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RESUMO: Cancer de mama é a neoplasia mais comum nas mulheres e a
principal causa de Obito dentre as malignidade do sexo feminino. Recentes
estudos demonstraram que mastdcitos estdo ligados ao progndstico e ao grau
histolégico. Mastdcitos s&o células que participam do sistema imunologico que
contem numerosos granulos citoplasmaticos. Este trabalho teve como objetivo
investigar parametros histomorfometricos de mastocitos em modelo de cancer
mamario induzido quimicamente por DMBA em murinos. Observou-se
desenvolvimento de neoplasia mamaria mista (carcinoma ductal, papilifero e
tumor filoide), com grau histolégico bem diferenciado. Houve um aumento do
numero de mastaocitos nas lesdes neoplasicas em relacéo a areas sem lesdo. Os
mastoécitos se distribuem em aglomerados ou em fila indiana nas areas estromais
adjacentes as regides epiteliais e no tumor filoide. N&o observou-se correlagdes
médias ou fortes do numero de mastdcitos com volume tumoral, indice mitético,
percentagem de necrose e componente ductal. Conclui-se que modelo de
carcinogénese por DMBA desenvolve tumores mamarios mistos, com
abundancia em mastocitos que nao se relaciona-se com variaveis de
prognoéstico, mas possivelmente estd ligada ao processo inflamatério local
neoplasico.

Palavras-Chaves: Cancer de Mama ; DMBA; Mastocitos

ABSTRACT : Breast cancer is the most common cancer in women and the
leading cause of death among female malignancies. Recent studies have shown
that mast cells are linked to prognosis and histological grade. Mast cells are cells
that participate in the immune system that contain numerous cytoplasmic
granules. This study aimed to investigate mast cell histomorphometric
parameters in a model of chemically induced DMBA-induced breast cancer in
mice. Mixed mammary neoplasia (ductal carcinoma, papillary carcinoma and
phyloid tumor) developed, with a well-differentiated histological grade. There was
an increase in the number of mast cells in neoplastic lesions in relation to areas
without lesion. Mast cells are distributed in clumps or in an Indian queue in the
stromal areas adjacent to the epithelial regions and in the phyloid tumor. There
were no medium or strong correlations of mast cell number with tumor volume,
mitotic index, necrosis percentage and ductal component. It is concluded that
DMBA carcinogenesis model develops mixed mammary tumors, with abundance
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in mast cells that is unrelated to prognostic variables, but possibly linked to the
local neoplastic inflammatory process.

Keywords: Breast Cancer; DMBA; Mast cells

1. INTRODUGCAO

O céncer de mama afeta mais de 1,38 milhées de mulheres por ano,
sendo a neoplasia mais comum nas mulheres e a principal causa de obito dentre
as malignidades do sexo feminino no mundo todo (Martin et al., 2014). A
heterogeneidade e a complexidade molecular do cancer de mama dificultam
estratégias terapéuticas de prevencgao e tratamento da doenga e ao menos, 25%
dos casos de neoplasias mamaria tem algum tipo de resisténcia terapéutica
(Martin et al., 2014).

Nos carcinomas, a transformagdo maligna € causada em partes por
multiplas mutagdes genéticas (Hernandez-Aya and Gonzalez-Angulo, 2011). No
carcinoma mamario o envolvimento dos oncogenes ainda ndo € muito bem
esclarecido, porém, ha evidencias de mudangas nos protoncogeneses € nos
genes supressores de tumores (Hernandez-Aya and Gonzalez-Angulo, 2011).

A transformagdo de uma célula epitelial mamaria em uma célula
cancerosa envolve diversos processos com alteragdes nos sinais intracelulares
de vias de transdugdo adquirindo a célula maligna uma maior sobrevivéncia e
um aumento dos fatores de crescimento (Hernandez-Aya and Gonzalez-Angulo,
2011). Obesidade, dieta, resisténcia periférica a insulina acompanhada com
hiperinsulinemia, sedentarismo, periodo pré-menopausa, fatores hormonais,
socioeconbémicos e genéticos sao citados como fatores de risco de
desenvolvimento de neoplasias mamarias (Maccido and Madeddu, 2011). Para o
controle do cancer de mama € necessario medidas de prevencéo, que depende
da identificacdo e de determinantes para a doencga, no requisito de iniciacido e
promogao neoplasica (Barros et al., 2004).

