancer de
pele ndo melanoma e classificado com a quinta causa de
morte por cancer em geral'3,

A redugdo da mortalidade do cdncer de mama
requer a unido de diversas estratégias, tais como: medidas
preventivas para individuos com alto risco (como a
predisposicao genética, exposicdo ininterrupta a estrégeno
e fatores ambientais), identificagdo precisa da neoplasia e,
principalmente, o diagndstico precoce através do exame
clinico e mamografia. Quando estruturas suspeitas sao
achados mamarios significantes em mamografias, é
mandatoria a realizacdo do exame anatomopatoldgico. A
aspiracdo por agulha fina é utilizada em caso de nddulos
pequenos e ndo palpaveis, entretanto a bidpsia excisional
€ mais vantajosa e definitiva para o diagnostico®.

De acordo com a classificagdo histologica
dos tumores malignos de mama, mais de 95% sao
adenocarcinomas e divididos em carcinomas in situ,
podendo ser ductal ou lobular, e carcinomas invasivos. O
carcinoma ductal in situ (CDIS) é considerado uma lesao
pré-invasiva por reunir diversos tipos de crescimento celular
epitelial maligno ndo-invasivo dentro dos ductos mamarios,
porém € possivel que haja focos de areas de microinvasdo,
mas somente 1% dos casos possuem metastase para os
linfonodos axilares. O carcinoma lobular in situ (CLIS), por
ser detectdvel somente microscopicamente, é sempre um
achado secundario de investigagdo de outras patologias
mamarias feitas por bidpsia. Este carcinoma é apontado
como fator de risco para o desenvolvimento de tumores
ductais e lobulares em bilateralidade®.

Investigagbes indicam que o microambiente
tumoral é crucial para o desenvolvimento do cancer,
caracterizando-se principalmente pela composicao alterada
da matriz extracelular, alta densidade de microvasos e
abundancia de células inflamatdrias®®8, como mastdcitos
(MCs)?1°, Os MCs sdo as primeiras células que respondem
aos sinais da iniciacdo tumoral, em resposta ao stem cell
factor (SCF) das células tumorais.

No processo de desgranulacao os MCs liberam
fatores quimiotaticos e proteases como triptase e quimase
para o meio extracelular, contribuindo na degradacao da

matriz extracelular, promocdo da angiogénese, invasao

tumoral e remodelacdo tecidual por meio de protedlises
seletivas na matriz e ativacao de metaloproteinases®%1?,

A expressao variavel das enzimas triptase,
quimase e catepsina G, tem levado ao reconhecimento
de diferentes subpopulagdes de MCs humanos. MCs que
expressam triptase e quimase (MC,.) sdo abundantes
no tecido conjuntivo da pele (derme), submucosa do
trato gastrointestinal, parénquima mamario, miocardio,
linfonodos, conjuntiva e sindvia. Enquanto, aqueles
que expressam somente triptase (MC,) sdo localizados,
geralmente, na mucosa dos tratos respiratério e
gastrointestinal'®!3. A terceira e menor populacdo de MCs
expressa somente quimase e catepsina G (MC.)". Alguns
estudos tém mostrado que tais classificacbes nao sao
rigidas, podendo ser modificadas dentro do microambiente
tumoral*.

Além disso, estudos apontam que o papel
do mastécito precisa ser individualmente avaliado e
estabelecido para cada tipo de cancer e, também, para
diferentes fases do mesmo cancer®!112, Por essas razoes,
0 objetivo desta pesquisa foi quantificar e avaliar o estado
de ativacdo dos MCs e identificar a heterogeneidade dessas
células para as proteases triptase e quimase em bidpsias
de tumores de mama benignos, os fibroadenomas, e
malignos, os carcinomas de graus 1, 2 e 3, metastaticos

ou nao.