Pesquisas recentes demonstraram a importancia de mastocitos no
progndstico do cancer mamario com correlagéo ao grau histolégico e progndstico
(KESER et al., 2017; CIMPEAN et al., 2017; FAUSTINO-ROCHA et al., 2017;
APONTE-LOPES e tal., 2018; FAKHRJOU et al., 2017). Mastécitos sdo células

imunoldgicas que atuam no sistema inato e adaptativo associadas nas reagdes
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alérgicas e infec¢des parasitarias (Glajacar et al., 2017; Keser et al., 2017). Esta
célula imunoldégica contém numerosos granulos como heparina, histamina,
proteases e fatores de crescimento que sao liberados quando ha ativagao celular
contribuindo para reparos teciduais e em processos de angiogénese (Glajacar et
al., 2017).

Mastocitos sdo uma das primeiras células imunoldgicas a se infiltrarem
em neoplasias e podem promover ou diminuir o crescimento tumoral (Glajacar
etal., 2017). No cancer mamario, mastocitos podem estar presentes em diversos
subtipos e diversos estudos demostram resultados antagbnicos como (1)
correlagdo de maior numero de células como um bom fator de progndstico
(Glajacar et al., 2017) ou (2) correlagdo do numero celular com metastases e
angiogenése (Keser et al., 2017; Faustino-Rocha et al., 2017; Cimpean et al.,
2017).

Pela importancia fisiopatoldégica em neoplasias, mastocitos podem ser
potenciais alvos terapéuticos e indicativos preditivos para diagndstico (Varrichi
et al., 2017; Cimpean et al., 2017).

O objetivo do presente trabalho é caracterizar e identificar parametros
histomorfometricos de mastécitos em modelo de cancer mamario induzido

quimicamente em murinos.

2. METODOLOGIA
2.1 Animais e indugao tumoral

Doze (12) ratas fémeas virgens Sprague-Dawley provenientes do CEMIB-
Unicamp, pesando entre 200-300g serao adaptadas ao Biotério do Departamento de
Farmacologia-Unicamp e submetidas a protocolo de indugao quimica de carcinoma
mamario. O protocolo experimental foi aprovado do comité de ética em Pesquisa da
Universidade Estadual de Campinas (CEUA-IB-Unicamp 2335-1).

As ratas foram alimentadas com racao para roedores e agua “ad libitum”
em ciclo fotoperiddico de 12 h claro e 12 h escuro, a 22 + 2°C. Induziu-se o
carcinoma mamario através de uma unica dose de 7,12-dimetilbenz(a)antraceno
(100mg/Kg de animal, diluida em 1mL de o6leo de soja) administrada

intragastricamente por gavagem (Barros et al, 2004). Apds a formagao do primeiro
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tumor palpavel (1 cm3), os animais foram acompanhados por 14 dias consecutivos

até a eutanasia.

2.2 Eutanasia e exérese dos tumores

Ao fim do protocolo de tratamento, os animais foram anestesiadas com
xilazina (10 mg/kg), ketamina (75 mg/kg) e, em seguida, submetidas a eutanasia
por aprofundamento anestésico. Foram ressecados todos pares de mamas. O
volume tumoral considerado neste estudo foi calculado a partir da mensuragao
dos 3 eixos (largura, comprimento e altura) a partir da estimativa de volume pela
férmula [(a x b x c)11]/6.
Fixou-se o produto das ressecgdes em formalina 10% tamponada e processou-se 0
protocolo histolégico de rotina para inclusao em parafina. Cortes histologicos de 4-
5um foram corados em hematoxilina-eosina e azul de toluidina (para avaliagéo de

mastocitos).

2.3 Histomorfometria

A analise das laminas foi realizada manualmente por dois observadores
experientes em microscopico de luz Nikon Eclipse Ci-S acoplado na camera
Infinity I. Utilizou-se o software Image J (EUA) para quantificagdo celulares e
analises morfométricas.