MATERIAL E METODO

Inicialmente, o projeto foi encaminhado ao CEP-
FIPA para avaliacdo e aprovacao (CEP - Protocolo n°.
703.388). A seguir, com a autorizagdo do responsavel
pelo servico de Patologia das Faculdades Integradas
Padre Albino (FIPA), foram realizadas buscas nos arquivos
desse setor para a selecao de casos de tumores de mama
benignos, fibroadenomas e carcinomas de graus 1, 2 e 3,
metastaticos ou ndo.

Apds separagdo dos blocos (n=10/grupo),
secgOes de 5um foram obtidas, preparadas para coloracao
com Azul de Toluidina a 0,5%, em acido acético, por 30
segundos, e entdo, foram feitas analises de quantificacdo
dos MCs. Para essas quantificacdes foram consideradas
as caracteristicas morfoldgicas dos MCs, de acordo com
o grau de ativacdo dessas células, sendo separados em
intactos e desgranulados. A quantificacdo dos MCs foi
realizada em 10 regides por lamina, pela objetiva de 40X no
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microscopio Leica (DM500) do Laboratério Multidisciplinar
das FIPA. As areas de cada regido foram obtidas com o
auxilio do software Leica Image Analysis. Os dados foram
expressos como média + S.E.M. do nimero de MCs por
mm?. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste t
de Student, para os fibroadenomas e pela ANOVA, seguida
do pos-teste de Bonferroni para os carcinomas ductais
de mama. Os valores de P menores que 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

Para avaliagdo da heterogeneidade dos MCs,
quanto a expressdao das proteases triptase e quimase
foram realizadas analises por meio da técnica de
imuno-histoquimica. SeccOes das diferentes amostras
foram preparadas em laminas gelatinizadas, e entdo,
desparafinizadas, re-hidratadas e, apds a recuperagao
antigénica (tampdo citrato pH 6,0 a 96°C, durante
20 minutos) e o blogueio da peroxidase enddgena,
as seccOes foram lavadas em PBS e incubadas com os
anticorpos primarios monoclonais anti-triptase (1:6000)
(Millipore) e anti-quimase (1:3000) (Abcam), diluidos
em BSA a 1%. No dia seguinte, foram incubadas com o
anticorpo secundario biotinilado (kit Zymed Invitrogen) e,
a seguir, em substrato diaminobenzidina (DAB) (kit Zymed
Invitrogen) para revelagdo. Logo apds, as secgdes foram
contracoradas com Hematoxilina. O controle negativo da
reacdo foi obtido pela omissdao do anticorpo primario do

processo descrito acima.

RESULTADOS

Os MCs foram evidenciados pela metacromasia
dos seus granulos citoplasmaticos apds coloragdo com Azul
de Toluidina. A quantificacdo dos MCs no fibroadenoma
mostrou diferenca significante (p<0,001) entre os MCs
intactos e desgranulados, com menor quantidade de
células em estado de ativacao (Figura 1).

As andlises realizadas nos carcinomas ductais
evidenciaram que o nimero de MCs, na maioria intactos, foi
significantemente maior nos carcinomas ndo metastaticos
de graus 2 e 3, e principalmente no carcinoma metastatico
de grau 1, em relagdo aos demais grupos (Figura 2).
Nos carcinomas metastaticos, o nimero de MCs foi
significantemente menor naqueles de graus 2 e 3, em
relacao ao de grau 1 (p<0,001) (Figuras 2 e 3). Quanto ao
estado de ativacdo, os MCs desgranulados prevaleceram

no carcinoma nado metastatico de grau 1 e nos carcinomas

metastaticos de graus 1 e 2 (Figuras 2 e 3).

Figura 1 - Andlise quantitativa dos MCs no fibroadenoma, de acordo com
o grau de ativagdo. A maioria dos MCs foram observados intactos. (n=10).
a = p<0,001, desgranulados versus intactos
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Figura 2 - Quantificagdo de MCs intactos em bidpsias de carcinomas duc-
tais de mama de diferentes graus de malignidade. Aumento de MCs nos
graus 2 e 3 entre os tumores ndo metastaticos e redugdo dessas células
nos tumores metastaticos de graus 2 e 3. Grande quantidade de MCs no
grau 1 metastdtico (n=10/grupo). a = P<0,05, grau 1 ndo metastatico
versus graus 2 e 3 ndo metastatico e grau 1 metastatico; b = P<0,05, grau
2 ndo metastatico versus grau 3 ndo metastatico e grau 2 metastatico; c
= P<0,05, grau 3 ndo metastatico versus grau 3 metastatico; d = P<0,05,
grau 1 metastético versus grau 2 e grau 3 metastaticos. No detalhe MC
intacto
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Figura 3 - Quantificagdo de MCs desgranulados em bidpsias de carcinomas
ductais de mama de diferentes graus de malignidade. Diminuigdo de MCs
nos graus 2 e 3 entre os tumores ndo metastaticos e redugdo dessas cé-
lulas nos tumores metastéticos de grau 3. Grande quantidade de MCs nos
graus 1 e 2 metastaticos (n=10/grupo). a = P<0,05, grau 1 ndo metasta-
tico versus graus 2 e 3 ndo metastatico e grau 1 metastatico; b = P<0,05,
grau 2 ndo metastatico versus grau 3 ndo metastatico e grau 2 metastatico;
¢ = P<0,05, grau 3 ndo metastatico versus grau 3 metastatico; d = P<0,05,
grau 1 metastatico versus grau 3 metastético; e = P<0,05, grau 2 metasta-
tico versus grau 3 metastatico. No detalhe MC desgranulado
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As andlises imuno-histoquimicas mostraram
forte expressdo das proteases quimase (Figura 4A) e,
especialmente, triptase (Figura 4B) nos carcinomas
ductais de todos os grupos estudados. Diferentemente,
nos fibroadenomas foi observada somente a expressao de

triptase (Figura 4C e D).
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Figura 4 - Andlises de heterogeneidade dos MCs. Nos carcinomas ductais, expressdo das proteases quimase (A) e triptase (B) nos MCs. No fibroadenoma,
expressdo para triptase (C) e auséncia de imunorreatividade para quimase (D). Contra coloracdo: Hematoxilina. (100x)

DISCUSSAO

Os MCs induzem o desenvolvimento, angiogénese
e progressao do tumor mediada por meios da libertagao
de varias moléculas angiogénicas, tais como Fator
(VEGF), Fator
de Crescimento de Fibroblasto-2 (FGF-2), triptase e

de Crescimento Endotelial Vascular
quimase!'*'¢, Diante da grande incidéncia de tumores de
mama, analisamos o perfil de ativacao e a heterogeneidade
dos MCs em fibroadenomas e carcinomas ductais de
diferentes estagios de malignidade.

Nossos resultados mostraram grande ndmero de
MCs intactos nos fibroadenomas, com reducdo significante
dessas células no estado de desgranulacdo. De modo geral,
numerosos MCs, tanto intactos quanto desgranulados,
foram observados nos carcinomas ductais. Contudo,
comparagdes mais detalhadas mostraram um padrao
diferencial nas quantificacbes e estado de ativacao dos
MCs. Nossas analises mostraram modulagdo no nimero
de MCs, nos diferentes estagios de progressao tumoral.

Os MCs intactos aumentaram em numero
conforme o grau de malignidade nos carcinomas ductais
ndo metastaticos. Contudo, a maior quantidade de MCs foi
observada nos carcinomas metastaticos de grau 1, com
reducdo acentuada dessas células nos graus 2 e 3.

Nas quantificacbes dos MCs desgranulados
em carcinomas nao metastaticos, resultados opostos
foram observados, com reducdo no numero de células
desgranuladas nos graus 2 e 3, comparados ao grau 1.
Também ocorreu diminuicdo do nimero de MCs nos tumores
metastaticos de grau 2 e, especialmente, de grau 3, com
relagdo ao carcinoma de grau 1. Os tumores metastaticos
de grau 1 apresentaram os nimeros de mastdcitos mais
elevados, tanto intactos quanto desgranulados.