Através das laminas coradas por hematoxilina-eosina classificou-se os
subtipos histolégicos pontuando grau tubular, nuclear. O indice mitético foi
verificado através da contagem de mitoses em dez campos de grande aumento
(400x). O grau histoldgico foi verificado pela pontuagéo das variaveis analisadas
através da percentagem de indices tubulares, avaliagao de atipia nuclear e indice
mitotico seguindo o método de Scarf-Bloom-Richardson (SBR) (Aquino et al.,
2017). Considerou-se grau histolégico 1 bem diferenciado (soma 3-5 escores),
grau histolégico 2 moderadamente diferenciado (soma de 6 a 7 escores) e grau
3 pouco diferenciado (soma de 8 a 9 escores) (Aquino et al., 2017).

A percentagem de necrose tumoral foi estimada a partir da analise de trés
campos aleatdrios, sob 0 aumento em microscopia Optica de 100x com resultado
dado em percentagem positivo por area analisada.

Os mastdcitos foram analisados pelas laminas coradas por azul de

toluidina, quantificados pela média de dez campos de grande aumento
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(hotspots, 400x) (Keser et al.,, 2017). Quantificou-se mastocitos em areas

mamarias neoplasicas e ndo neoplasicas.

2.4 Andlise estatistica:

Para a analise estatistica utilizou-se programa Graph Pad Prism 8 (versao
8.2) para I0S. As variaveis de numero de mastécitos versus porcentagem
carcinoma ductal, indice de mitose, e percentagem necrose foram
correlacionadas e analisadas por regressao linear para obtencao do valor de R.
Os demais dados comparados utilizou-se test t e valores de p<0,05 foram

considerados significativos.

3. RESULTADOS

3.1 Analise anatomopatolégica

Os animais desenvolveram tumores sélidos variando em ambas as linhas
mamarias direita e esquerda. A média das neoplasias desenvolvidas foram de
trés tumores por animal, com volume médio 3 cm? por tumor. Nao observou-se
metastases ou outras lesées neoplasicas em outros sitios.

As neoplasias demonstram ser mistas, com mais de um subtipo
histolégico presente. Na figura 1 é possivel observar os subtipos histologicos
encontrados como carcinoma ductal (figura 1b), papilifero (figura 1c) e filoide
(figura 1d), em comparagdo a areas n&o neoplasicas (figura 1a). O subtipo
histologico mais presente foi o carcinoma ductal com média de 70,55% das areas
com lesdes. O subtipo papilifero representou 18,61% enquanto o tumor filoide
10,84% (tabela 1).
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Figura 1. Subtipos histolégicos das mamas de ratas Spreague-Dawley (a)
Mama sem lesao (200x), (b) carcinoma ductal (400x), (c) papilifero (400x) e (d)

filoide (400x). Coloragdo hematoxilina e eosina.

Tabela 1. Porcentagem do subtipos histologicos encontrados nas amostras

(carcinoma ductal, carcinoma papilifero e tumor filoide) das amostras analisadas.

Carcinoma Carcinoma Tumor
Ductal Papilifero Filoide
Média da area 70,55% 18,61% 10,83%

Foi determinado a percentagem de necrose e o indice de mitose das
amostras (tabela 2). O percentual médio necrose foi de 11,50% da area total. A
média de mitoses por dez campos de grande aumento foi de uma célula por
campo. Todas as amostras foram classificadas como grau histolégico bem
diferenciado, pelas caracteristicas do grau tubular (estimado por meio da
proporgao entre os subtipos histolégicos), grau nuclear (atipias, tamanho e
nuamero de nucléolos das células neoplasicas) e o baixo indice de figuras

mitoticas.
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Tabela 2. Caracteristicas anatomo-patolégicas das neoplasias: percentagem de

necrose, indice mitético, grau tubular, grau nuclear e grau histoldgico final.

Média
Necrose 11,50%
Indice de Mitose 1 célula/campo
Grau Tubular 1 (escore)
Grau Nuclear 1 (escore)
Grau Histolégico 1 (escore)

3.2 Andlise de Mastécitos

Para a analise de mastdcitos utilizou-se a coloracédo de azul de toluidina.
A figura 2 ilustra a presenca de mastécitos no tecido mamario sem lesao (figura
2a) e com leséao (figura 2b, 2c e 2d). Os mastécitos sdo corados em roxo,
principalmente pelos granulos citoplasmaticos, facilitando sua identificagéo e
quantificacdo. Os mastdcitos estdo presentes nas areas estromais, circulando as

areas epiteliais (figura 2b) ilhados ou em fila indiana (figura 2d). Em areas filoides

os matdscitos foram encontrados na borda e interior do termo (figura 3).
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Figura 2. Distribuicdo e caracteristica morfolégica de mastécitos no tecido
mamario. (a) Mama sem lesao 400x, (b) carcinoma ductal 400x, (c) mastécitos
em processo de degranulgdo (1000x) e (d) mastécitos em fila-indiana (200x).

Coloracéao azul toluidina, setas= mastdcitos.
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Figura 3. Distribuicao de mastdcitos no tumor filoide. Tumor filoide e a presenga

de mastdcitos, coloragao azul toluidina, 400x. Setas= mastdcitos.

Houve diferenga significativa de niumero de mastocitos em areas com

lesdo neoclassica (45,84 células/campo) versus areas mamarias sem lesao ou
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atipias celulares (0,73 células/campo) (figura 4)

Figura 4. Analise quantitativa de mastécitos. Média de dez campos de grande

aumento de mastocitos em areas sem lesdo e com neoplasia. As barras
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representam as médias +- desvio padrao (n=12). *p<0,03 (teste t, bonferroni)

comparado ao grupo sem leséao.

Analisou-se a correlagao entre a média de mastdcitos por campo com
volume tumoral, componente ductal, necrose e indice de mitose. Observa-se
correlagdes baixas positivas com componente ductal e necrose e negativa com

volume tumoral e indice de mitose.

Tabela 3. Correlacdo (r) e significancia estatistica (p) entre a média de
mastécitos por campo de grande aumento e volume tumoral, média percentual

carcinoma ductal, porcentagem de necrose e indice de mitose.

Variaveis Média de Mastocitos/Campo
r=-0,2581
Volume Tumoral p=0,3945
r=0,1434
Componente Ductal p=0,6403
Necrose o iere
p=0,1616
. o r=-0,3978
Indice Mitdtico p= 10,2257

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Cancer de mama ¢é a neoplasia mais frequente no sexo feminino, podendo
atingir de uma a cada dez mulheres no mundo (Alvarado et al., 2017). Modelos
animais sao utilizados como estratégia cientifica para gerar conhecimentos
fisiopatoldgicos, propondo novos alvos terapéuticos (Alvarado, 2017). Tumores
podem ser induzidos quimicamente com a administracdo de 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) ou N-nitroso-N-metilurea (NMU), sendo
modelos complexos com diversas etapas da carcinogénese como iniciagao,
promogao e progressao (Pena et al., 2012). Este modelo de carcinogénese é
muito utilizada e util, pois reproduz um modelo proximo ao carcinoma gerado em
humanos e microscopicamente os tumores dividem critérios proximos de
malignidade (Pefa et al., 2012; Barros et al., 2004). DMBA é um hidrocarboneto
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poliaromatico policiclico que ao ser metabolizado por oxidagao e produz diol-
epoxide, que se liga ao DNA criando pontos de mutagdes (Barros et al., 2004).
O resultado da lesdo no DNA é o aumento da expressdo e de mutagdes no
oncogenes Ras e c-erb B (Kaufmann et al., 2003). Estipula-se também, que o
DMBA pode suprimir células do sistema imunoldgico, como o linfécito natural
killer e diminuir concentragdes séricas de imunoglobulinas, contribuindo para o
desenvolvimento da neoplasia (Kaufmann et al., 2003).

O crescimento tumoral, metastases ou erradicacdo de tumores sao
dependentes de sinais externos recebidos através de células imunoldgicas e ndo
imunoldgicas (Komi e Redegeld, 2019). A consequéncia final da agdo destas
células pode ser responsavel pela progressdo maligna (Komi e Redegeld, 2019).
Nas amostras mamarias analisadas pelo modelo de carcinogénese de DMBA
observou-se grande infiltrado de mastocitos na areas ductais e papiliferas e em
tumores fildides. Mastocitos s&o células que participam do sistema imunoldgico
inato com agéao direta em processos alérgicos e como células pro-inflamatorias
em tumores, recrutando células do sistema inato (neutrdfilos, eosindfilos e
macrofagos) e do sistema adaptativo (linfécitos T e B) (Carpenco et al., 2019;
Koni e Redelg, 2019). Estas células se diferenciam pelas células precursoras da
medula éssea e tem capacidade de se proliferar mesmo apdés a maturacéo
(Komi e Redelg, 2019).