Na maioria dos tumores humanos, maior nimero
de MCs foi associado ao aumento na vascularizagao, e
diminuicdo na sobrevida do paciente?, e estd de acordo
com nossas observacoes de MCs intactos nos carcinomas

nao metastaticos e intactos e desgranulados nos tumores

ndo metastatico e metastatico de grau 1.

De modo interessante, muitas das populacdes
de células do estroma infiltrantes no tumor expressam
marcadores celulares de MCs. Investigacdes mostraram
que as células mieloides imaturas recrutadas para o
desenvolvimento de tumores expressam CD34, CCR1,
MMP2 e MMP9, todos os quais estdo presentes nos MCs
em diferentes fases de desenvolvimento*? e apontam
0os MCs como células de suporte no desenvolvimento
tumoral'l, Os MCs sdo também associados com as
perturbaces fisicas da capsula do tumor, como observado
em tumores de mama e prdstata?!.

Por outro lado, a escassez de MCs no interior
do nucleo tumoral pode estar associada a desgranulagdo
dessas células, levando a “fantasmas” apds a coloragdo.
Contudo, a auséncia de MCs no interior da massa tumoral
pode ter outro significado!!. Um estudo com camundongos
transgénicos mostrou que os MCs desempenham fungdo
importante como interruptor angiogénico durante o
crescimento do tumor?. Neste estudo, nas fases iniciais
de desenvolvimento tumoral, os MCs foram observados
aumentados, préximos a vasos sanguineos e dirigindo
a angiogénese, mas nao foram encontrados no interior
da massa tumoral, enquanto nas fases posteriores, as
células tumorais assumiram o controle do crescimento e
angiogénese, e o tumor se desenvolveu independente dos
MCs. Este estudo corrobora com as nossas observacoes
relacionadas a diminuicdo de MCs desgranulados nos
carcinomas ndo metastaticos de graus 2 e 3 e dos MCs
intactos e desgranulados nos tumores metastaticos de
maiores graus de malignidade.

Ainda, a associagdao de infiltracdo de MCs com
prognostico pobre depende do tipo de cancer estudado!™.
Mesmo assim, existem dados discordantes na literatura.
Uma pesquisa recente aponta aumento significante
dos MCs conforme o aumento no grau da doenca em
carcinomas ductais de graus 1 2 e 3%. Diferentemente,

outra investigagdo também em carcinoma de mama
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invasivo mostrou correlacdo entre a grande quantidade
de MCs e melhor progndstico®, sugerindo um papel anti-
tumoral para os MCs, indicando que, em certos ambientes
de tumor, as fungles anti-tumorais podem substituir o
papel de promotor de tumor e enfatizam a complexidade
dos MCs no ambiente tumoralt.

Na sequéncia dos nossos estudos, avaliamos as
expressOes das proteases triptase e quimase nos granulos
dos MCs nos fibroadenomas e carcinomas ductais. Essas
analises mostraram auséncia da expressao de quimase,
mas forte expressdao da triptase nos fibroadenomas.
Os carcinomas ductais, em todas as condicOes clinicas
avaliadas, mostraram imuorreatividade para ambas
as proteases, contudo com expressao mais intensa da
triptase.

Similarmente, dados de literatura apontam que

entre os fatores pro-angiogénicos liberados dos MCs a
triptase € um dos mais poderosos®®. Além disso, uma outra
pesquisa em tumor de mama indica o envolvimento dos
MCs e da triptase na angiogénese tumoral inicial®® e sugere
que os inibidores da triptase poderiam ser avaliados em

ensaios clinicos.

CONCLUSAO

Os MCs sofrem modulacdo no nimero e diferem
no perfil de expressdo das proteases entre tumores
benignos e malignos de diferentes estagios, indicando
que essas células estdo profundamente envolvidas na
tumorigénese de mama. O entendimento do papel dos
MCs no desenvolvimento da neoplasia mamaria podera

ocasionar a aplicacdo de novas possibilidades terapéuticas.
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