A funcao destas células nas neoplasias ainda € controvérsia, pois (1) ha
associagao com maior sobrevivéncia do paciente e (2) ha indicios associados
com grau histolégico elevado (Okano et al., 2019). Pesquisas recentes
demonstram a importdncia de mastécitos no processo inflamatério, no
prognéstico do cancer mamario com correlagdo ao volume tumoral e grau
histologico (Keser et al., 2017; Cimpean et al., 2017; Faustino-Rocha et al., 2017;
Aponte-Lopes e tal., 2018; Fakhrjou et al., 2017). Fatores de crescimento
vasculares (VEGF) e TGF-beta sao liberadas pelo mastdcitos contribuindo para
processos de angiogénese e linfogénese (Okano et al., 2019; Carpenco et al.,
2019). Além do cancer mamario, a literatura aponta aumento significativo destas
células em melanomas, linfomas, tumores pancreaticos, de prostata e
neoplasias esofagicas (Carpenco et al., 2019).

Glajacar et al., em sua pesquisa apresenta correlagdo da populagao de

mastocitos com subtipos moleculares de cancer de mama. Ha evidencias que
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mastécitos podem auxiliar em processos para regredirem processos tumorais e
em contrapartida contribuem para iniciagao e progressao da doenga (Varricchi
et al., 2017). Outros estudos apontam aumento da densidade de mastdcitos na
mama apoés tratamento quimioterapico, sugerindo forte associagdo com melhora
da imunidade tumoral (Okano et al., 2019).

No modelo utilizado em nosso estudo foi possivel observar numero
relevante de mastdcitos nas lesdes neoplasicas mamarias. Mais frequentemente
0s mastdcitos estavam agrupados em ilhas de dimensdes variadas e extensas
ou em fila indiana. Nas amostras foram possiveis observar processo inflamatério
e sabe-se que estes processo crénico leva a proliferacdo dos mastocitos
residentes, que auxilia na regulagdo da inflamagéo e atuam como coadjuvante
da resposta imune no microambiente tumoral. Isto, explica parcialmente a
presenca destas células nas areas tumorais analisadas.

Os mastocitos se concentraram na areas estromais circulante aos
tumores ductais e papiliferos. Todos os tumores analisados foram classificados
como grau 1, baixo grau histolégico. Os carcinomas ductais e papilares,
correspondem mais de 70% dos casos de tumores mamarios na clinica. Outros
modelos de indugdo carcinogenese mamaria em murinos com o N-metil-N-
nitroureia (NMU) relatam alto indice de mastocitos em regides semelhantes ao
nosso estudo (Soares, 2012). Foram observados a presenga de mastdcitos
proximos as areas filoides. Tumores filoides sao neoplasias fibroepiteliais raras,
representando 0,3 a 1% de todos os tumores mamarios (Vilela et al., 2014).
Tumores filoides benignos apresentam baixa densidade de mastécitos em
comparagao ao tumores filoides malignos (Vilela et al.,2014).

A densidade de mastdcitos é superior nas areas neoplasicas que regioes
sem lesdo, sugerindo agao direta no tumor. Nao observou-se correlagdes
médias/fortes do numero de mastécitos com volume tumoral, indice de mitose,
necrose e percentagem de conteudo ductal. Os parametros analisados sao
utilizados para caracterizar prognostico e grau histologico. A baixa correlagéo de
mastocitos com estes pardmetros ndo indica uma aparente agao direta destas
células no crescimento e desenvolvimento do tumor, mas possivelmente em
outros processos fisiopatoldgicos ndo avaliados neste estudo.

Conclui-se que a inducao de tumores da mama, induzidas por DMBA leva

ao surgimento de neoplasias proximas as humanas, sendo maioritariamente
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carcinomas ductais, papiliferos e tumor filoide. A forte presengca de mastocitos
relacionam-se com resposta inflamatorio crénica em areas neoplasicas, sem
correlagdes aparentes com volume tumoral, porcentagem ductal, indice mitético

e percentual de necrose.
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